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RESUMO
A poluicdo atmosférica representa uma das principais ameacas a saude publica e esta

associada a doencas cardiorrespiratorias. Embora alguns efeitos gestacionais da exposi¢cao
ao material particulado fino (MP2,5) ja tenham sido descritos, seus impactos sobre o
sistema cardiovascular da prole, bem como o papel do treinamento fisico nessa condicao
nao sao conhecidos. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento
fisico em parédmetros morfofuncionais cardiacos, autonémicos e inflamatérios na prole de
ambos os sexos de ratas Wistar expostas ao MP2,5 durante a gestagao. As maes foram
expostas ao MP 2,5 em um concentrador de particulas do 5° ao 21° dia de gestacédo. A
prole foi distribuida em grupos de machos (M) e de fémeas (F) (n=6-8 sexo/grupo): controles
(CM, CF), expostos (EM, EF) e expostos treinados (TM, TF). O treinamento fisico (8
semanas, 40-60% da velocidade maxima) foi iniciado apés o desmame, seguido de
avalicdes de morfometria e fungdo cardiaca por ecocardiograma, da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) por métodos lineares e nao lineares e da inflamagéao sistémica
por ELISA. A exposi¢ao gestacional induziu a redugéo do diametro diastdlico do ventriculo
esquerdo (LVEDD;d), aumento da IL-6 e da razdo IL-6/IL-10 em ambos os sexos. No grupo
EM observou-se redugao da massa do ventriculo esquerdo (VE) avaliada pelo eco e pelo
peso umido do tecido, da velocidade do anel mitral durante a sistole (S’) e durante
o enchimento ventricular tardio (A’), acompanhada do aumento da relagdo enchimento
precoce/tardio do VE (E/A). No grupo EF houve redug&o da variancia do intervalo de pulso
(Var IP). O treinamento fisico aumentou a capacidade funcional, a fragao de ejegao (FE), a
Var IP e o componente vagal (HF), enquanto reduziu o TNF-alfa, a IL-6, a razdo IL-6/IL-10
e a razao SD2/SD1 (desvio padrédo instantaneo/longo prazo) em ambos 0s sexos.
Especificamente no grupo TM, houve aumento da espessura do septo (IVS;d) e da parede
posterior (PPVE;d) do VE, com reducdo do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e
do indice de performance miocardico (IPM). No grupo TF, observou-se aumento do 1VS;d,
da S’ e da IL-10. Nas analises de correlagdo de Pearson, observou-se correlagdo negativa
entre Var IP e IL-6/IL-10 (r = -0,62; p = 0,0014), bem como entre IL-6/IL-10 com MVE (r = -
0,76; p = 0,0001) e com o IPM (r = -0,79; p = 0,0001), sugerindo interagao entre disfungéo
autondémica, desequilibrio inflamatoério e comprometimento estrutural e funcional cardiaco.
A exposicao gestacional ao MP2,5 promoveu alteragdes morfofuncionais e inflamatérias
persistentes, com maior suscetibilidade dos machos. O treinamento fisico aerdbico atenuou
essas disfuncdes, exercendo papel cardioprotetor e preventivo na prole.

Palavras-Chave: MP2,5, Exposicao gestacional, gravidez, prole, treinamento fisico,

ecocardiograma, inflamagao.



ABSTRACT

Air pollution poses one of the main threats to public health and is associated with
cardiorespiratory diseases. Although some gestational effects of exposure to fine particulate
matter (PM2.5) have already been described, its impacts on the cardiovascular system of
offspring, as well as the role of exercise training in this context, remain unknown. This study
aimed to investigate the effects of exercise training on cardiac, autonomic, and inflammatory
morphofunctional parameters in the offspring of both sexes of Wistar rats exposed to PM2.5
during pregnancy. The mothers were exposed to PM2.5 in a particle concentrator from the
5th to the 21st day of gestation. The offspring were divided into male (M) and female (F)
groups (n=6-8 per sex/group): controls (CM, CF), exposed (EM, EF), and exposed-trained
(TM, TF). Exercise training (8 weeks, 40-60% of maximum speed) was initiated after
weaning, followed by assessments of cardiac morphology and function by
echocardiography, heart rate variability (HRV) using linear and nonlinear methods, and
systemic inflammation by ELISA. Prenatal exposure led to a reduction in left ventricular end-
diastolic diameter (LVEDD;d) and increased IL-6 and IL-6/IL-10 ratio in both sexes. In the
EM group, a reduction was observed in left ventricular (LV) mass as assessed by
echocardiography and tissue wet weight, as well as in mitral annular velocity during systole
(S’) and during late ventricular filling (A’), accompanied by an increase in the LV early-to-
late filling ratio (E/A). In the EF group, there was a reduction in pulse interval variance (Var
IP). Exercise training increased functional capacity, ejection fraction (EF), Var IP, and the
vagal component (HF), while reducing TNF-alpha, IL-6, the IL-6/IL-10 ratio, and the
SD2/SD1 ratio (instantaneous/long-term standard deviation) in both sexes. Specifically in
the TM group, there was an increase in the thickness of the septum (IVS;d) and the posterior
wall (PPVE;d) of the LV, with a reduction in isovolumetric relaxation time (IVRT) and the
myocardial performance index (MPI). In the TF group, an increase in IVS;d, S’, and IL-10
was observed. In Pearson correlation analyses, a negative correlation was observed
between Var IP and IL-6/IL-10 (r = -0.62; p = 0.0014), as well as between IL-6/IL-10 and LV
mass (r = -0.76; p = 0.0001) and with IPM (r = -0.79; p = 0.0001), suggesting an interaction
between autonomic dysfunction, inflammatory imbalance, and structural and functional
cardiac impairment. Prenatal exposure to PM2.5 caused persistent morphofunctional and
inflammatory changes, with males showing greater susceptibility. Aerobic exercise training
attenuated these dysfunctions, exerting a cardioprotective and preventive role in the
offspring.

Keywords: PM2.5, gestational exposure, pregnancy, offspring, physical training,

echocardiography, inflammation.
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1. INTRODUGAO

1.1 Poluicao do ar por microparticulas e o risco a saude da populagao

A poluicdo atmosférica constitui uma das principais ameagas contemporaneas a saude
publica e ao equilibrio climatico global. De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), aproximadamente 4,2 milhdes de mortes prematuras anuais estdo
relacionadas a exposicdo a poluentes atmosféricos, principalmente em decorréncia de
acidente vascular cerebral, doengas cardiovasculares, cancer de pulmao e enfermidades
respiratorias cronicas. As principais fontes de emissao incluem a queima de combustiveis
foésseis, a geragdo de energia, os sistemas de aquecimento residencial, bem como
atividades agricolas e processos industriais que envolvem incineragao (1).

O material particulado (MP) constitui uma mistura heterogénea de particulas sdlidas e
liquidas suspensas na atmosfera, com variagcbes em termos de tamanho, composigao
quimica e propriedades fisico-quimicas. Entre seus constituintes mais comuns, destacam-
se nitratos, sulfatos, carbono elementar e organico, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs), endotoxinas, fragmentos celulares e uma ampla gama de metais de transigao,
como ferro, cobre, niquel, zinco e vanadio (1). A composi¢cdo do MP apresenta elevada
variabilidade espacial e temporal, refletindo tanto as caracteristicas das fontes emissoras
(por exemplo, combustdo de combustiveis fésseis, processos industriais e queimadas
agricolas) quanto as condigdes atmosféricas locais, que influenciam processos de
transformacao, transporte e deposicao (2).

Inicialmente, a composi¢cao do material particulado (MP) foi medida e regulamentada
com base no diametro aerodindmico e na massa das particulas, priorizando aquelas com
até 10 ym (MP4,), capazes de penetrar na arvore traqueobrdnquica e atingir as vias aéreas
superiores e médias. Em 1997, os padrdes anuais e de 24 horas foram estendidos ao MP2,5
(didametro aerodinamico < 2,5 um), ampliando o entendimento acerca da fragdo de
particulas que alcanga as pequenas vias aéreas e os alvéolos pulmonares (WHO, 2021)
(1,4).

Evidéncias epidemiolégicas e toxicoldgicas apontam o MP2,5 como a fragdo mais critica
do ponto de vista sanitario, uma vez que sua dimensao reduzida permite ndo apenas a
deposicado profunda no trato respiratério, mas também a translocacao para a circulacdo
sistémica. Esse processo desencadeia uma cascata de respostas bioldgicas, incluindo
inflamacao cronica de baixo grau, estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, alteracdo da

variabilidade autonémica cardiaca e aceleragao da aterogénese, mecanismos que explicam
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a forte associagdo entre a exposicdo ao MP2,5 e o aumento da morbimortalidade
cardiovascular e respiratéria (1,2).

Dados recentes evidenciam que cerca de 80% da populagdo mundial esta exposta a
concentragdes de poluigao do ar que ultrapassam os limites estabelecidos pelas Diretrizes
de Qualidade do Ar (Air Quality Guidelines — AQG) da OMS. A atualizagéo dessas diretrizes,
publicada em 2021, reduziu substancialmente os valores de referéncia para exposi¢éo ao
material particulado fino (MP2,5), estabelecendo um limite anual de 5 yg/m® e um limite de
24 horas de 15 ug/m3(1). Essa revisao baseou-se em evidéncias epidemioldgicas robustas
que demonstraram nao existir nivel seguro de exposi¢ao ao MP2,5, dada a sua capacidade
de penetrar profundamente no sistema respiratorio, alcangar a corrente sanguinea e induzir
respostas inflamatérias, estresse oxidativo, disfungao endotelial e maior risco de desfechos
cardiovasculares e respiratérios adversos (2,22).

Em um estudo sobre a composicdo do MP na maior cidade industrial da China,
constatou-se que Xangai apresentava elevadas concentragbes de chumbo atmosférico,
com meédia de 515 ng/m® em 2001, mesmo apds o banimento da gasolina com chumbo
implementado quatro anos antes (3). Esse achado evidencia que a principal fonte de
poluigdo do ar na cidade nao estava relacionada predominantemente ao trafego veicular,
mas sim a emissao continua de metais pesados provenientes de atividades industriais.
Além disso, a concentragdo média anual de MP2,5 atingiu 84 £ 30 ug/m? nas areas mais
poluidas e 41 + 10 yg/m?® nas areas menos poluidas, valores significativamente superiores
aos padrdes internacionais de qualidade do ar. Para efeito comparativo, a Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA) estabelece como aceitaveis concentragdes
médias anuais de até 15 ug/m3, enquanto os limites de 24 horas ndao devem exceder 35
pug/m?3 (3). Em complemento, considerando uma média horaria de 25 ug/m® de MP2,5, o
acumulo ao longo de um dia resultaria em aproximadamente 600 ug/m*® em 24 horas. Esse
valor € muito superior aos padroes de qualidade do ar estabelecidos por agéncias
regulatorias. A titulo de comparagao, a EPA recomenda, para o MP2,5, um limite de 35
Mg/m® em 24 horas e de 15 uyg/m® como média anual. Ja a OMS, em sua atualizagao de
2021, estabeleceu limites ainda mais rigorosos: 15 pg/m® em 24 horas e 5 yg/m* como
média anual (1,4).

Em um estudo realizado em seis cidades brasileiras (Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Belo
Horizonte, Curitiba, Porto Alegre e Recife), constatou-se que a principal fonte de emisséo
de MP2,5 em todas elas estavam associada a queima de combustiveis fosseis pelo setor
de transportes. As concentragdes médias anuais de MP2,5 observadas foram de 28,0; 17,2;

14,7; 14,4; 13,4 e 7,3 pg/m?, respectivamente. Entre os municipios avaliados, Sdo Paulo, a
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cidade mais populosa do pais, apresentou niveis de poluicdo atmosférica superiores aos
valores recomendados por agéncias internacionais de saude ambiental, fato
particularmente relevante diante do potencial impacto adverso sobre a saude publica (5).

O consenso cientifico acerca dos efeitos adversos da poluicdo atmosférica sobre a
mortalidade populacional nédo foi imediato, uma vez que as primeiras investigacoes
apresentavam limitacbes metodoldgicas e escassez de evidéncias epidemioldgicas
consistentes. Apenas trés décadas mais tarde, a EPA reconheceu oficialmente que a
inalagao de particulas finas (MP2,5) esta diretamente associada ao aumento da mortalidade
prematura, mesmo em concentragées comparaveis as vivenciadas cotidianamente pela
populagao norte-americana (4).

Nesse intervalo, estudos longitudinais e multicéntricos de grande escala consolidaram
a relacao entre niveis elevados de poluicao atmosférica e o aumento da mortalidade diaria,
além de demonstrarem que a exposicao prolongada e continua ao MP2,5 intensifica o risco
de doencas cardiovasculares e respiratérias, reduz a qualidade de vida e contribui para a
diminui¢cdo da expectativa de vida (6,7). Esses achados forneceram a base cientifica para
a formulagao de diretrizes internacionais mais restritivas, incluindo a atualizagao publicada
pela Organizagdao Mundial da Saude em 2021, que estabeleceu novos parametros de
qualidade do ar voltados a prote¢cao da saude humana (1).

Apesar do consenso consolidado quanto aos efeitos adversos da poluicao atmosférica
sobre a saude humana, persiste uma lacuna significativa no entendimento dos mecanismos
biolégicos subjacentes que explicam tais desfechos. A maior parte das evidéncias
disponiveis deriva de estudos epidemioldgicos populacionais, que estabelecem
associagboes robustas entre exposicdo e morbimortalidade, mas nao elucidam
integralmente os processos fisiopatologicos envolvidos. Até o momento, ainda séo
relativamente escassos os dados provenientes de estudos clinicos controlados e de
experimentacao laboratorial, capazes de aprofundar a compreensao causal sobre como a
poluicao do ar desencadeia inflamagao sistémica, estresse oxidativo, disfungcéo endotelial
e alteragdes cardiovasculares e respiratérias (2,8).

O modelo de exposicdo adotado neste estudo apoia-se em evidéncias experimentais
previamente estabelecidas, que demonstraram de forma consistente os efeitos adversos
da poluicdo sobre a gestacao e o desenvolvimento fetal. Em diferentes abordagens, Veras
e colaboradores evidenciaram que a exposi¢cao pré-natal ao MP2,5 compromete a
morfologia e a funcionalidade placentéaria, altera a vascularizagcdo e a dinamica do
transporte materno-fetal e reduz taxas de implantagao e viabilidade embrionaria (40,41).

Estudos subsequentes também identificaram repercussdes sistémicas duradouras,
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incluindo aumento da lipoperoxidagcdo miocardica e inflamagao pulmonar em animais
expostos durante o periodo pré e poés-natal (45), reforcando o impacto persistente da
exposigao in utero. Em conjunto, esses achados fundamentam a utilizagdo de modelos de
exposig¢ao concentrada ao MP2,5 como o Harvard Ambient Particle Concentrator (HAPC)
por reproduzirem de forma precisa a composi¢cao e os efeitos biolégicos da poluigao

atmosférica real (38,39).
1.2 A poluigao do ar e o risco cardiovascular

Estudos vém demonstrando os prejuizos causados pela polui¢do do ar, evidenciando
o aumento da mortalidade por doengas respiratérias e cancer de pulmao em nao fumantes
que vivem em areas com altas concentragbes de MP2,5 (9,10). Em adigéo, estudos vém
destacando que essas particulas finas suspensas no ar sao prejudiciais a outras regides do
organismo de maneira sistémica e tém sugerido uma relagéo direta entre a poluicdo do ar
e diferentes tipos de doencas crénicas, como diabetes e doengas cardiovasculares (11,12).

As doencas cardiovasculares sao, atualmente, a principal causa de mortalidade e
morbidade, sendo mais prevalentes que a mortalidade por cancer nos Estados Unidos, de
acordo com a American Heart Association (AHA) (13). De maneira geral, o infarto do
miocardio (14), o acidente vascular encefalico (AVE) (15), as arritmias e a insuficiéncia
cardiaca constituem as principais enfermidades associadas ao sistema cardiovascular e
estdo diretamente relacionadas a inalagdo de MP2,5 (16). Além das doengas
cardiovasculares, estudos observacionais e epidemioldégicos também sugerem uma
influéncia da poluigdo do ar sobre o aumento da presséo arterial e o desenvolvimento de
hipertenséo.

Brook et al. (2002) evidenciaram que a exposi¢gao ao MP2,5 e ao ozdnio (O3), na
concentracdo de 150 pg/m3, em adultos saudaveis, causa vasoconstricdo da artéria
braquial em repouso (12). Esse efeito esta correlacionado a reducao do fluxo sanguineo na
artéria coronaria, representada por uma diminui¢cao de aproximadamente 0,1 mm, que pode
ser um indicador importante de risco em pessoas com condi¢cdes cardiovasculares pré-
existentes. Esses achados estdo em consonancia com um estudo realizado em Isfahan,
que observou aumento nas internagdes de pacientes com historico de doencas cardiacas
48 horas apos alta exposicao a poluicdo do ar, em comparacido com dias de menor poluicao
(17).

A exposicédo prolongada a poluicdo atmosférica tem sido associada ao aumento da
incidéncia de insuficiéncia cardiaca, acompanhada pela perda da contratilidade dos

cardiomidcitos ventriculares e pelo desenvolvimento de hipertrofia compensatdria (18,23).
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De forma consistente, Wold et al. (2012) demonstraram que a exposi¢ao crénica ao MP2,5
em ratos induziu remodelamento cardiaco adverso, caracterizado pelo aumento de
marcadores de hipertrofia, fibrose miocardica e disfungao contratil ventricular, configurando
um fendtipo inicial de insuficiéncia cardiaca. Em paralelo, Shah et al. (2013), em uma meta-
analise global, identificaram que aumentos diarios nos niveis de MP2,5 estdo associados a
elevacado nas hospitalizagdes e na mortalidade por insuficiéncia cardiaca (2,12% por 10
pMg/m?3), com efeitos mais pronunciados no proprio dia da exposi¢cdo. Esses achados, em
conjunto, reforcam a nog¢ao de que a poluicdo do ar atua ndo apenas como gatilho para
exacerbagdes agudas da insuficiéncia cardiaca, mas também como fator etioldgico de
alteracdes estruturais e funcionais do miocardio ao longo do tempo (17,18,19).

Evidéncias epidemioldgicas recentes tém associado a poluigdo do ar as arritmias
cardiacas, sugerindo um impacto negativo na funcionalidade eletrofisiolégica do coragéao.
Um artigo recente revisou os avangos na relagao entre poluicdo e disfungdes cardiacas,
explorando as arritmias induzidas por seis poluentes comuns: material particulado,
monoxido de carbono, sulfeto de hidrogénio, diéxido de enxofre, didéxido de nitrogénio e
ozbénio. A revisdo concentrou-se nas alteragdes dos canais idnicos causadas pelos
poluentes, tanto de forma direta quanto por vias mediadas por sinalizagao intracelular, e
identificou areas promissoras para pesquisas futuras. Apesar de existir uma quantidade
significativa de estudos sobre arritmias induzidas pela poluigdo do ar, poucos investigaram
os efeitos dos poluentes em nivel celular, especialmente aqueles relacionados a
mecanismos mais complexos (20).

Uma revisdo narrativa recente sobre poluicdo e alteragcbes cardiovasculares avaliou
inicialmente 800 estudos publicados nos ultimos sete anos nas bases de dados PubMed e
Web of Science, selecionando 78 para inclusdo. A analise da literatura revelou associagoes
significativas entre a poluicdo do ar, especialmente o MP2,5, e o aumento do risco de
pressdo arterial elevada, sindrome coronariana aguda, infarto do miocardio, arritmia
cardiaca e insuficiéncia cardiaca. Os principais mecanismos subjacentes aos efeitos
adversos da poluicdo do ar incluem estresse oxidativo, inflamacéo sistémica, disfungéo
endotelial, desequilibrio autondmico e trombogenicidade. Essa revisdo destacou a
relevancia global da poluicdo do ar para a saude cardiovascular, enfatizando a necessidade
urgente de padrbes mais rigorosos de qualidade do ar a fim de mitigar o impacto das
doencas cardiovasculares associadas a poluicéo (21).

Brook et al. (2002) também relataram um aumento de 6 mmHg na pressao arterial
diastdlica (PAD) em individuos saudaveis expostos a particulas finas e O;. Esses estudos

reforcam que a exposi¢cao a poluicdo do ar constitui um potencial fator de risco para o
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desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Embora os mecanismos pelos quais o MP
afeta o sistema cardiovascular ainda n&o sejam completamente compreendidos, evidéncias
crescentes sugerem que esses efeitos estdo associados a disfungdo endotelial,
aterosclerose, vasoconstricdo, aumento da pressao arterial, alteragdes no processo de
coagulacao, inflamacéo, estresse oxidativo (EO) e desequilibrio autonédmico (16,22,23).

A variabilidade da pressao arterial (VPA), da frequéncia cardiaca (VFC) e o sistema
barorreflexo um mecanismo dependente da regulagdo autonémica que controla a pressao
arterial momento a momento fornecem informagdes sobre a fungéo e o balango autonémico
sobre 0 coragao e 0s vasos (24). Sabe-se que 0s prejuizos ao sistema nervoso autbnomo
estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (23,24).
Nesse sentido, foi observado que pessoas expostas a locais com maiores taxas de polui¢cao
do ar apresentaram modulagdo parassimpatica cardiaca reduzida, indicando prejuizo no
sistema nervoso autdnomo (SNA) (25,26). Além disso, o aumento da pressao arterial e da
mortalidade relacionada ao diabetes mellitus (DM) ocorre entre individuos que residem em
locais mais poluidos e com longo tempo de exposi¢do ao MP, estando essa associagéo
presente mesmo em concentracdes relativamente baixas de poluigdo do ar medidas no
estudo (27).

Nessa perspectiva, em nosso grupo de pesquisa ja foi observado, em modelos de
doencas crbnicas, um desbalanco autondmico caracterizado principalmente pelo aumento
da atividade simpatica e pela diminuicdo da atividade parassimpatica, como visto em
modelos experimentais de hipertensdo, menopausa e diabetes (28,29). Também foi
possivel identificar, em nossos trabalhos, correlagdes entre as alteragdes de parametros do
SNA e o estresse oxidativo (30), bem como com o aumento de mediadores proé-
inflamatadrios (29).

Destaca-se que a inflamacéo leve e persistente, assim como o estresse oxidativo, sdo
fatores que parecem se correlacionar com o desenvolvimento de doencas crénicas. Sabe-
se que a ativacdo de macréfagos e o aumento da atividade de enzimas durante a
inflamacéao levam a produgao de espécies reativas de oxigénio, podendo, assim, acentuar
o estresse oxidativo (31,32).

Em sintese, as evidéncias disponiveis demonstram de forma consistente que a poluicao
atmosférica, em especial a exposicdo ao MP2,5, representa um importante fator de risco
cardiovascular. Seus efeitos vao além do desencadeamento de respostas inflamatdrias e
de estresse oxidativo, englobando alteragdes no SNA, disfungédo endotelial, remodelamento
cardiaco e aceleragdo da aterogénese. Tanto estudos experimentais quanto

epidemioldgicos corroboram a associagao entre a polui¢ao do ar e 0 aumento da incidéncia
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de hipertenséo, arritmias, insuficiéncia cardiaca e eventos coronarianos agudos. Assim, a
poluicdo atmosférica deve ser reconhecida ndo apenas como um problema ambiental, mas
também como um determinante critico da saude cardiovascular, reforgando a urgéncia de
politicas publicas voltadas a reducéo da exposi¢cao populacional e a mitigacédo de seus

impactos clinicos e socioeconémicos.

1.3 Efeitos da poluigcao do ar sobre a gestacao e descendentes

Os estudos sobre os efeitos da poluigdo do ar em gestantes tém se tornado cada
vez mais frequentes, especialmente considerando que o MP2,5 pode ultrapassar a barreira
placentaria. A exposi¢cao a altos niveis de poluicdo durante a gestagdo pode resultar em
danos a longo prazo ainda nao totalmente compreendidos. Quando o MP ultrapassa a
barreira placentaria, pode afetar o desenvolvimento embrionario e a maturagcéo das células
germinativas, ocasionando prejuizos importantes na formacao e na fungcdo dos 6rgaos,
além de aumentar o risco de doencas futuras. O aumento nas taxas de mortalidade infantil
esta diretamente relacionado a interferéncia da poluicdo durante a gestagdo. O MP também
tem sido associado ao comprometimento do desenvolvimento de 6érgdos como os pulmdes,
resultando em maior morbidade respiratoria. Ademais, estudos demonstram que o baixo
peso ao nascer, uma medida faciimente obtida, estd diretamente associado ao
desenvolvimento intrauterino e pode ser influenciado pela exposicdo a poluicdo do ar
durante a gestagéo (33).

A OMS, em 2005, publicou um consenso sobre mortalidade infantil, evidenciando a
associacao entre a exposicao de gestantes a poluicdo do ar e o0 aumento desse desfecho
(34). Estudos apontaram que maes expostas a poluicdo durante o periodo gestacional
apresentaram maior risco de mortalidade pds-natal decorrente de doencas respiratorias
(35). Além disso, observou-se que areas mais poluidas, quando comparadas a areas
menos poluidas, apresentaram maiores taxas de mortalidade infantil por doencas
respiratorias (36,37).

Estudos experimentais demonstram que a poluicdo afeta o desenvolvimento e a
gestacdo em animais, piorando a oxigenacgdo placentaria, reduzindo visivelmente o
tamanho dos fetos e induzindo falhas na implantacao uterina (38—40). Além desses efeitos,
também foi observada a diminuigao da propor¢ao de nascimentos entre machos e fémeas,
bem como alteragbes morfolégicas na placenta (40—42). Vale ressaltar que essas
modificagdes podem acompanhar o feto ao longo da vida. Poucos estudos tém analisado o

desenvolvimento da prole exposta a poluicdo durante a gestacédo, mas evidéncias sugerem
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prejuizos a longo prazo: foi demonstrado que a exposi¢cao a polui¢gado do ar nas fases pré-
natal e durante o periodo gestacional pode levar a déficits nas habilidades cognitivas da
prole e a redugdo na quantidade de alvéolos, resultando em espacos alveolares
aumentados e elastancia pulmonar elevada nos estagios iniciais da vida. Esses achados
sugerem que a exposicdo ao MP2,5 durante o desenvolvimento pulmonar prejudica o
processo de alveolarizacdo e altera as propriedades fisiolégicas ainda no utero,
possivelmente causando ou favorecendo efeitos adversos associados ao MP na vida adulta
(43,44).

Ainda n&o estao totalmente esclarecidos os mecanismos pelos quais a polui¢ao do
ar pode afetar direta ou indiretamente o coragdo. Em camundongos expostos a poluigao
atmosférica durante o periodo gestacional e submetidos a exposigao continuada por trés
meses apds o nascimento, foi possivel observar aumento da lipoperoxidagdo no miocardio,
em comparagao com animais controle, além de leve inflamagao no parénquima pulmonar
decorrente da poluicao (45). Em proles de ratas expostas a poluicdo durante a gestacéo,
nosso grupo identificou aumento da pressdo arterial, diminuigdo da sensibilidade
barorreflexa, prejuizo em paradmetros da VPA e da VFC, elevagao de IL-6 e reducéo da
capacidade antioxidante total cardiaca (FRAP) apds 60 dias de protocolo. Ademais, como
abordado anteriormente, destaca-se que o comprometimento do SNA pode desencadear
morbidade e mortalidade quando associado a fatores de risco, como hipertensido e
diabetes.

Dessa forma, € de extrema importancia a investigagao de fatores desencadeantes,
como o MP2,5, e sua interferéncia no SNA, bem como a influéncia sobre o sistema

cardiovascular.

1.4 A poluicao do ar e exercicio fisico

O exercicio fisico € uma terapia ndo farmacoldgica importante, capaz de atenuar
disfungdes cardiovasculares em diversas comorbidades. Estudos iniciais demonstraram
que niveis mais elevados de atividade fisica estdo diretamente relacionados a um menor
risco de doengas cardiovasculares (46). Um estudo classico analisou a incidéncia de DCV
entre condutores de 6nibus que recolhiam tarifas em Londres, relatando uma menor
incidéncia em comparagao com os motoristas dos mesmos 6nibus, que eram menos ativos
fisicamente. Em Taiwan, individuos saudaveis que se exercitavam regularmente por
apenas 15 minutos diarios apresentaram mortalidade 14% menor e expectativa de vida trés

anos maior em comparagao com pessoas sedentarias (47).
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A reducado do risco cardiovascular promovida pelo treinamento fisico pode ser
quantificada pela relacdo dose-resposta entre a atividade fisica e o risco de doenca arterial
coronariana. Individuos que atendiam as diretrizes basicas de atividade fisica dos Estados
Unidos apresentaram risco 14% menor de desenvolver doenga arterial coronariana em
comparagao com aqueles que nao praticavam nenhuma atividade fisica. Aqueles que
atendiam as diretrizes avancadas apresentaram risco 20% menor de mortalidade por
doencga coronariana. Além disso, niveis mais elevados de atividade fisica resultaram em
redugdes adicionais modestas de risco, e até mesmo niveis abaixo da diretriz basica
estiveram associados a menor risco, reforcando a recomendagao de que qualquer
quantidade de atividade fisica é melhor do que nenhuma (48).

O exercicio fisico regular pode reduzir a mortalidade e esta associado a melhora das
fungdes autondmicas e cardiacas. Nosso grupo de pesquisa vem demonstrando esses
efeitos em diferentes modelos experimentais: ratas diabéticas ooforectomizadas
submetidas a treinamento (49), ratas espontaneamente hipertensas ooforectomizadas (50)
e em modelos de sindrome metabdlica e menopausa (51). Nossos resultados evidenciam
que o treinamento fisico tem como um de seus principais mecanismos adaptativos a
melhora do balan¢o autonédmico e o aumento do ténus parassimpatico, acompanhados de
bradicardia de repouso.

Na literatura, essas evidéncias ja estdo bem estabelecidas e sugerem que o exercicio
fisico traz multiplos beneficios a saude. No entanto, quando se considera a pratica de
atividade fisica em ambientes poluidos, os resultados ainda se mostram controversos. Em
pacientes com doenga cardiaca isquémica ou doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
observou-se que os beneficios da caminhada sobre a fungao cardiaca e pulmonar foram
prejudicados e até anulados quando realizada em ambiente poluido. Além disso, em
pacientes com cardiopatia isquémica expostos a poluentes do transito, embora tenha
havido reducao dos beneficios pulmonares, foi constatada melhora na rigidez arterial em
decorréncia da caminhada (52). Ademais, uma revisdo recente demonstrou fortes
evidéncias de que o exercicio fisico, particularmente quando realizado por um periodo
superior a seis meses, exerce efeito benéfico sobre a fungdo cardiaca e a remodelacdo em
individuos com doenga coronariana ou insuficiéncia cardiaca (53).

Contrariando esse estudo, ha outros que mostraram que individuos sem histérico de
doencga cardiovascular, expostos a MP1o e MP2,5 (em concentragbes altas ou baixas de
poluicdo), mantiveram o efeito protetor da atividade fisica moderada ou vigorosa, reduzindo
o risco de DCV (54). Em pessoas com historico prévio de infarto do miocardio, praticantes

ou ndo de atividades ao ar livre, residentes em areas com baixas concentragdes de NO, (<
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14,3 pg/m3) ou altas concentragdes de NO, (> 20,9 ug/m?), observou-se associagao entre
maior risco de infarto do miocardio e poluicdo, descrita apenas em nao praticantes de
atividade fisica; esse efeito ndo foi identificado entre os praticantes (55). Importante
destacar que, embora tenha sido encontrada correspondéncia entre maior risco de infarto
do miocardio e poluicdo em individuos sedentarios, os efeitos benéficos induzidos pela
atividade fisica se sobrepdem aos efeitos prejudiciais da poluicdo do ar (56,57).

Os dados coletados em humanos expostos a poluigdo indicam prejuizos significativos
na populagdo com fatores de risco cardiovascular. Em modelos animais, tanto ratos
normotensos quanto espontaneamente hipertensos expostos a poluicdo veicular
apresentaram disfungdo cardiaca apds uma sessdo de exercicio agudo, simulada pela
administragdo de dobutamina uma droga utilizada para aumentar a frequéncia cardiaca de
forma semelhante ao esforgo fisico. No entanto, os ratos espontaneamente hipertensos
mostraram-se mais suscetiveis ao estresse cardiaco do que os animais saudaveis,
evidenciando aumento da frequéncia cardiaca (FC) e redugao da sua recuperagéao (58). Por
outro lado, estudos sobre os efeitos do treinamento fisico em animais expostos a poluicdo
do ar residual industrial concluiram que a exposicdo a esses poluentes ndo levou a
alteracbes em marcadores de estresse oxidativo. Ademais, o treinamento fisico aumentou
a tolerancia ao exercicio, elevou a atividade da SOD e reduziu a peroxidagéo lipidica nos
musculos esqueléticos (59).

Em relacao a prole de ratas submetidas a dieta hipercalérica, verificou-se aumento dos
niveis de gordura corporal e do peso corporal em comparagao a prole controle desmamada.
O efeito da dieta rica em gordura foi atenuado pela atividade de corrida materna, enquanto
a suscetibilidade ao O; foi exacerbada na prole de maes sedentarias (60).

Olivo et al. (2022) investigaram o impacto do treinamento fisico aerébico na mitigacao
dos danos inflamatérios induzidos pela exposigao a particulas de diesel (DEP) nos sistemas
respiratorio e cardiovascular. Utilizando camundongos machos da linhagem BALB/c, os
animais foram submetidos a um protocolo de treinamento de 10 semanas, seguido de
exposi¢cao as DEPs em uma camara ambiental. Os resultados indicaram que a exposigao
as DEPs reduziu a VFC e a elasticidade do sistema respiratério, além de aumentar a
inflamac&o pulmonar. O treinamento fisico prévio impediu o aumento de marcadores
inflamatérios, com excecao da elasticidade do sistema respiratorio, da quantidade de fibras
de colageno e da expressao de 6xido nitrico sintase induzivel, e promoveu aumento na
expressao de citocinas anti-inflamatoérias. No entanto, apesar da atenuagdo nos
marcadores pro-inflamatérios e do aumento das vias anti-inflamatdrias, tais modificagcbes

nao foram suficientes para prevenir os danos croénicos no pulmdo e no sistema
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cardiovascular provocados pelas particulas de exaustao de diesel, conforme observado nos
resultados do estudo (61).

Determinar o equilibrio entre os beneficios da atividade fisica e os potenciais efeitos
adversos da maior exposi¢gao a poluicdo do ar durante o exercicio tem importantes
implicagdes para a saude publica. Uma revisao abrangente analisou evidéncias de estudos
em humanos e animais sobre os efeitos combinados da atividade fisica e da poluigao do ar
nos desfechos cardiovasculares e em outros resultados de saude. Também foram
discutidos os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a exposicao a poluicdo do ar e os
efeitos protetores da atividade fisica, com énfase no estresse oxidativo e na inflamacgao. A
conclusao do artigo destaca a necessidade urgente de mais pesquisas para determinar os
limiares exatos em que exposi¢cdes ambientais, como poluicdo do ar e ruido, se tornam
prejudiciais a saude humana. Embora a maioria dos dados publicados apoie os beneficios
do exercicio fisico, mesmo em niveis mais elevados de poluicdo do ar, ainda existe uma
lacuna significativa de conhecimento sobre os efeitos adversos da pratica em ambientes
poluidos, especialmente para individuos com DCV ou pulmonares pré-existentes, criangas
e idosos. O artigo enfatiza a importancia da implementagdo de tecnologias inovadoras,
como sensores de baixo custo e aplicativos de smartphone, para aprimorar a avaliagao
pessoal da exposi¢cao a estressores ambientais. Além disso, recomenda intervengdes no
ambiente urbano para mitigar os impactos da poluicdo do ar e promover a pratica de
atividade fisica de forma segura. Por fim, ressalta a necessidade de diretrizes legislativas
mais rigidas sobre a qualidade do ar na Europa, em consonéncia com as recomendagdes
globais mais recentes da OMS (62).

Apesar de a literatura indicar que o exercicio pode mitigar os efeitos prejudiciais da
poluicdo sobre a saude, ainda existem poucas evidéncias, especialmente em relagdo aos
efeitos do treinamento fisico aerébico moderado ao longo da vida na prevengao de
disfungbes cardiacas, autonémicas, inflamatoérias e de estresse oxidativo na vida adulta da
prole de maes expostas a polui¢do do ar durante a gestacéo.

Sumarizando, a poluicdo do ar € um problema mundial de saude publica que afeta
grande parte da populagdo de maneira inevitavel. Embora seu impacto na saude e os
mecanismos pelos quais o MP2,5 atua no organismo ainda nao sejam completamente
compreendidos, diversos dados experimentais tém reforcado a relagdo entre a poluigao
urbana e doencgas cardiovasculares, diabetes e outras doencgas crbénicas. Além disso,
evidéncias indicam que a exposicdo ao MP durante o periodo gestacional provoca
alteragdes significativas. Por outro lado, o treinamento fisico € uma abordagem nao

farmacoldgica reconhecida por seus efeitos fisiolégicos benéficos, inclusive em individuos
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expostos a poluicdo. Alguns estudos demonstram que a pratica regular de exercicio pode
reduzir os efeitos negativos da poluigdo sobre a saude, mas ainda ha poucas evidéncias
acerca dos mecanismos envolvidos nesses beneficios e de seus efeitos na prole, sobretudo
quando comparados os sexos. Dessa forma, torna-se relevante investigar os efeitos
cardiacos e neuroinflamatérios (modulagdo autonémica cardiaca e mediadores de
inflamag&o) da exposi¢gdo a poluigdo do ar durante o periodo gestacional, bem como os
efeitos do treinamento fisico aerdbio nessa prole (de ambos os sexos) apds o desmame e
ao longo dos primeiros 60 dias de vida. Esta pesquisa podera contribuir para o
entendimento dos efeitos prejudiciais da poluicdo na prole de maes expostas ao ar poluido
e esclarecer o papel do exercicio fisico na prevencao e atenuacado dos danos causados
pelo MP2,5. Os resultados poderao, ainda, fornecer subsidios para o desenvolvimento de
terapias mais eficazes na prevengao e no tratamento dos prejuizos decorrentes da poluig¢ao,

além de evidenciar eventuais diferengas precoces entre os sexos.
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2. OBJETIVO

Investigar os efeitos cardiacos e neuroinflamatérios do treinamento fisico na prole de

ambos os sexos de ratas submetidas a exposig¢ao diaria de MP2,5 durante a gestacgao.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar e comparar a prole de ambos os sexos de ratas gestantes Wistar expostas ou
nao ao MP 2,5, e submetidas ou nao ao treinamento fisico, apdés 60 dias de vida, nos

seguintes parametros:

e de morfometria cardiaca;

e de fungao sistdlica e de funcio diastdlica cardiaca;
e de fungao global cardiaca;

e de variabilidade da frequéncia cardiaca;

¢ inflamatdrios sistémicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Ratos Wistar machos e fémeas (230-260 g) foram obtidos a partir do Biotério Central
da Universidade Nove de Julho e mantidos nas instalagdes da Universidade Federal de Sao
Paulo, para exposi¢cao a poluicdo. Receberam ragao padrao laboratorial e agua ad libitum,
e permaneceram alojados em gaiolas contendo de 3 a 4 animais cada, a 22—-24 °C, com
ciclo claro/escuro de 12 h. Os procedimentos e protocolos seguiram as orientagdes de Etica
em Cuidados de Animais Experimentais aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais. Este projeto foi aprovado pelo CEUA da UNINOVE (CEUA 3141120421).

As fémeas genitoras foram alojadas em numero de 2 a 3 em cada caixa, com a presenca
de um macho para o acasalamento. Foram utilizados ratos Wistar (230—-260 g) submetidos
a monta (n=3 machos e 6 fémeas). Assim que o acasalamento foi comprovado, o0 macho
foi retirado.

O protocolo de exposigcdo ao ar poluido por MP2,5 foi iniciado apés 5 dias da
confirmagao do acasalamento, estendendo-se pelo restante dos 21 dias de gestacéo. As
ratas gestantes ndo foram expostas a poluigdo do ar nos primeiros 5 dias de gravidez, a fim
de permitir o periodo de implantacdo e reduzir casos de reabsorcao e abortos. Para a
realizagao desse estudo, 6 ratas Wistar foram colocadas para acasalar com 3 machos (2
fémeas/1 macho em cada caixa).

Um total de 36 filhotes foi avaliado ap6s 60 dias do nascimento, divididos em grupos (6-

8 animais por sexo/grupo).

e Prole ndo exposto sedentario macho (CM)
e Prole exposto sedentario macho (EM)

e Prole exposto treinado macho (TM)

e Prole ndo exposto sedentario fémea (CF)
e Prole exposto sedentario fémea (EF)

e Prole exposto treinado fémea (TF)

24



3.1 Desenho experimental

As fémeas genitoras foram alojadas em numero de duas por caixa, juntamente com
a presenga de um macho para o acasalamento. Foram utilizados ratos Wistar (230—260 g)
submetidos a monta (n = 3 machos e 4 fémeas por linhagem). Assim que o acasalamento
foi comprovado, o macho foi retirado. O protocolo de exposi¢ao ao ar poluido por MP2,5 foi
iniciado apés 5 dias da confirmagao do acasalamento, prolongando-se pelo restante dos 21
dias de gestacdo. As ratas gestantes ndo foram expostas a poluicdo do ar nos primeiros 5
dias de gravidez, a fim de permitir o periodo de implantagdo e reduzir os casos de

reabsorgao e abortos.

Genitoras

Dia 1 Dia 5-21 Dia 22-42
4 N 7 I 4 . N
Confirmacio Exposicdo ao Nascimento e
da monta MP2,5 desmame
dos filhotes
\_ 2 N \_ P
Ar filtrado Ar poluido e Ar filtrado

ar filtrado

Figura 1. Esquema do desenho experimental do protocolo desenvolvido com ratas Wistar

gestantes, expostas ou ndo a poluigao do ar (Genitoras).
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Prole

Dia 21 Dia 31 Dias 32-59 Dia 62
r N
Desmame em 21 dias e Treinamento Canulag¢do,
inicio do treinamento fisico |— aerdbico —»| registroe
com 30 dias (TM e TF) eutanasia
(40-60% da velocidade (tndos 0s grupos)
maxima, progressivo,
Ar filtrado | 8semanas) § Ar filtrado
Ar filtrado
3° Teste de esforgo
(todos os grupos)

Figura 2. Esquema do desenho experimental do protocolo desenvolvido com ratos Wistar

expostos ou ndo a poluicao do ar in utero (Prole).

3.2 Exposicao de MP2,5 em modelo animal

A exposicao das genitoras a polui¢ao foi realizada em um ambiente no qual a exposi¢ao
a particulas finas (didmetro aerodindamico < 2,5 ym, MP2,5) foi obtida por meio de um
concentrador de particulas do ambiente Harvard (HAPC), que utiliza a tecnologia de
impactador virtual. A concentragao de 24 h de MP2,5 foi determinada gravimetricamente
por meio de impactadores de Harvard, operando com taxa de fluxo de 10 L/min e equipados
com filtros de policarbonato. A exposigao diaria correspondeu a 600 ug/m?3, valor maximo
recomendado de MP2,5 por dia pela OMS. Os resultados foram expressos em pg/m3. Os
animais foram expostos por 16 dias durante a gestacao, apds os 5 dias da confirmacéao do
acasalamento.

Para se alcangar a concentragao diaria de 600 pg/m3, foi aplicado um calculo baseado
na concentragao de poluentes no momento da exposi¢gao no concentrador, a qual variou de

acordo com as caracteristicas do ar ambiente (no exemplo, adotou-se o valor “20”).
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Ex:

000 X60=Xh d ica
24 % 20 = X horas de exposi¢do
2(8)(()))( 60 = X horas de exposi¢ao

1,25 X 60 = X minutos de exposicao

X =75 minutos de exposicdo

No calculo, considerou-se que 600 representava a quantidade de MP2,5 a qual os
animais foram expostos; 24 correspondia ao numero total de horas em um dia; 20 indicava
a concentracdo de MP2,5 no momento da exposi¢ao; e 60 representava o numero de

minutos em uma hora.

3.3 Medidas metabdlicas

A massa corporal dos animais foi avaliada semanalmente ao longo de todo o
protocolo experimental, utilizando balanga digital de precisdo. Adicionalmente, o peso
corporal foi registrado ao desmame e ao final dos 60 dias de intervengao. Apds a eutanasia,
os coragoes foram cuidadosamente dissecados, removidos e pesados para obtencao do
peso absoluto do 6rgdo. Para controlar possiveis variagdes relacionadas ao dimorfismo
sexual e as diferencas individuais de massa corporal, foi calculado o peso relativo do
coragao por meio da normalizagdo do peso do 6rgao pelo peso corporal total, utilizando a
férmula: (peso do coragao/peso corporal) x 100. Essa abordagem permitiu comparagdes

proporcionais e padronizadas entre os grupos experimentais.
3.4 Treinamento fisico

Logo apds o desmame, foi iniciado o treinamento fisico. O teste de esfor¢o consistiu
em um protocolo escalonado com incrementos de velocidade de 0,3 km/h a cada 3 minutos,
até que fosse atingida a velocidade maxima suportada pelos animais. O critério utilizado
para a determinacdo da exaustao e interrupg¢ao do teste foi 0 momento em que o rato nao
conseguiu mais correr diante do incremento de velocidade da esteira (63). Ressalta-se que,
em estudo prévio, foi demonstrada a relagéo entre a velocidade atingida no teste de esforgo

e a medida direta do consumo de oxigénio em ratos (64).
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Os grupos submetidos ao treinamento aerdbio foram condicionados em um protocolo
de exercicio fisico (40-60% da velocidade maxima alcangada no teste de esfor¢o) em

esteira ergométrica, com velocidade e carga progressivas, durante 8 semanas (65,66).
3.5 Fungao cardiaca

Apods os 60 dias de protocolo, foram realizadas as avaliagbes ecocardiograficas no
Instituto do Coragdo (InCor) da Faculdade de Medicina da USP. As anadlises foram
conduzidas por um unico observador, de forma cega quanto a identidade dos grupos
experimentais. Em cada exame, foi coletado um total de cinco medidas para cada variavel,
sendo posteriormente calculados de acordo com as orientagdes da American Society of
Echocardiography (67).

Os ratos foram anestesiados (Isoflurano administrado por via inalatoria), a regiao
toracica foi devidamente tricotomizada e os animais mantidos em decubito dorsal para
realizacdo do exame no aparelho Sequoia 512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA).
As imagens foram obtidas com um transdutor linear multifrequencial (10-14 MHz), que
possibilitou a aquisi¢gao simultdnea de imagens bidimensionais e unidimensionais, além do
fluxo por efeito Doppler espectral. Os registros eletrocardiograficos foram obtidos mediante
a colocacao de trés eletrodos para a derivacao DII. Para o registro das imagens, foi utilizado
gel de transmisséo para ultrassom de viscosidade médio-alta (General Imaging Gel, ATL,
Reedsville, USA).

As medidas morfométricas foram realizadas em modo M, guiado por imagens
bidimensionais adquiridas no eixo curto paraesternal, ao nivel dos musculos papilares do
ventriculo esquerdo (VE), com os cortes obtidos perpendicularmente ao eixo longo do
ventriculo. As mensuracgdes foram realizadas no final da diastole e no final da sistole,
identificados a partir do tragado eletrocardiografico. Foram analisadas as seguintes
variaveis morfométricas:

e Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (LVEDD; d, mm);

e Espessura do septo interventricular em diastole (IVS;d,mm);

e Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em diastole (PPVE;d,mm);
e Massa ventricular esquerda (MVE, mg).

Os indices de fungdo sistolica, foram calculados pelo modo M, seguindo as
recomendagdes da American Society of Echocardiography (67) e do Chamber
Quantification Writing Group, desenvolvido em conjunto com a Associagao Europeia de
Ecocardiografia da Sociedade Europeia de Cardiologia. Foram utilizados os seguintes

parametros:
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e Fracédo de ejecao (FE%), estimada pela relagdo entre os volumes diastdlico e

sistdlico finais do ventriculo esquerdo.

e Fracédo de encurtamento (FS%), obtida diretamente das medidas lineares pelo modo

M.

A funcao diastdlica foi analisada por meio da avaliacdo dos fluxos transmitral e da
via de saida do VE, utilizando o Doppler pulsatil. A imagem apical de quatro camaras foi
empregada para posicionar o volume/amostra proximo a face ventricular da valva mitral.
Foram determinados:

e Onda E (cm/s): velocidade maxima do enchimento ventricular precoce;

e Onda A (cm/s): velocidade de enchimento ventricular tardio;

e Relacao E/A: relacao entre as velocidades E e A;

e Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV,ms): intervalo entre o final do fluxo

sistolico e o inicio do fluxo diastdlico mitral.

A avaliagao por Doppler tecidual foi realizada a partir da imagem apical de quatro
camaras, com o volume/amostra posicionado sobre a regido do anel mitral lateral. Foram
obtidas as velocidades:

e S’ (cm/s): velocidade sistdlica do anel mitral;

e E’(cm/s): velocidade diastdlica precoce do anel mitral;

e A’ (cm/s): velocidade diastodlica tardia do anel mitral.

A fungdo cardiaca global foi avaliada pelo indice de Performance Miocardica

(IPM),calculado pela férmula:

IPM=TRIV+TCIV/TE
onde TRIV é o tempo de relaxamento isovolumétrico, TCIV o tempo de contragao

isovolumétrica e TE o tempo de ejecao ventricular.

3.6 Avaliagoes da variabilidade da frequéncia cardiaca
3.6.1 Canulacéao

Para obtengao do registro do intervalo de pulso foi realizada a canulagdo nos animais
da prole aos 60 dias de protocolo. Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (12 mg/kg) para a implantacao de canula de polietileno (PE-10, com didmetro
interno de 0,01 mm, conectadas a uma pega de PE-50, com diametro interno de 0,05 mm).
A canula foi preenchida com soro fisioldgico e posicionadas no interior da artéria carétida
para registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca. A extremidade conectada ao

transdutor de presséao foi fechada com pinos de aco inoxidavel. A extremidade da canula
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de menor calibre (PE-10) foi introduzida na luz dos vasos. A céanula foi fixada com fio de
algoddo na artéria e na veia, e suas extremidade mais calibrosa foi passada
subcutaneamente, exteriorizada no dorso da regido cervical e fixada a pele com fio de
algodao. Apds o término da cirurgia, os animais foram tratados com uma unica injecao de
penicilina (Benzetacil®, Fontoura-Wyeth, 60.000 U).

Vinte e quatro horas apés a cirurgia de canulagao, foram realizados os registros de
presséao arterial direta em todos os grupos animais do protocolo de 60 dias, com os ratos
acordados e com livre movimentagao na caixa. A canula arterial foi conectada a um tubo
de polietileno (PE-50), que, por sua vez, foi acoplado a um transdutor eletromagnético (Kent
Instruments), conectado a um amplificador (General Purpose Amplifier — Stemtech, Inc.). O
sinal analégico da pressao arterial foi convertido para digital (Stemtech, Inc.) e registrado
em tempo real em um microcomputador com o sistema Windaq, utilizando frequéncia de
amostragem de 2000 Hz por canal (68).

A partir do registro basal dos animais acordados, foi utilizada a ferramenta de analise
tempo-frequéncia da variabilidade do intervalo de pulso (IP) . Os parametros para analise
no dominio do tempo consistiram no calculo dos valores médios do IP, sendo suas
variabilidades quantificadas pela variancia do IP (VarlP).

A analise no dominio da frequéncia consistiu na decomposi¢ao do sistograma pela
Transformada Rapida de Fourier (FFT). Apds esse remodelamento matematico, foram
obtidas as poténcias absolutas da banda de baixa frequéncia (BF: 0,20-0,75 Hz) (68).

A variabilidade da FC foi obtida pela analise do tacograma a partir do registro da PA,
no qual a frequéncia dos batimentos determinada pelo intervalo entre dois picos sistdlicos,
denominado IP. O componente BF foi utilizado como indice da atividade simpatica,
enquanto o componente AF foi considerado um indice da atividade parassimpatica. Foram
avaliadas também as variaveis %BF (banda de baixa frequéncia do intervalo de pulso),
%AF (banda de alta frequéncia do intervalo de pulso), RMSSD (raiz quadrada da média dos
quadrados das diferengas entre os intervalos R-R normais sucessivos) e VFC (69).

Neste estudo, foi realizada ainda a analise da plotagem de Poincare, que, por meio
de uma representacdo grafica, permitiu estabelecer a correlagcdo entre intervalos R-R
sucessivos. O desvio padrao dos pontos perpendiculares (SD1) descreveu a variabilidade
de curto prazo, causada principalmente pelo sistema nervoso parassimpatico, podendo
estar relacionado a raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas entre
intervalos adjacentes (RMSSD) no dominio do tempo. O desvio padrao ao longo da linha
(SD2), por outro lado, descreveu a variabilidade de longo prazo e mostrou-se relacionado

as componentes LF e HF absolutas no dominio da frequéncia (70).
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Adicionalmente, foi realizada a analise da entropia aproximada (ApEn), que mede a
complexidade ou irregularidade do sinal e esta relacionada a modulagcéo vagal (RMSSD,
AF absoluto), e da entropia amostral (SampEn), que & semelhante a ApEn, porém
correlaciona-se negativamente com LF normalizado e com o balango simpatovagal (71).

Por fim, acrescentou-se a analise de flutuacao retificada em curto (a1) e em longo
prazo (a2), caracterizada pela medida de correlagdes dentro do sinal. O parametro a1
apresentou correlagdo com BF e AF normalizados, balango simpatovagal e a razéo

SD1/SD2. O parametro a2 mostrou melhor correlagao com BF (72).

3.7 Avaliagoes de inflamagao

Apos as avaliagbes hemodinamicas, os animais foram anestesiados e submetidos a
eutanasia por decapitacdo. Em seguida, os orgaos foram coletados, congelados em

nitrogénio liquido e armazenados em freezer a —80 °C para posteriores analises.

3.7.1 Mediadores inflamatérios

Preparacido: apdés as avaliagbes hemodinamicas e a eutanasia, as amostras de
plasma e soro foram coletadas e congeladas (-80 °C) para posteriores dosagens.

Mediadores inflamatérios: as dosagens séricas foram realizadas em microplacas de
96 pocos, sensibilizadas com anticorpo especifico para a proteina de interesse, que se
aderiu a parede dos pog¢os por meio de um substrato imunoabsorvente. Foi realizado o
bloqueio prévio de ligagdes inespecificas, seguido da incubagdo das amostras
experimentais contendo a proteina (antigeno) a ser dosada. Em seguida, procedeu-se a
incubacdo com anticorpo ligado a enzima marcada com peroxidase e, posteriormente, a
reagcao com cromogeno. Na mesma placa, foi construida a curva-padrao, utilizada para o
calculo da quantidade de proteina por pogo.

A absorbancia foi medida em leitor de ELISA, utilizando kits especificos para ratos:
TNF-a, IL-6 e IL-10 (R&D) (73,74). O ensaio de dosagem seguiu as concentragdes da
curva-padrao especificas para cada substancia. Ressalta-se que todas as medidas
referentes aos tubos brancos da reacgao, curva-padrao, controles de qualidade do kit e

amostras experimentais foram realizadas em duplicata.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (média + DP). Inicialmente,
verificou-se a normalidade das distribuicdes por meio do teste de Shapiro—Wilk. Para as
variaveis que apresentaram distribuicdo normal, aplicou-se a analise de variancia de uma
via (One-way ANOVA), seguida do pds-teste de Student—Newman—Keuls, com o objetivo
de identificar diferengcas especificas entre os grupos experimentais. Adicionalmente, foi
realizada analise de correlacdo de Pearson para avaliar a associacéo entre as variaveis de
interesse. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos em todas

as analises.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal

Os grupos de fémeas (CF, EF e TF) apresentaram menor peso corporal que seus
respectivos grupos de machos (CM, EM e TM). Além disto, foi observada diminui¢ao do

peso corporal nos animais do grupo TM em relacédo ao ME (Tabela 1).

Em relagao ao peso do ventriculo esquerdo (VE), as fémeas controles apresentaram
reducao em relagdo aos machos controles e o grupo exposto de machos (EM) apresentou
redugdo em comparagao ao grupo controle (CM). Ja na razdo VE/peso corporal, o grupo
exposto macho apresentou redugado em relagdo aos grupos controle macho e exposto

fémea (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal, peso do ventriculo esquerdo (VE) e razdo VE/peso corporal da prole apdos
60 dias de protocolo experimental nos grupos controles (CM, CF), expostos (EM, EF) e treinados
(TM, TF).

CM(n=6) EM(n=7) TM(n=8) CF (n=6) EF (n=6) TF (n=7)
Peso (g) 328,3t7,1 343657 322,5#6,1& 198,0¢6,4* 210,0+2,5&  200,7+3,0§
Peso VE (g) 0,9310,16 0,75:0,23* 0,85:0,08 0,710,05* 0,68+0,17 0,62+0,02

VE/Peso (g/g) 0,29+0,06 0,21+0,06* 0,27+0,03 0,34+0,05 0,32+0,06& 0,31+0,05

Dados representados como média + erro padrdao da média. Peso Corporal: inicial (logo apds o
desmame) e final (ap6s 60 dias de protocolo). *p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; § p<0,05 vs. TM.

5.2 Teste de esfor¢co maximo

Foi observado maior tempo de teste na esteira em ambos os grupos treinados (TM
e TF) em relagado aos grupos controles (CM e CF) e expostos (EM e EF) ao final do protocolo
(Tabela 2).

Tabela 2. Teste de esforgo da prole apés 60 dias de protocolo experimental nos grupos de machos
e fémeas controles (CM e CF), machos e fémeas expostos (EM e EF) e machos e fémeas treinados
(TM e TF).

CM(n=6) EM(n=6) TM (n=8) CF(n=6) EF(n=6)  TF (n=8)

Tempode 21,311,2 21,101 28,1+1,0*& 20,5+2,0 21,50,1 29,7+1 ,8#—|—
teste (min)
Dados representados como média + erro padréo da média. Teste de esforgo: 3° teste (semana 8).

*p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; #p<0,05 vs. CF; -|- p<0,05 vs. EF.
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5.3 Avaliagoes ecocardiograficas
5.3.1 Morfometria cardiaca

Em relagdo ao didmetro ventricular em diastole (LVEDD;d), os machos expostos (EM)
apresentaram valores menores que os machos controles (CM), o que nao foi observado
non grupo TM. As fémeas expostas (EF) e treinadas (TF) também apresentaram didmetro
ventricular reduzido em comparagéo as fémeas controles (CF) (Tabela 3; Figura 3).

Na analise da espessura do septo interventricular em diastole (IVS;d), os machos
treinados (TM) exibiram valores maiores em relagao aos machos controles (CM) e expostos
(ME). De forma semelhante, as fémeas treinadas (TF) apresentaram maior IVS;d quando
comparadas as fémeas controles (CF) (Tabela 3; Figura 3).

A analise da espessura da parede posterior em diastole (PPVE;d) revelou diferenga
significativa entre os machos treinados (TM) e os machos expostos (EM), com maior
espessura nos animais treinados. Nao foram observadas diferengas entre os grupos de
fémeas para esta variavel (Tabela 3; Figura 3).

Quanto a massa ventricular esquerda (MVE), os machos expostos (EM)
apresentaram valores menores em relacdo aos machos controles (CM). Por outro lado, os
machos treinados (TM) mostraram aumento da massa ventricular quando comparados aos

machos expostos (EM) e as fémeas treinadas (TF) (Tabela 3; Figura 4).

Tabela 3. Morfometria cardiaca apos 60 dias de protocolo experimental nos grupos de machos
controles (CM), fémeas controles (CF), machos expostos (EM), fémeas expostas (EF), machos

treinados (TM) e fémeas treinadas (TF).

CM EM ™ CF EF TF

(n=8) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)

LVEDD;d (mm) 8,3x0,7 7,3+0,6* 7,510,2 7,6+0,4 6,2+0,6# 6,210,6#

IVS;d (mm) 1,0+0,2 1,1£0,1  1,4+0,2*& 1,0+0,2 1,1£0,1 1,3+0,1#
PPVE;d (mm) 1,4+0,1 1,3+0,1 1,5+0,1& 1,2+0,2 1,3+0,1 1,3+0,1
MVE (mg) 774+115 592+86* 754+119& 566127 467+85 498+109§

Dados representados como média + desvio padrao da média. Espessura do septo interventricular
em diastole (IVS;d), Espessura da parede posterior em diastole (PPVE;d), Didmetro ventricular em
diastole (LVEDD), e Massa ventricular esquerda (MVE), *p<0,05 vs. CM; & p <0,05 vs. EM; § p
<0,05 vs. TM; # p <0,05 vs. CF.
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Figura 3. Didmetro do ventriculo esquerdo (LVEDD), espessura da parede posterior do ventriculo
esquerdo em diastole (PPVEdd), espessura do septo interventricular em diastole (IVS;d), obtida por
avaliagao ecocardiografica apés 60 dias de protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas
controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e expostos treinados (TM e TF). Dados representados
como média * desvio padrao da média. * p<0,05 vs. CM; & p<0,05 vs. EM; # p<0,05 vs. CF.
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Figura 4. Massa do ventriculo esquerdo, obtida por avaliagdo ecocardiografica apos 60 dias de

protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e

expostos treinados (TM e TF). Dados representados como média + desvio padrao da média. *p<0,05

vs. CM; &p<0,05 vs. EM; §p<0,05 vs. TM.
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5.3.2 Fungao sistdlica

Na anadlise da fracdo de ejegao do ventriculo esquerdo (FE), os machos treinados
(TM) apresentaram valores maiores em comparagdo aos machos expostos (EM). As
fémeas treinadas (TF) também apresentaram valores superiores em relagdo as fémeas
controle (CF) e as fémeas expostas (EF) (Tabela 6; Figura 5).

Quanto a fragdo de encurtamento (FS), os machos treinados (TM) apresentaram
valores maiores em comparagao aos machos controle (CM) e aos machos expostos (EM).
As fémeas treinadas (TF) também exibiram valores superiores quando comparadas as

fémeas controles (CF) (Tabela 6; Figura 5).

Tabela 6. Funcgao sistdlica do ventriculo esquerdo, apds 60 dias de protocolo experimental nos
grupos de machos controles (CM), fémeas controles (CF), machos expostos (EM), fémeas expostas

(EF), machos treinados (TM) e fémeas treinadas (TF).

CM EM ™ CF EF TF
(n=8) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)
FE (%) 56,817,2 56,3+7,3 67,1£3,3& 55,246,9 61,5+9,9 71 ,5i5,9#—|—
FS (%) 29,9458 30,7+5,1 38,5+2,5*& 29,8447 34,5+6,9 41,8+5,2#

Dados representados como média + desvio padrdo da média. Fracdo de ejegcéo (FE) e
encurtamento fracional (EF).* p<0,05 vs.CM;&p<0,05 vs. EM; § p <0,05 vs. TM; # p <0,05 vs. CF; -|-
p <0,05 vs. EF.
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Figura 5. Fracao de ejecao (FE) e Fragcao de encurtamento (FS), obtida por ecocardiografia apos
60 dias de protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM
e EF) e expostos treinados (TM e TF). Dados representados como média + desvio padrao da
média.* p<0,05 vs.CM; & p <0,05 vs. EM; # p <0,05 vs. CF; 4 p <0,05 vs. EF.

5.3.3 Funcgao diastdlica

Na avaliagdo do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), os machos treinados
(TM) apresentaram valores reduzidos em comparagdo aos machos expostos (EM). Nao
foram observadas diferencas entre os grupos de fémeas para esta variavel (Tabela 7;
Figura 6).

Em relacdo a onda E, foi observada diferenca apenas entre os machos treinados
(TM) e as fémeas treinadas (TF), com os TM exibindo valores significativamente mais altos
(Tabela 5; Figura 6). Na analise da onda A, os machos treinados (TM) apresentaram
valores maiores em comparagao aos machos expostos (EM) e as fémeas treinadas (TF)
(Tabela 7; Figura 7). Na razdo E/A, os machos expostos (EM) apresentaram valores
maiores em comparagao aos machos controle (CM) e as fémeas expostas (EF). Ja os
machos treinados (TM) exibiram valores reduzidos em relagao aos machos expostos (EM)
(Tabela 7; Figura 8).
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Tabela 7. Funcao diastolica do ventriculo esquerdo, apds 60 dias de protocolo experimental nos

grupos de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e treinados (TM e TF).

CM EM ™ CF EF TF
(n=8) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)
TRIV (ms) 17,312,2 20,0¢5,3 121£2,1&  16,9+3,6 15,92,5 12,6£2,6
OndaE (mm/s)  1062+185 1023168 1124159  926+125 1051+78 866+69§
Onda A (mm/s) 803119 585145 8441878  700£132 708+106 6464578
E/A 1,3£0,2 1,8£0,5*  1,3:0,1& 1,3£0,2 1,4£0,28 1,30,8

Dados representados como média + desvio padrdao da média. & p <0,05 vs. EM; § p <0,05 vs. TM.
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Figura 6. Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), obtido por ecocardiografia apds 60 dias de

protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e

expostos treinados (TM e TF). Dados representados como média + desvio padrao da média.

&p<0,05 vs. EM.
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Figura 7. Velocidade da onda E (enchimento ventricular precoce) e da onda A (enchimento
ventricular tardio), obtidas por ecocardiografia apds 60 dias de protocolo experimental nos grupos
de prole de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e expostos treinados (TM
e TF). &p<0,05 vs. EM; §p<0,05 vs. TM.
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Figura 8. Relagcao E/A, obtida por ecocardiografia apds 60 dias de protocolo nos grupos de prole

de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e expostos treinados (TM e TF).

Dados representados como média * desvio padrao da média. *p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM.
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5.3.4 Doppler tecidual

No parametro S', que reflete a velocidade sistdlica do anel mitral, observou-se que
0s machos expostos (EM) apresentaram valores reduzidos em comparagdo aos machos
controle (CM), enquanto os machos treinados (TM) apresentaram valores
significativamente maiores em relagdo aos machos expostos (EM). Além disso, as fémeas
treinadas (TF) exibiram valores maiores em relagdo as fémeas controle neste parametro
(CF) (Tabela 8; Figura 9).

Na analise da onda A', os machos treinados (TM) apresentaram aumento em
comparagao aos machos expostos (EM) e as fémeas treinadas (TF) (Tabela 6; Figura 9).
Quanto a onda E', os machos treinados (TM) apresentaram valores significativamente

menores em comparacao as fémeas treinadas (TF) (Tabela 8; Figura 10).

Tabela 8. Avaliacdo ecocardiografica dos parametros A’ (velocidade do anel mitral durante
o enchimento ventricular tardio), E’ (velocidade do anel mitral durante o enchimento ventricular
precoce) e S’ (velocidade sistélica do anel mitral), apés 60 dias de protocolo experimental nos

grupos de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e treinados (TM e TF).

CcM EM ™ CF EF TF
(n=8) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)
S’ (mm/s) 52,615,6 39,4452*  51,9+25& 40,315 4 41,146,1 49,5+3,0#
A’ (mm/s) -71,7¢15,3  —45,8+18,7* -73,8£13,0&  -54,648,8  —62,9+20,1 —64,3+14,6§
E’ (mm/s) -54,3+17,1  —40,0%5,8 -49,9+2.6 -46,010,2  —42,747,1 -57,749,31§

Dados representados como média + desvio padrao da média. *p <0,05 vs. CM;& p<0,05 vs. EM; §
p<0,05 vs. TM; # p<0,05 vs. CF.
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Figura 9. Velocidade sistolica do anel mitral (S’), obtida por ecocardiografia ap6s 60 dias de

protocolo experimental nos grupos de prole de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos

(EM e EF) e expostos treinados (TM e TF). Dados representados como média + desvio padrao da

média. * p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; #p<0,05 vs. CF.
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Figura 10. Avaliacdo ecocardiografica dos parametros A’ (velocidade do anel mitral durante
o enchimento ventricular tardio) e E’ (velocidade do anel mitral durante o enchimento ventricular
precoce), apdés 60 dias de protocolo experimental nos grupos de prole de machos e fémeas
controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e expostos treinados (TM e TF). Dados representados
como media + desvio padrao da média. *p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; §p<0,05 vs. TM; #p<0,05
vs. CF.

5.3.5 Funcéo cardiaca global

Na analise do IPM, indicador de fungao global do ventriculo esquerdo, os machos
treinados (TM) apresentaram valores menores em comparag¢ao aos machos expostos (EM)
(CM: 0,51+0,04; EM: 0,56+0,13; TM: 0,37+0,04; CF: 0,51+0,08; EF: 0,50+0,08; TF:
0,3810,06), indicando menor sobrecarga cardiaca. Nao houve diferengca do IPM entre os

grupos de fémeas (Figura 11).
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Figura 11. indice de performance miocéardica (IPM), parametro de fungéo global do ventriculo
esquerdo, obtido por ecocardiografia apds 60 dias de protocolo nos grupos de prole de machos e
fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e expostos treinados (TM e TF). Dados

representados como média * desvio padrdo da média. $p<0,05 vs. EM.

5.4 Avaliagoes da variabilidade da frequéncia cardiaca

Nos métodos lineares, nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas no Intervalo de Pulso (IP, ms) entre os grupos. Em relacéo a variancia do IP
(ms?) observou-se o TM apresentou aumento em relagdo aos grupos controle macho (CM)
e exposto macho (EM). No grupo das fémeas, verificou-se redugédo da variancia no grupo
EF em comparacdo ao CF e TF. Adicionalmente, o grupo TF apresentou reducao da
variancia do IP quando comparado ao grupo TM (Tabela 9).

No dominio da frequéncia, para o componente VLF (%), o grupo CM apresentou
redugcdo quando comparado aos grupos TM e CF. Além disso, o grupo EM também
apresentou reducdo quando comparado ao grupo TM. O componente LF (%) nao
apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. Quanto ao
componente HF (%), o grupo TM apresentou aumento em relagdo aos grupos CM e EM.
Nos grupos de fémeas, observou-se aumento no grupo TF em relagdo ao grupo EF. Por
fim, a razdo LF/HF nao apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos estudados (Tabela 9).
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Tabela 9. Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) obtidos pelos métodos lineares apds
60 dias de protocolo experimental nos grupos de machos e fémeas controles (CM e CF),

machos e fémeas expostos (EM e EF) e machos e fémeas treinados (TM e TF).

CM EM ™ CF EF TF
(n=6) (n=6) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)
IP (ms) 162,0419,8 163,0£10,2  165,6+10,7 1653148  140,9+13,5 158,247 4
Var IP(ms?) 53,2¢16,4  39,9+44  1115:225°&  720%196  36,0+12,6% 117,1£19,2#+
VLF (%) 10,243,3  19,0#4,1  36,8+6,1°& 250988 27,1162 34,244,5
LF (%) 6,2+4,6 13,5¢5,3 17,5¢4,63 10,447,7 14,4459 18,3+1,3
HF (%) 16,649,7  19,5+1,6  42,8+6,9*%  31,8+181 22,5154 47,5:3.7+
LF/HF (%) 0,30, 1 0,5£0,2 0,4+0,1 0,30,1 0,5+0,1 0,4+0,01

Dados representados como média + desvio padrao da média. Parametros lineares da VFC: intervalo
de pulso (IP, ms), variancia do intervalo de pulso (ms?), componente de muito baixa frequéncia (VLF,
%), componente de baixa frequéncia (LF, %), componente de alta frequéncia (HF, %) e razdo LF/HF.
*p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; #p<0,05 vs. CF; -|-p<0,05 vs. EF.

Nos métodos nao lineares, para o indice SD2, ndo houve diferenca estatistica nos
grupos de machos. Contudo, nos grupos de fémeas, o grupo EF apresentou aumento
quando comparado ao grupo CF. Em relagcédo a razdo SD2/SD1, o grupo TM apresentou
reducao em relagédo aos grupos CM e EM e o grupo TF apresentou diminui¢do desta razao
quando comparado ao grupo EF (Tabela 10, Figura 12).

Quanto ao DFA 02, os grupos EM e TM apresentaram redugado quando comparados
ao grupo CM. Além disso, o grupo EF apresentou diminuigdo quando comparado ao grupo
CF e TF (Tabela 10, Figura 13). Por fim, ndo foram observadas diferengas estatisticamente

significativas para SD1, ApEn, SampEn e DFA a1 entre os grupos avaliados (Tabela 10).
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Tabela 10. Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) obtidos pelos métodos nao lineares apés 60

dias de protocolo experimental nos grupos de machos e fémeas controles (CM e CF), machos e

fémeas expostos (EM e EF) e machos e fémeas treinados (TM e TF).

CM EM ™ CF EF TF
(n=6) (n=6) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)
SD1 (ms) 1,0£0,2 0,940,2 1,30,2 1,1%0,1 1,10,3 1,4+0,4
SD2 (mmis) 4,2+0,4 5,50,7 4,8+0,6 4,6+0,6 6,4+1,1# 5,641,1
SD2/SD1 5,210,6 5,740,8 3,810,7 *& 4,540,6 4,9+0,8 3,8:0,3+
ApEn 1,240,3 1,240,2 1,340, 1 1,240,3 1,4£0,2 1,3£0,1
SampEn 1,11£0,3 1,3+0,2 1,310,1 1,2+0,5 1,4+0,2 1,4+0,1
DFA a1 1,4%0,1 1,540,3 1,3£0,1 1,3£0,1 1,4£0,1 1,340,1
DFA a2 1,0+0,04 0,8+0,14* 0,8+0,09* 0,9+0,13 0,7+0,13# 0,910,04-|—

Dados representados como média * desvio padrao da média. Parametros nao lineares da VFC:

desvio padrao instantaneo dos intervalos RR (SD1), desvio padrdao de longo prazo (SD2), razédo

SD2/SD1, entropia aproximada (ApEn), entropia de amostra (SampEn) e analise de flutuacoes
detrend (DFA a1 e DFA a2). *p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; #p<0,05 vs. CF; -|- p<0,05 vs. EF.
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Figura 12. Razdo SD2/SD1 da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) apés 60 dias de protocolo

experimental nos grupos de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e treinados

(TM e TF). Dados representados como média + desvio padrdo da média. * p<0,05 vs. CM; &p<0,05

vs. EM; # p <0,05 vs. CF; 4p<0,05 vs. EF.
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Figura 13. Expoente de correlacdo de longo prazo da analise de flutuagbes detrend (DFA a2) da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) apd6s 60 dias de protocolo experimental nos grupos de
machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e treinados (TM e TF). Dados
representados como média * desvio padrdo da média. *p<0,05 vs. CM; &p<0,05 vs. EM; #p <0,05
vs. CF; 4p<0,05 vs. EF.

No estudo de associacao, houve correlacao positiva entre Var IP e SD1 (r = 0,59; p
= 0,0008) e correlagbes negativas entre Var IP e SD2/SD1 (r = -0,63; p = 0,0002) e entre
SD2/SD1 e HF (r = -0,76; p = 0,0001) nos grupos estudados, denotando em conjunto
coeréncia entre as analises lineares e nao lineares da VFC.

Adicionalmente, nas analises de correlacdo de Pearson, observou-se correlagao
negativa entre Var IP com TRIV (r = -0,65; p = 0,0001), A’ (r = -0,56; p = 0,0016) e IPM (r =
-0,79; p = 0,0001), conforme apresentado na Tabela 9. Por outro lado, foram identificadas
correlagdes positivas entre Var IP com FE (r = 0,59; p = 0,0008) e com S’ (r = 0,64; p =
0,0003) (Tabela 11).
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Tabela 11. Correlagbes de Pearson entre a variancia do IP com parametros

ecocardiograficos.

Var IP (ms?)
r P
FE % 0,59 0,0008
TRIV (m/s) ~ 0,65 0,0001
S’ (mmls) 0,64 0,0003
A’ (mm/s) - 0,56 0,0016
IPM - 0,79 0,0001

VAR |P: varidncia do intervalo de pulso; A’: velocidade do anel mitral durante o enchimento
ventricular tardio; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; IPM: indice de performance
miocardica; S’: velocidade sistdlica do anel mitral; FE: fracdo de ejecdo. Os dados sdo expressos
como coeficiente de correlagcédo (r) e respectivos valores de p. Correlagdes negativas indicam
relacdo inversa entre as variaveis, enquanto correlagdes positivas indicam relagao direta. Foi

adotado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
5.5 Mediadores inflamatoérios

Na avaliagdo do TNF-a, os machos treinados (TM) apresentaram valores reduzidos
em comparagao aos machos controle (CM) e exposto (EM). De forma semelhante, as
fémeas treinadas (TF) apresentaram valores menores em relacao as fémeas controles (CF)
e expostas (EF) (Tabela 12).

Na analise da IL-6, os machos expostos (EM) apresentaram valores maiores em
comparagao aos machos controle (CM). De forma semelhante, as fémeas expostas (EF)
exibiram valores superiores as fémeas controle (CF). Os grupos treinados (TM e TF)
apresentaram redugao significativa em relagao aos grupos expostos (EM e EF) (Tabela 7).

Na anadlise da IL-10, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os grupos
de machos. Entretanto, as fémeas treinadas (TF) apresentaram valores maiores em

comparagao as fémeas expostas (EF) (Tabela 12).

Na analise da razao IL-6/IL-10 sistémica, observou-se que os machos expostos (EM)
apresentaram valores aumentados em comparagdo aos machos controle (CM) e aos
machos treinados (TM). Entre as fémeas, as expostas (EF) apresentaram valores

significativamente maiores da razdo IL-6/IL.-10 em comparagédo as fémeas controle (CF).
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Por outro lado, as fémeas treinadas (TF) apresentaram valores menores em relagéo as
fémeas expostas (EF) (Tabela 12; Figura 14).

Tabela 12. Mediadores inflamatérios sistémicos apds 60 dias de protocolo experimental nos grupos
de machos e fémeas controles (CM e CF), machos e fémeas expostos (EM e EF) e machos e

fémeas treinados (TM e TF).

Mediadores CM EM ™ CF EF TF
inflamatérios (n=8) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8) (n=6)
TNF-alfa (pg/mg 23,5+1,8 20,7+1,5 16,1£0,9*& 23,2425 22,8+4,1 15,6i0,9#-|—
proteina)

IL-6 (pg/mg 8,6+1,9 12,3+1,5* 6,9+1,3& 9,7+1,3 12,6+1,6# 9,1 i2,2-|—
proteina)

IL-10 (pg/mg 15,142,2 14,6+3,9 18,815,4 15,0£2,4 11,8+2,5 16,314,6-|—
proteina)

Dados representados como média + desvio padrdo da média. Mediadores inflamatérios: fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-10 (IL-10). *p<0,05 vs. CM;
&p<0,05 vs. EM; #p<0,05 vs. CF; -|—p<0,05 vs. EF.
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Figura 14. Razao IL-6/IL-10 (balanco pré/anti-inflamatério) sistémico, apds 60 dias de protocolo nos
grupos de prole de machos e fémeas controles (CM e CF), expostos (EM e EF) e expostos treinados
(TM e TF). Dados representados como média + desvio padrdo da média. *p<0,05 vs. CM; &p<0,05
vs. EM; #p<0,05 vs. CF; 4p<0,05 vs. EF.
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Nas analises de correlagado de Pearson, observou-se correlagao negativa entre Var
IP e a razédo IL-6/IL-10 (r = -0,62; p = 0,0014) (Figura 15 a) e correlagdo positiva entre
SD2/SD1 e IL-6/IL-10 (r = 0,55; p = 0,0020) (Figura 15 b), indicando que o prejuizo em
indices da VFC estava correlacionado com perfil pro-inflamatério.

Adicionalmente, verificou-se correlagao entre IL-6/IL-10 com MVE (r = -0,76; p =
0,0001) (Figura 16 a) e com S’ (r = -0,56; p = 0,0025) (Figura 16 b), indicando que o perfil

pro-inflamatodrio estava correlacionado a alteragbes morfofuncionais cardiacas.
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Figura 15. Correlacédo de Pearson entre (a) VAR IP e IL-6/IL-10 (r = -0,62; p = 0,0014). (b)
SD2/SD1 e IL-6/IL-10 (r = 0,55; p = 0,0020).
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(a) ® RAZAO IL-6/IL-10 vs MVE(mg)
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Figura 16. Correlagbes de Pearson entre (a) razdo IL-6/IL-10 com MVE (r = -0,76; p =
0,0001) e (b) IL-6/IL-10 com S’ (r = -0,56; p = 0,0025).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel observar que a exposi¢cao a poluicdo atmosférica
intrauterina exerceu efeitos deletérios sobre a morfometria ventricular, a VFC e o perfil
inflamatdrio sistémico em ambos os sexos, com impacto negativo na fungdo cardiaca
somente em machos. Vale lembrar que a exposi¢ao a poluicdo atmosférica durante a vida,
particularmente ao MP2,5, tem sido amplamente associada a alteragcdes cardiovasculares,
incluindo disfuncéo diastdlica, reducdo da fungdo sistdlica e remodelamento cardiaco.
Neste sentido, estudos epidemioldgicos e experimentais demonstraram que a inalagao
cronica de poluentes induz estresse oxidativo, inflamacgao sistémica e disfungao endotelial,
mecanismos diretamente implicados no comprometimento da performance cardiaca (88).
Os achados de nosso trabalho corroboram esses resultados, demonstrando que mesmo
apos um periodo relativamente curto de exposicado in utero, ja € possivel identificar
alteracbes estruturais, funcionais, autondmicas e inflamatérias consistentes com o
processo precoce de remodelamento cardiaco.

Do ponto de vista estrutural, as proles expostas apresentaram alteracbes
morfométricas caracterizadas por redugao da massa ventricular esquerda em machos (EM)
e diminui¢ao do didametro diastdlico do ventriculo esquerdo em ambos os sexos (EM e EF).
Esses achados sugerem que a poluicéo interfere diretamente no remodelamento cardiaco,
favorecendo um padrao de perda de massa e didmetro ventricular. Esses resultados estao
em consonancia com estudos experimentais e clinicos que descrevem diferencas sexuais
no remodelamento cardiaco, nos quais os machos tendem a apresentar alteracdes
morfofuncionais mais acentuadas, enquanto as fémeas mostram maior ativagao de vias
inflamatdrias e metabdlicas (91,92). Revisdes recentes também apontam que a poluigéo
atmosférica atua de maneira diferenciada entre homens e mulheres, intensificando o
comprometimento estrutural em machos (93). Esses achados reforcam que o dimorfismo
sexual influencia a progressao do remodelamento cardiaco.

Além disto, os resultados demonstraram que a exposicdo a poluicdo atmosférica
intrauterina exerceu impacto funcional deletério mais pronunciado sobre a prole de machos,
com redugdes significativas da velocidade sistdlica do anel mitral (S°) e da velocidade do
anel mitral durante o enchimento ventricular tardio (A’), além de aumento da relagao E/A,
indicando comprometimento da funcao sistdlica e diastélica. Vale destacar que estas
alteracdes na fungao cardiaca na prole de machos, nao foi observada na prole de fémeas.
Nesse sentido, Gorr et al. (2014) demonstraram que a exposigao perinatal ao MP2,5 induziu

disfuncao sistdlica do ventriculo esquerdo em camundongos, reforcando a evidéncia de que
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a poluicdo atmosférica compromete de maneira significativa a contratilidade cardiaca (80).
Além disto, Oliveira-Fonoff et al. (2017) avaliando exclusivamente ratos Wistar machos
demonstrou que a exposigao crénica ao MP2,5 promoveu acumulo de colageno, aumento
da expressao de citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a, TGF-B e IFN-y) e reducado da fragao
de encurtamento, confirmando o papel da poluicdo no remodelamento estrutural e na
disfungéo cardiaca (77). Por outro lado, Qin et al. (2018), que avaliou camundongos fémeas
adultas, demonstrou que a exposicdo ao MP2,5 induziu disfuncio sistélica e diastdlica,
caracterizada por redugédo da fragao de ejegcdo, aumento da razdo E/E’ e acumulo de
colageno no miocardio, além da ativagao de vias pro-fibroticas e oxidativas, como NOX4-
TGFB1-Smad. Os autores também identificaram que parte dessas alteracdes foi revertida
apo6s a interrupcao da exposicdo, indicando um potencial de recuperacado funcional na
auséncia continua do poluente (81). Tanwar et al. (2018) demonstraram que a exposi¢cao
pré-concepcao ao MP2,5 induziu disfungdo cardiaca em descendentes machos na vida
adulta, caracterizada por remodelamento adverso, reducido da contratilidade e ativacao de
vias inflamatdrias e de estresse oxidativo. Juntos, esses estudos reforcam a hipdtese de
gue os machos apresentam maior susceptibilidade a alteragcdes estruturais e funcionais
induzidas pela poluigao atmosférica, possivelmente devido a interacédo entre predisposicao
genética, regulagao epigenética e maior ativagao de vias pré-inflamatérias em comparagao
as fémeas (79). Esses achados refletem redugcdo da complacéncia ventricular, atraso no
relaxamento ativo e um padrdao de enchimento diastélico compativel com disfungéo
precoce. A alteragdo desses parametros indicam que a poluicdo compromete de forma
significativa a mecanica diastélica, um achado de alta relevancia, visto que a disfungao
diastolica € um dos precursores mais comuns da insuficiéncia cardiaca com fragao de
ejecao preservada (82).

Em conjunto, nossos achados evidenciam que os machos expostos apresentaram
padrdao mais extenso de comprometimento cardiaco, com alteragdes morfométricas,
sistélicas e diastdlicas, enquanto nas fémeas predominaram alteragdes morfométricas.
Essa discrepancia pode estar relacionada ao papel modulador dos horménios sexuais
femininos, especialmente o estrégeno, que exerce efeitos cardioprotetores por meio da
melhora da biodisponibilidade de oxido nitrico, redug¢ao do estresse oxidativo e modulagao
da resposta inflamatéria (89). Adicionalmente, esses achados dialogam com os resultados
de Zheng et al. (2023), que, em uma coorte populacional chinesa, demonstraram maior
prevaléncia de disfuncio diastélica ventricular esquerda entre os homens em comparacéao
as mulheres (50,8% versus 45,7%), associada a niveis elevados de MP2,5 e MP10. Embora

ambos os sexos tenham apresentado risco aumentado de disfungao diastdlica frente a
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poluigdo, a maior prevaléncia nos homens corrobora a observagao de que a resposta ao
estresse ambiental pode ser modulada pelo sexo, sugerindo que diferengas hormonais,
metabdlicas e imunoldgicas influenciam a susceptibilidade ao remodelamento cardiaco
induzido por poluentes (83).

No campo da modulagdo inflamatéria, nossos resultados até o momento
demonstram um perfil pré inflamatério sistémico, caracterizado pela elevagao das citocinas
pré-inflamatérias IL-6 e de redugdo relativa da citocina anti-inflamatéria IL-10. Esse
desequilibrio resultou no aumento da razao IL-6/IL-10 em ambos os sexos, indicando
predominancia de um estado pro-inflamatério e sugerindo vulnerabilidade a inflamagao
cronica de baixo grau. Tal condigdo pode estar associada nao apenas ao comprometimento
direto da morfologia e fungdo cardiaca, mas também a ativacdo de mecanismos
relacionados ao remodelamento patolégico, ao aumento do estresse oxidativo e a
estimulagao de vias fibrogénicas. Esses achados estdo em consonancia com a revisao de
Liu et al. (2015), que demonstrou a poluicdo atmosférica como fator central no
desencadeamento de processos inflamatorios e de remodelamento cardiaco adverso,
mediados por estresse oxidativo, disfungdo endotelial e ativagado de vias pro-fibréticas.
Embora o artigo nao estratificou seus resultados por sexo, os mecanismos apresentados
oferecem base para compreender como as diferengas hormonais e imunometabdlicas
modulam a resposta ao estresse ambiental (78). Dessa forma, os resultados sugerem que
a poluicdo atmosférica contribui para o estabelecimento de uma resposta inflamatoria
sustentada, que desempenha papel central no desencadeamento e na manutencao das
alteracdes cardiovasculares observadas. Portanto, de forma integrada, este estudo mostra
que a poluicdo atmosférica induziu um quadro abrangente de remodelamento estrutural
adverso, ativacdo inflamatdria sistémica e prejuizo da fungdo cardiaca, com
comprometimento concomitante das fungdes sistolica e diastdlica mais evidente nos
machos.

O dimorfismo sexual cardiovascular constitui um determinante relevante na resposta
do sistema cardiaco a estimulos hemodinamicos, inflamatérios e ambientais. Evidéncias
acumuladas indicam que homens e mulheres apresentam diferencas estruturais, funcionais
e moleculares no coragao, moduladas por fatores hormonais, genéticos e epigenéticos, as
quais influenciam tanto o remodelamento fisiolégico quanto o patoldégico (84,85). Estudos
recentes demonstram que a exposicdo a poluicdo atmosférica repercute de forma
diferenciada entre os sexos, sendo associada a maior comprometimento da funcio sistolica
em homens e a maior predisposi¢ao a disfungao diastdlica e a processos inflamatoérios em

mulheres (86). Contudo, a literatura também aponta que a exposi¢ao crénica a poluicao
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pode atenuar ou mesmo anular os efeitos protetores do estrégeno, especialmente em
condi¢des de queda hormonal, como no periodo perimenopausa em humanos ou em fases
de vulnerabilidade experimental (90).

As analises da variabilidade da frequéncia cardiaca, tanto por métodos lineares
quanto nado lineares, associadas as correlagbes com parametros inflamatérios e
ecocardiograficos, evidenciam uma interagdo entre modulagdo autonémica, inflamagao
sistémica e funcdo cardiaca. Os resultados dos métodos lineares demonstraram que a
exposigao a poluicdo esteve associada a redugao da variabilidade cardiaca, sugerindo
menor modulagdo autondmica. Esses achados s&o consistentes com a literatura que
reconhece a variabilidade da frequéncia cardiaca como um marcador sensivel da
integridade autonémica e da capacidade adaptativa cardiovascular (111,112,113). Nos
meétodos nao lineares, foram observadas alteragdes na dindmica autonédmica que nao foram
plenamente captadas pelos métodos lineares, reforcando a maior sensibilidade dessas
abordagens na avaliacdo da complexidade cardiovascular. De forma complementar, os
achados relacionados ao DFA a2 indicam que a exposi¢cado a poluicdo pode comprometer a
organizagéo fractal de longo prazo da frequéncia cardiaca. Neste sentido, vale destacar
que a analise fractal tem sido amplamente utilizada para avaliar a integridade dos
mecanismos regulatérios do sistema cardiovascular, sendo que alteragdes nesses indices
estdo associadas a perda de complexidade fisiolégica e a maior risco cardiovascular
(114,115,116).

Além disso, as correlagdes envolvendo marcadores inflamatérios reforcam a
hipétese de um eixo neuroimuno-cardiaco. A associagdo entre menor variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) e aumento da razao IL-6/IL-10, juntamente com a relagéo entre
SD2/SD1 e esse marcador inflamatério, sugere que a disfungdo autondmica esteve
associada a um perfil pro-inflamatorio. Evidéncias indicam que redugdes na VFC se
relacionam a ativacao inflamatéria sistémica e a maior risco cardiovascular, sugerindo uma
possivel relagao bidirecional entre inflamacdo e disfungdo autondbmica (113,119).
Adicionalmente, as correlagbes negativas entre IL-6/IL-10 e parametros como S’ e massa
ventricular esquerda sugerem que o desequilibrio inflamatorio esteve associado a piora da
fungao sistolica e a alteragdes estruturais cardiacas, em consonancia com evidéncias que
apontam o papel da inflamacdo no remodelamento cardiaco adverso. No contexto da
exposicao ambiental, essa interagao torna-se particularmente relevante, uma vez que a
poluicdo atmosférica esta associada a ativagédo de vias inflamatdrias, ao estresse oxidativo
e a disfungdo autondmica, contribuindo para a progressdo do dano cardiovascular
(120,121).
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Em sintese, os achados deste estudo contribuem para consolidar a visdo de que a
poluicdo atmosférica constitui um fator de risco cardiovascular de grande impacto, inclusive
quando a exposicao se ocorre in utero, cuja analise exige abordagem diferenciada entre
machos e fémeas, com implicagdes diretas para estratégias de prevengao e intervencao
em saude.

De modo semelhante, evidéncias experimentais indicam que as adaptacdes
cardiovasculares ao exercicio fisico regular apresentam dimorfismo sexual, reforgando que
o coracao feminino ndo deve ser considerado apenas uma versdao em menor escala do
masculino, mas sim uma entidade com caracteristicas morfofuncionais proprias e respostas
especificas a diferentes insultos externo (87). Nesse contexto, a andlise dos efeitos da
poluicdo e do treinamento fisico sobre a fungéo cardiaca deve necessariamente incorporar
o dimorfismo sexual como variavel central para a adequada interpretagao dos achados.
Neste sentido, o treinamento fisico demonstrou efeito robusto e multifatorial na mitigagéao
das alteragdes cardiacas e inflamatorias induzidas pela exposigao a poluigédo intrauterina.
Nos machos treinados (TM) foi possivel observar aumento da massa do ventriculo
esquerdo, da espessura do septo interventricular e da parede posterior, alteracoes
compativeis com um processo de hipertrofia fisioldgica. Diferentemente do remodelamento
patolégico induzida pela exposicdo a poluicdo in utero, essas adaptagcbes foram
acompanhadas por melhora ou preservacao da fung¢ao cardiaca, evidenciada por aumento
da fragdo de encurtamento (FS) e da fragcao de ejecéo (FE) e normalizagao/aumento do S’
(em ambos os sexos) e redugcao do TRIV e do indice de performance miocardica (IPM)
(somente em machos). Além disto, houve atenuagado das alteragcbes morfométricas e da
funcao sistolica e diastdlica na prole de machos expostos. Esses achados sustentam o
conceito de que o exercicio fisico regular promove adaptagdes estruturais benéficas,
garantindo maior eficiéncia contratil e protecao frente a estresses ambientais (95).

Além das alteragdes estruturais e funcionais observadas, a analise do peso corporal
e do desempenho no teste de esforco fornece informagdes adicionais relevantes sobre o
impacto da exposi¢ao a poluicdo atmosférica e do treinamento fisico. Por outro lado, o teste
de esforgo evidenciou melhora significativa da capacidade funcional nos grupos treinados
(TM e TF) em comparagao aos expostos nao treinados, demonstrando a efetividade do
exercicio fisico regular em atenuar o prejuizo induzido pela exposi¢ao intrauterina a
poluicdo. Esses resultados destacam que a manutencao do peso corporal nao € suficiente
para assegurar protecdo frente as agressdes ambientais, enquanto a intervengdo com

exercicio fisico apresenta beneficios robustos tanto na aptiddo funcional quanto na
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preservacao da fungao cardiaca. No ambito funcional, a melhora no teste de esfor¢co nos
grupos treinados (TM e TF), em comparagéo aos expostos ndo treinados, refor¢ca o papel
protetor do exercicio fisico frente aos prejuizos induzidos pela exposi¢do intrauterina a
poluicdo. Esse beneficio pode estar relacionado, ao menos em parte, a adaptacgoes
conhecidas do treinamento, como melhora da homeostase mitocondrial, maior capacidade
antioxidante e modulacao da resposta inflamatdria, mecanismos amplamente associados a
cardioproteg¢ao induzida pelo exercicio (107).

Os achados do presente trabalho, que demonstraram efeito cardioprotetor do
treinamento fisico frente as alteragdes estruturais, funcionais e inflamatérias induzidas pela
poluicdo, contrastam parcialmente com os resultados de Hu et al. (2022), que observaram
piora da fung¢ao cardiovascular em ratos submetidos para realizar exercicios em uma roda
de corrida elétrica concomitante a exposicao ao didxido de enxofre (SO,)(96). Nesse
estudo, a combinagdo de poluigcdo e exercicio resultou em maior comprometimento da
contratilidade ventricular, aumento da pressio diastdlica final e ativacdo exacerbada do
sistema renina-angiotensina, sugerindo que o incremento ventilatorio durante o esfor¢o
fisico pode amplificar a absor¢ao de poluentes e intensificar os efeitos deletério (96).
Reforca-se que o contexto no qual o exercicio é realizado, particularmente o nivel de
exposigao ambiental durante a atividade, constitui fator determinante para o equilibrio entre
seus efeitos protetores e os potenciais riscos. Esse aspecto evidencia a necessidade de
considerar a qualidade do ar como uma variavel critica em estratégias voltadas a promogao
da saude cardiovascular (96,97).

Em relagdo a funcéo diastdlica, os beneficios do treinamento foram igualmente
relevantes. Animais expostos e submetidos ao protocolo de exercicio (TM) apresentaram
melhora significativa do TRIV, estabilizacdo da relagcdo E/A e aumento dos indices
derivados do Doppler tecidual (E’ e A’), sugerindo preservagéao da complacéncia ventricular
e maior capacidade de relaxamento. Isso demonstra que o treinamento fisico atenua o
enrijecimento ventricular e favorece um padrédo diastolico mais proximo da normalidade,
mesmo em condicbes adversas de exposicdo cronica a poluicdo. Esses achados
corroboram estudos prévios que descrevem o exercicio fisico regular como modulador da
funcao diastdlica, especialmente em modelos de estresse oxidativo e inflamacgéao (98)

Tais achados encontram paralelo em estudos classicos de fisiologia cardiaca:
Brenner et al. (2001) demonstraram que 12 semanas de exercicio reverteram alteracdes
diastolicas induzidas pelo envelhecimento em ratos, restaurando parametros de
enchimento precoce e desaceleragao do enchimento (E/A) (99). Além disto, Hotta et al.

(2017) evidenciaram que o treinamento fisico reverteu a reducéo da relacao E/A em ratos
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idosos e reduziu a rigidez arterial (100). Além disto, Mostarda et al. (2012) mostraram que
o treinamento fisico previne a disfungao diastdlica induzida por sobrecarga metabdlica em
ratos, preservando as ondas E’ e A’ no Doppler tecidual (101). Embora ainda haja poucos
estudos que combinem poluigdo e exercicio avaliando diretamente parametros diastolicos,
Zhao et al. (2024) demonstraram que a associagao entre exposicao ao 0zdnio e exercicio
fisico exacerbou a hipertrofia e a fibrose cardiaca em ratos, sugerindo que o efeito do
exercicio pode depender do ambiente em que € realizado (102). Em conjunto, nossos
achados reforgam que o exercicio fisico, em condigbes controladas, atua como modulador
da mecéanica de relaxamento ventricular, favorecendo um padrao diastdélico mais proximo
da normalidade, mesmo frente a exposicao crbnica a poluentes.

Os beneficios do treinamento também apresentaram diferengas entre os sexos. Nos
machos treinados (TM), o impacto foi na fungdo diastdlica, com redugédo do TRIV e
normalizacéo de todas as alteragdes induzidas pela exposig¢ao a poluigao, além de melhora
na funcao sistélica e no IPM. Ja nas fémeas treinadas (TF), os efeitos mais consistentes
foram observados na funcao sistdlica, ndo havendo normalizacdo da reducéo de LVEDD;d
observada nos grupos EF. Essa diferenciacdo sugere que o exercicio interage com
mecanismos fisioldgicos distintos em machos e fémeas, possivelmente influenciados pela
acao hormonal e por diferengas na resposta imunometabdlica.

Do ponto de vista imunoldégico, o treinamento fisico promoveu um perfil
marcadamente anti-inflamatdrio. Animais expostos e treinados apresentaram redugao nos
niveis de IL-6 e TNF-a (TM e TF), aumento de IL-10 (TF) e diminui¢ado da razao IL-6/IL-10
(TM e TF). Esses resultados refletem o papel do exercicio fisico regular a resposta imune,
reduzindo a inflamacgao sistémica crénica de baixo grau e favorecendo um ambiente mais
protetor para o tecido cardiaco. Tal efeito pode ser explicado pela liberagdo de miocinas
durante o exercicio, incluindo a IL-6 de origem muscular, que em contexto agudo atua como
sinalizador metabdlico e, em longo prazo, estimula a produgcdo de citocinas anti-
inflamatdrias como IL-10 (103,104). Dessa forma, o exercicio se configura como uma
intervencao capaz de contrabalancar os efeitos pré-inflamatérios da poluigao.

Estudos experimentais tém reforgcado que o exercicio fisico interage de maneira
diferenciada com os mecanismos cardiovasculares de machos e fémeas, confirmando a
relevancia do dimorfismo sexual na resposta adaptativa. Em modelos animais, foi
demonstrado que o treinamento aerdbico promove hipertrofia fisiolégica e melhora da
funcao sistdlica de forma mais pronunciada em machos, enquanto em fémeas os efeitos
sao frequentemente mais evidentes na preservagao da fungao diastélica e na modulacao

de processos inflamatorios e oxidativos (105). Esse padrao diferencial tem sido atribuido,
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em grande parte, a influéncia do estrogeno, que melhora a biodisponibilidade de 6xido
nitrico, reduz o estresse oxidativo e favorece a mecéanica de relaxamento ventricular,
explicando a predominancia de beneficios diastdlicos em fémeas treinadas (105). Em
contrapartida, nos machos, o maior impacto do exercicio sobre parametros contrateis, como
a fracao de ejecao e a fracdo de encurtamento, sugere que a resposta adaptativa envolve
principalmente vias associadas ao aumento da capacidade contratil do miocardio. Assim,
os resultados aqui obtidos se alinham a evidéncias prévias de que o dimorfismo sexual ndo
apenas modula a susceptibilidade aos efeitos deletérios da poluicdo, mas também
determina como o exercicio fisico atua na restauragao ou preservacao da funcao cardiaca
(106).

Além dos efeitos diretos sobre o coragao e a inflamacgao, o treinamento fisico pode
ter promovido beneficios indiretos, como melhora na fungdo endotelial, aumento da
disponibilidade de 6xido nitrico e maior eficiéncia na utilizagcdo de substratos energéticos.
Esses mecanismos complementares, amplamente descritos na literatura, ajudam a explicar
porque os animais treinados mantiveram melhor desempenho cardiaco mesmo sob
exposigao continua a poluicdo. A plasticidade cardiovascular induzida pelo exercicio ndo
se limita a adaptagdes miocardicas, mas envolve também ajustes vasculares e metabdlicos
que atuam de forma integrada para preservar a homeostase cardiaca (107-109).

A reducédo da razdo SD2/SD1 nos grupos treinados de ambos os sexos, associado
a sua correlagdo negativa com a melhora do variancia do intervalo de pulso e com o
aumento do componente HF do IP, sugere uma modificagdo da organizagao temporal da
variabilidade cardiaca, com maior participagao relativa das oscilagdes de curto prazo,
predominantemente vagais pés treinamento fisico. Neste sentido, no presente estudo o
treinamento fisico atua como importante fator modulador, promovendo melhora da
variabilidade da frequéncia cardiaca, restauracdo da organizagao temporal e fractal da
dindmica autondmica e atenuagao da resposta inflamatéria sistémica na prole exposta a
poluicao in utero de ambos os sexos. Esses resultados reforcam a importancia do eixo
autonémico-inflamatoério na fisiopatologia cardiovascular e destacam o exercicio fisico
como estratégia ndo farmacoldgica relevante na protecdo contra os efeitos deletérios da
poluicao atmosférica.

Em conjunto, os resultados deste estudo reforgam o treinamento fisico como uma
estratégia ndo farmacoldgica eficaz para atenuar os prejuizos cardiacos associados a
exposig¢ao a poluigcdo atmosférica. Nos grupos treinados, observou-se hipertrofia cardiaca
de carater fisiolégico, com preservacao da fungao sistolica e diastdlica, além de modulagao

inflamatdria favoravel, evidenciada pela reducao da razéo IL-6/IL-10 e pelo aumento da
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resposta anti-inflamatéria. Adicionalmente, os achados de variabilidade da frequéncia
cardiaca e suas correlagbes com parametros inflamatérios e ecocardiograficos sugerem
uma interagdo integrada entre controle autondmico, inflamagdo sistémica e funcéo
cardiaca. Em conjunto, esses achados sustentam o papel do exercicio fisico regular como
importante estratégia de cardioprotecdo em contextos de exposi¢ao intrauterina a poluigao

do ar.

61



7. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que a exposigao gestacional ao
MP2,5 promove alteracbes morfofuncionais cardiacas, disfuncdo autondmica
cardiovascular e inflamacao sistémica na prole, caracterizadas por remodelamento
cardiaco, reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e perfil pro-inflamatério em
ambos os sexos, além de comprometimento das fungdes sistdlica e diastdlica mais
pronunciado nos machos. Por outro lado, o treinamento fisico aerdbico atenuou essas
alteragdes e promoveu beneficios estruturais, funcionais e inflamatorios, evidenciando seu

papel cardioprotetor mesmo em condi¢gdes de exposi¢cao prévia a poluigao.

Esses achados indicam maior suscetibilidade do sexo masculino a exposicao
intrauterina ao MP2,5 e reforcam que o ambiente intrauterino exerce papel determinante na
programagao cardiovascular. Adicionalmente, demonstram que intervencdes ao longo da
vida, como o exercicio fisico, possuem potencial de modular favoravelmente trajetorias
bioldgicas e reduzir riscos cardiovasculares futuros associados a exposicao precoce a

poluicdo do ar.
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