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Resumo

A poluicdo do ar € um relevante fator de risco ambiental, associada a doencas
respiratorias e cardiovasculares e a prejuizos no desenvolvimento fetal. Evidéncias
sugerem que a exposicao intrauterina a poluentes pode programar alteragdes
metabdlicas e inflamatdrias na prole; contudo, seus efeitos sobre o musculo esquelético
e possiveis diferengas entre sexos ainda sdo pouco elucidados. O treinamento fisico
surge como estratégia ndo farmacologica capaz de atenuar esses efeitos, por meio da
modulagao inflamatoria, do estresse oxidativo e de adaptagdes musculares benéficas. O
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do treinamento fisico sobre o tecido
muscular da prole de ambos os sexos exposta a poluigdo do ar durante a gestagao. Ratas
Wistar foram expostas ao material particulado fino (MP,,5; 600 pug/m?3) do 5° dia pés-
copula até o nascimento da prole. Apds o desmame, os filhotes foram distribuidos em
seis grupos experimentais: macho controle (MC), fémea controle (FC), macho exposto
(ME), fémea exposta (FE), macho exposto treinado (MET) e fémea exposta treinada
(FET) (n = 6-8 animais/sexo/grupo). Os grupos treinados foram submetidos a um
protocolo de treinamento aerébio moderado em esteira (5x/semana, 8 semanas). Ao final
do protocolo, foi realizado teste de esforgo maximo e o musculo gastrocnémio foi coletado
para analise da massa muscular, mediadores inflamatérios e marcadores de estrese
oxidativo. O treinamento fisico aumentou a capacidade fisica e o desempenho no teste
de esforgo maximo nos grupos MET e FET. A exposi¢cdo materna a MP,,s, apesar de nao
alterar o peso muscular, induziu aumento dos niveis de IL-6 em machos e reduziu IL-10
em machos e fémeas. Os grupos treinados de ambos os sexos apresentaram redugao
da razao TNF-a/IL-10 muscular. A atividade da SOD muscular foi reduzida e o H,0O,
aumentado no grupo ME em relagdo ao grupo MC, o que nao foi observado no grupo
MET. Houve redugao de FRAP no grupo FE em relagdo ao grupo FC, o que nao foi
observado nos grupos treinados. O treinamento fisico reduziu a atividade da NADPH
oxidase e a lipoperoxidagcao no tecido muscular de machos. Nao houve diferengas para
GPx, carbonilas e nitrito. Em machos, a razdo TNF-a/IL-10 apresentou correlagdes
positivas com H,0O, (r =0,69; p=0,01), NADPH oxidase (r =0,64; p=0,04) e TBARS (r=0,70;
p=0,01) e correlagdes negativas com a SOD (r =-0,63; p=0,02) e com o tempo de teste
de esforco (r=-0,73, p=0,02). Em fémeas, observou-se correlagao positiva entre a razao
TNF-a/IL-10 com a NADPH oxidase (r=0,71; p=0,03) e correlagbes negativas entre a
razao TNF-a/IL-10 com a SOD (r =-0,70; p=0,04), a FRAP (r =-0,72; p=0,03) e o teste de
esforgo (r=-0,74; p=0,02). Houve correlagao positiva entre o teste de esforco maximo e a
massa do gastrocnémio em machos (r = 0,64; p = 0,05) e fémeas (r = 0,60; p = 0,05). A
exposigao gestacional ao MP,,s promoveu alteragdes inflamatdrias e redox precoces no
musculo esquelético da prole, com maior susceptibilidade em machos e associagao com
pior desempenho funcional. O treinamento fisico pds-natal atenuou esses efeitos e
melhorou a capacidade funcional. Em conjunto, esses achados reforcam o papel do
exercicio fisico regular como estratégia ndo farmacoldgica relevante para mitigar as
repercussdes da exposigao intrauterina a poluicdo do ar sobre o musculo esquelético,
com potenciais implicagdes na prevengao de desfechos metabdlicos e funcionais ao
longo da vida.

Palavras-chave: poluicdo do ar; treinamento fisico; musculo esquelético; estresse
oxidativo; inflamacgao.



Abstract

Air pollution is a relevant environmental risk factor associated with respiratory and
cardiovascular diseases, as well as impaired fetal development. Evidence suggests that
intrauterine exposure to pollutants may programme metabolic and inflammatory
alterations in offspring; however, its effects on skeletal muscle and possible sex
differences remain poorly understood. Physical exercise has emerged as a non-
pharmacological strategy capable of attenuating these effects through modulation of
inflammation, oxidative stress, and beneficial muscular adaptations. This study aimed to
investigate the effects of exercise training on skeletal muscle tissue in male and female
offspring exposed to air pollution during gestation. Female Wistar rats were exposed to
fine particulate matter (PM,.s; 600 pg/m?) from the 5th day post-conception until delivery.
After weaning, offspring were allocated into six experimental groups: male control (MC),
female control (FC), exposed male (ME), exposed female (FE), exposed trained male
(MET), and exposed trained female (FET) (n = 6—-8 animals/sex/group). Trained groups
underwent a moderate aerobic treadmill training protocol (5x/wk, 8 wks). At the end of the
protocol, a maximal exercise test was performed, and the gastrocnemius muscle was
collected for analysis of muscle mass, inflammatory mediators and oxidative stress
markers. Exercise training increased physical capacity and maximal exercise
performance in the MET and FET groups. Maternal exposure to PM,.5, despite not altering
muscle mass, induced increased IL-6 levels in males and reduced IL-10 levels in both
males and females. Trained groups of both sexes showed a reduction in the muscular
TNF-a/IL-10 ratio. Muscular SOD activity was reduced and H,O, levels increased in the
ME group compared with the MC group, which was not observed in the MET group. FRAP
levels were reduced in the FE group compared with the FC group, which was not observed
in trained groups. Exercise training reduced NADPH oxidase activity and lipid peroxidation
in male skeletal muscle. No differences were observed for GPx, protein carbonyls, or
nitrite. In males, the TNF-a/IL-10 ratio showed positive correlations with H,O, (r = 0.69; p
=0.01), NADPH oxidase (r = 0.64; p = 0.04), and TBARS (r=0.70; p =0.01), and negative
correlations with SOD (r = -0.63; p = 0.02) and exercise test duration (r =-0.73; p = 0.02).
In females, a positive correlation was observed between the TNF-o/IL-10 ratio and
NADPH oxidase (r = 0.71; p = 0.03), and negative correlations were observed between
the TNF-a/IL-10 ratio and SOD (r = -0.70; p = 0.04), FRAP (r = -0.72; p = 0.03), and
exercise performance (r = -0.74; p = 0.02). Positive correlations were also observed
between maximal exercise performance and gastrocnemius muscle mass in males (r =
0.64; p = 0.05) and females (r = 0.60; p = 0.05). Gestational exposure to PM,.s promoted
early inflammatory and redox alterations in offspring skeletal muscle, with greater
susceptibility in males and association with impaired functional performance. Postnatal
exercise training attenuated these effects and improved functional capacity. Collectively,
these findings reinforce the role of regular physical exercise as a relevant non-
pharmacological strategy to mitigate the repercussions of intrauterine exposure to air
pollution on skeletal muscle, with potential implications for preventing metabolic and
functional outcomes throughout life.

Keywords: Air pollution, Gestational exposure, Skeletal muscle, Physical exercise,
Oxidative stress.
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1. Introdugao

1.1. Poluicao do ar: material particulado e risco a saude

A poluicdo do ar configura-se como uma das principais ameagas ambientais a saude
publica global, com repercussées em diversos sistemas do organismo. Segundo a
Organizagdao Mundial da Saude, aproximadamente sete milhdes de mortes prematuras
ocorrem anualmente em decorréncia da exposicdo a poluentes atmosféricos, afetando
individuos de diferentes faixas etarias e regides geograficas () .

O relatorio Global Burden of Disease @ identificou a poluigdo atmosférica como o
quarto principal fator de risco de mortalidade global, atras apenas da hipertensao arterial,
do tabagismo e de habitos alimentares inadequados. De forma semelhante, a European
Environment Agency @) estimou que, apenas na Uni&o Europeia, a exposi¢do ao material
particulado fino (MP,,s) esteve associada a mais de 300 mil mortes anuais, refor¢ando a
gravidade do problema em paises industrializados.

No Brasil, a poluicdo atmosférica representa um importante fator de risco para
doencas e mortes prematuras. Estimativas da OPAS indicam que aproximadamente 51
mil mortes anuais estao relacionadas a exposicao a poluentes, principalmente por causas
cardiovasculares e respiratorias. Esse cenario, contudo, apresenta particularidades
regionais: em Minas Gerais, atividades de mineragado e queima de combustiveis fosseis
sao fontes significativas de emissao ), no Rio de Janeiro, predominam o trafego veicular
intenso e as atividades industriais ®), ja na Regido Sul, concentragdes de MP,,s acima
dos limites recomendados pela OMS foram registradas em areas de intensa atividade
termoelétrica e portuaria, estando associadas ao aumento de internacdes por doencgas

respiratérias (©).

Os poluentes atmosféricos séo provenientes, sobretudo, da queima de combustiveis
fésseis, da geragdo de energia, de sistemas de aquecimento e de processos de
incineragdo agricola e industrial. Além disso, cerca de 80% da populagdo mundial
encontra-se exposta a niveis de poluicdo superiores aos limites estabelecidos pelas
Diretrizes de Qualidade do Ar (Air Quality Guidelines — AQG) da Organizagao Mundial da
Saude (OMS), que definem concentragdes seguras de material particulado (MP),

especialmente o MP,,s ().

15



O material particulado consiste em uma mistura complexa de particulas sélidas e
liquidas suspensas no ar, com ampla variagdo em tamanho e composigao quimica. Entre
seus principais constituintes estado nitratos, sulfatos, carbono elementar e orgéanico,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, além de componentes biolégicos, como
endotoxinas e fragmentos celulares, e metais pesados, incluindo ferro, cobre, niquel,
zinco e vanadio (). A composi¢do do MP pode variar significativamente de acordo com a
fonte emissora e as caracteristicas ambientais locais.

Historicamente, a regulamentacdo do material particulado baseava-se principalmente
no tamanho e na massa das particulas, com foco inicial no MP4,, que possui diametro
aerodinamico de até 10 ym e capacidade de atingir a arvore traqueobrdénquica.
Posteriormente, em 1997, os padrdes de qualidade do ar passaram a incluir o MP,s
(didmetro aerodindmico < 2,5 uym), permitindo uma melhor compreensao da fracdo de
particulas capazes de penetrar profundamente nas vias aéreas inferiores e alcancar os
alvéolos. Evidéncias cientificas indicam que o MP,,5 € particularmente nocivo a saude,
uma vez que seu reduzido tamanho favorece a deposi¢cao pulmonar e a inducédo de
respostas bioldgicas adversas, incluindo inflamagéo e estresse oxidativo (@),

Na cidade de Sao Paulo, a maior metropole do pais, o quadro é ainda mais critico.
Dados da Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo mostram que os niveis de
material particulado fino (MP,,s5) ultrapassaram os valores recomendados pela OMS em
mais de 60% dos dias de 2022, evidenciando a magnitude do problema ©. Um estudo
nacional revelou que, para cada aumento de 10 uyg/m* na concentracdo média anual de
MP,,s, o risco relativo de morte por doencas respiratorias e cardiovasculares aumentou
em 12% e 17%, respectivamente, com uma reducao média de 1,09 anos na expectativa
de vida (10),

Embora os efeitos respiratérios e cardiovasculares da polui¢do do ar estejam bem
documentados, evidéncias recentes indicam que o tecido muscular esquelético também
pode ser comprometido, ampliando a relevancia de investigar o impacto da poluicdo
sobre a saude global, visto que esse tecido exerce papel central na regulagdo metabdlica,
na capacidade funcional e, consequentemente, na qualidade de vida e na

morbimortalidade (1.
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1.2. Exposicao a poluicao do ar, capacidade fisica e impacto no tecido

muscular

Além dos efeitos classicos sobre os sistemas respiratorio e cardiovascular, estudos
demonstram que a exposi¢ao prolongada ao MP,,s contribui para inflamacgéao sistémica,
atrofia e redugdo da capacidade regenerativa do musculo esquelético ('2). Evidéncias
recentes sugerem que a poluicdo atmosférica reduz a capacidade fisica em parte por
afetar diretamente o musculo esquelético, 6rgao fundamental para a geragao de forgca e
para o desempenho em atividades de resisténcia. A literatura recente reforca esse
cenario ao demonstrar que a poluigdo atmosférica exerce impactos diretos e progressivos
sobre a saude muscular, estando associada a alteragdes estruturais, funcionais e
metabolicas do musculo esquelético (12 13),

Em individuos idosos de Taipei acompanhados por cinco anos, niveis mais elevados
de MP,,; foram associados a um declinio acelerado da massa muscular (~0,14 kg/ano)
e da forga de preensdao manual (~0,16 kg/ano), além de aumento concomitante da
gordura corporal (). De forma semelhante, analises longitudinais da coorte chinesa
CHARLS demonstraram que cada incremento de 10 yg/m* em MP,,5 se associou a piora
na velocidade de marcha, no equilibrio e no teste de levantamentos de cadeira, medidas
que refletem ndo apenas condicionamento aerdbio, mas também forga e resisténcia
muscular (1%, O estudo longitudinal sueco SNAC-K evidenciou que a exposigdo cronica a
poluentes — especialmente material particulado fino e grosso (MP,,s e MP4,) e Oxidos
de nitrogénio (NOx) — esta associada a um declinio acelerado da massa muscular
estimada, redugéo da forca muscular avaliada por handgrip e chair-stand, bem como
piora do desempenho fisico ao longo do envelhecimento, indicando maior risco de
sarcopenia em individuos continuamente expostos (3,

Um estudo longitudinal realizado na China, com 6.585 individuos de meia-idade e
idosos, demonstrou aumento de até 9% no risco de sarcopenia em fungao da exposicao
a multiplos poluentes ('®). De forma complementar, estudos realizados em Taiwan indicam
que a exposigao prolongada ao MP,,s esta associada a reducdo da massa muscular
esquelética e ao aumento da gordura corporal em idosos, evidenciando o impacto da
poluigdo atmosférica sobre a satde muscular (). Além disso, estudos populacionais de

larga escala reforgam esse elo entre poluigdo, forga muscular e capacidade funcional (19),
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No estudo francés CONSTANCES, com mais de 50 mil participantes, concentragbes
elevadas de MP,,s, NO, e carbono negro foram associadas a menor for¢a de preenséo
maxima — um marcador funcional robusto da integridade muscular — com efeitos
particularmente acentuados em homens idosos e em individuos com doengas crbnicas
(17).

Esses achados em conjunto indicam que o comprometimento da capacidade fisica
em ambientes poluidos ndo € apenas consequéncia de limitagbes respiratérias ou
cardiovasculares, mas decorre também de efeitos adversos diretos sobre a musculatura
periférica. Vale destacar que modelos experimentais em animais ajudam a elucidar os
mecanismos subjacentes a esses prejuizos. De fato, evidéncias demonstram que os
poluentes atmosféricos podem induzir dano oxidativo e inflamatdrio direto no tecido
muscular, afetando tanto a capacidade de geracao de energia quanto a eficiéncia contratil
das fibras. Em roedores expostos cronicamente ao MP,,s, observa-se reducéao do tempo
de exaustdo em teste de esteira e menor tolerancia ao exercicio, acompanhadas de
marcadores elevados de estresse oxidativo, inflamacdo e disfungdo mitocondrial no
musculo esquelético (8. A exposigdo a poluigdo do ar também induz prejuizos diretos
ao tecido muscular, incluindo desorganizacao das fibras, redugdo da area de secgao
transversal e comprometimento da funcéo contratil, culminando em menor desempenho
fisico (3. Em conjunto, esses resultados sustentam a hipotese de que a perda de
capacidade fisica associada a poluicdo do ar € mediada, em parte substancial, pelo
comprometimento estrutural e funcional do musculo esquelético, favorecendo o
surgimento de sarcopenia e colaborando para a redugdo progressiva do desempenho
fisico ao longo da vida ('9),

Neste contexto, vale destacar que o musculo gastrocnémio tem sido amplamente
estudado em modelos experimentais devido a sua composi¢cao mista de fibras oxidativas
e glicoliticas, bem como ao seu papel central na locomogdo (). Essa heterogeneidade
estrutural o torna particularmente util para investigacbes envolvendo adaptagdes
musculares a diferentes estimulos, uma vez que sua por¢cdo medial apresenta regides
profundas com predominancia de fibras tipo | (oxidativas) e areas superficiais
majoritariamente constituidas por fibras tipo Il (glicoliticas), permitindo analises

comparativas robustas sobre atrofia, hipertrofia e plasticidade muscular 20
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Neste sentido, estudos experimentais demonstram que a exposi¢cdo a poluentes
atmosféricos esta associada ao aumento da peroxidagéo lipidica, ao infiltrado inflamatério
e a reducdo da area de seccdo transversal das fibras musculares, alteragdes que
comprometem a fungdo contratili e prejudicam a capacidade locomotor (0. 21),
Considerando sua elevada plasticidade e participagdo direta na geracdo de forca
propulsiva durante a marcha, corrida e salto, o gastrocnémio € um dos musculos mais
adequados para investigar adaptagdes musculares frente a condi¢cbes ambientais
adversas, incluindo sedentarismo, disturbios metabdlicos e exposicdo ao material
particulado fino @1,

Além disto, evidéncias experimentais indicam que machos e fémeas podem
apresentar respostas distintas a exposicao ao MP,,s5, tanto em termos de estresse
oxidativo quanto de inflamagao. Kitching et al. (2025) demonstraram que fémeas
expostas ao MP,,s apresentam niveis mais elevados de glutationa reduzida e maior
expressao de enzimas antioxidantes em tecido cardiaco em comparagao aos machos,
conferindo protegdo contra o estresse oxidativo 2. De fato, estudos tém destacado que
os efeitos do MP,,5 sobre o musculo esquelético apresentam importante dimensao sexo-
dependente, reforcando a necessidade de considerar diferengas bioldgicas entre machos
e fémeas na investigagao desse tema. Em modelo animal, um estudo demonstrou que a
exposic¢ao precoce ao MP,,s induz alteragées duradouras na composi¢cdo corporal € no
tecido muscular, com fémeas exibindo maior suscetibilidade, caracterizada por acumulo
de gordura, reducdo proporcional da massa muscular e alteragées estruturais
persistentes, enquanto machos apresentaram impacto significativamente menor (23,
Outro estudo em modelos animal mostrou que machos frequentemente apresentaram
maior suscetibilidade a alteracbes oxidativas e inflamatérias, enquanto fémeas
apresentaram efeitos parcialmente protetores devido a influéncia de hormbnios sexuais,
como o estrogénio, que possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias (4.
Achados mostram que a exposi¢cdo prolongada a particulas finas pode afetar
diferentemente a saude musculoesquelética em machos e fémeas, reforcando a
necessidade de considerar o sexo como fator modulador na avaliacdo do impacto da

poluicdo do ar sobre o desenvolvimento e funcionalidade muscular 24,
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1.3. Efeitos da exposicao gestacional ao material particulado 2,5: impacto

no tecido muscular da prole

A exposigao prolongada ao MP,,s tem sido associada a redugao da fungao pulmonar
e ao comprometimento do desenvolvimento fisico em criancas, aspectos que podem
refletir em alteragbes na massa e na fungdo muscular 5. A exposigédo prolongada ao
MP,,s tem sido associada a alteracdes metabdlicas em criangas e adolescentes, incluindo
aumento do risco de sindrome metabdlica, com repercussdes inflamatorias e metabdlicas
sistémicas que podem impactar indiretamente a composi¢cao corporal e a fungéo
muscular ?6), Além disso, evidéncias em adultos indicam que a exposig¢éo a poluigdo do
ar esta associada a reducdo da massa muscular e ao aumento do risco de sarcopenia,
podendo contribuir para a antecipagdo do seu desenvolvimento ('3). Adicionalmente,
estudos indicam que a exposi¢ao prolongada ao MP,,s esta associada a redugdo da
fungdo motora ampla em criangas ?7). Esses achados em conjunto sugerem que 0s
efeitos deletérios da exposigdo ao MP,,5 ndo se restringem a individuos mais velhos,
reforcando a importancia de investigar os impactos desse poluente antes de atingir a
idade adulta.

Particulas ultrafinas, como o MP25, podem atravessar a barreira placentaria e ja foram
detectadas no tecido placentario fetal, o que evidencia efeitos diretos sobre o feto 7). Os
impactos da poluicdo pré-natal estendem-se a multiplos sistemas, incluindo prejuizos
respiratorios, cardiovasculares, cognitivos, resisténcia a insulina e disfuncbes
metabdlicas, além do tecido muscular 8. A poluigdo compromete a morfologia
placentaria, reduzindo o transporte de oxigénio e nutrientes essenciais ao crescimento e
a diferenciagdo das fibras musculares ?°). Neste sentido, alteragbes epigenéticas
induzidas pela exposi¢gdo ao MP,,5, como a metilagdo de genes associados a biogénese
mitocondrial e ao metabolismo energético, podem perpetuar disfungcbes musculares e
favorecer fendtipos metabdlicos desfavoraveis, aumentando o risco de obesidade,
resisténcia a insulina e desenvolvimento precoce de sarcopenia ©% 3", Embora a
exposicao gestacional a MP2 esteja associada a multiplos desfechos adversos na prole
incluindo baixo peso ao nascer, disfungao metabdlica e comprometimento do sistema

imune e respiratorio, ha escassez de estudos avaliando seus efeitos sobre o tecido
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muscular esquelético, apesar da plausibilidade bioldégica dada a ativagao de estresse
oxidativo, inflamagé&o e possiveis alteragdes enddcrinas (1> 29),

Neste sentido ha evidéncias experimentais que demonstram que a exposigao
intrauterina a particulas finas compromete o crescimento e a maturagdo das fibras
musculares, resultando em reducdo da massa muscular, diminuicdo da area de seccao
transversal das fibras e prejuizos na organizagéo estrutural do tecido 32, Esses efeitos
sao mediados pelo aumento do estresse oxidativo e pelo desequilibrio mitocondrial
induzidos pelo MP,,s durante periodos criticos do desenvolvimento, mecanismos que
favorecem a ativagao de vias inflamatdrias e reduzem a capacidade bioenergética do
musculo ©3), Além disso, a exposigdo gestacional ao MP,,; pode gerar efeitos
prolongados no fendtipo muscular, com impacto na maturagéo das fibras e nos processos
metabolicos essenciais, indicando que a poluicdo ambiental atua como um modulador
negativo da programagao muscular fetal. Esses achados reforcam a importancia de
investigar intervengbes capazes de atenuar tais danos, dado o potencial impacto
funcional na vida adulta G4).

De forma complementar, WANG et al. observaram que a exposi¢ao gestacional ao
MP,,s compromete o desenvolvimento muscular da prole de maneira sexo-especifica,
com prejuizos musculares mais pronunciados em machos, além de respostas
diferenciadas ao treinamento fisico combinado, o qual foi capaz de atenuar parcialmente
essas alteragbes, embora com eficacia variavel entre machos e fémeas ©2). Em conjunto,
esses achados reforgam que o sexo biolégico modula tanto a vulnerabilidade aos efeitos
deletérios da exposicdo ao MP,,; quanto a capacidade de resposta a intervencoes,
indicando que a interagdo entre poluicdo ambiental, desenvolvimento muscular e

estratégias de protegcao nao é uniforme entre machos e fémeas.

1.4. Efeitos do treinamento fisico nas disfung¢des induzidas pela poluigao

A interagdo entre o treinamento fisico e a poluicdo do ar constitui um campo
emergente e relevante da pesquisa em saude, com destaque para os efeitos sobre os
sistemas respiratério e cardiovascular, e, mais recentemente sobro o musculo

esquelético, tecido central na locomogdo e no metabolismo energético. E importante

21



destacar que a pratica de exercicios fisicos em ambientes contaminados aumenta a
ventilagdo pulmonar, elevando a carga inalada de poluentes 9.

Nesse contexto, populagdes fisicamente ativas apresentam melhor condigéo
cardiovascular e menor prevaléncia de doengas metabdlicas, mesmo em areas urbanas
poluidas. Um estudo populacional longitudinal conduzido com 1.654 mulheres de meia-
idade (40-60 anos), participantes do Study of Women’s Health Across the Nation
(SWAN), demonstrou que maiores niveis de exposi¢do ao MP,,5s e ao NO, estiveram
associados a pior composigao corporal. Entretanto, niveis mais elevados de atividade
fisica atenuaram esses efeitos adversos, preservando a massa magra e reduzindo o
acumulo de gordura corporal 3¢, Apesar desses desafios, os beneficios do exercicio
fisico tendem a superar os riscos em condigcdes de exposicdo moderada a poluicao
atmosférica. Evidéncias provenientes de revisdes narrativas envolvendo adultos
fisicamente ativos em ambientes urbanos poluidos indicam que o exercicio promove
aumento da ventilacdo pulmonar e, consequentemente, da carga inalada de poluentes, o
que pode intensificar o estresse oxidativo sistémico 7). Ainda assim, os efeitos positivos
do treinamento fisico sobre a saude cardiovascular e metabdlica mostram-se
predominantes em cenarios de exposi¢ao moderada, sugerindo que a pratica regular de
exercicio mantém um perfil globalmente protetor mesmo em contextos de poluigédo
ambiental.

Evidéncias experimentais indicam que a exposicdo ao material particulado fino
(MP,,s) durante o exercicio fisico interfere negativamente na sinalizagcdo celular
responsavel pela manutencdo da homeostase muscular. Esse cenario é caracterizado
pelo aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, maior
estresse oxidativo e reducado da biodisponibilidade de 6xido nitrico, comprometendo a
fungdo endotelial 8. Consequentemente ha prejuizo da perfusdo muscular e da oferta
adequada de oxigénio e substratos energéticos, fatores fundamentais para os processos
de adaptacdo, reparo e recuperacdo pos-exercicio (3®). Adicionalmente, em um
experimento conduzido com camundongos machos C57BL/6 expostos cronicamente ao
MP,,s durante o exercicio, observou-se reducéo da area de seccéao transversal das fibras

musculares, maior deposi¢ao de colageno, elevacao dos niveis de IL-6 e TNF-alfa, bem
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como disfungdo mitocondrial, evidenciando prejuizos estruturais e funcionais relevantes
nesse tecido (18),

No musculo gastrocnémio, o treinamento fisico promove adaptagcbes robustas,
incluindo aumento da expressdo de enzimas antioxidantes, estimulo a biogénese
mitocondrial e elevagdo da proporgdo de fibras oxidativas 9. Estudos experimentais
demonstram que a exposig¢ao ao MP,,s; durante o exercicio aumenta o estresse oxidativo
e a expressao de citocinas pré-inflamatérias, além de induzir mitofagia e comprometer a
fungdo mitocondrial no musculo esquelético (18). Apesar desses efeitos deletérios da
poluicdo, o exercicio ainda mantém respostas adaptativas importantes, sugerindo que a
atividade fisica contribui para a preservacdo da homeostase e fungao muscular, mesmo
em contextos adversos.

A poluicdo por particulas finas aumentou o estresse oxidativo e ativou vias
inflamatorias sistémicas, incluindo NF-kB “0, De maneira adaptativa, o exercicio
promoveu alteragdes mitocondriais, favorecendo a biogénese mitocondrial, o
metabolismo oxidativo e a capacidade antioxidante no musculo esquelético “'). Nos
animais treinados, observou-se menor dano mitocondrial, redugado da geracao de EROs
e manutencgdo da fungdo metabdlica, indicando que o exercicio confere resiliéncia ao
estresse oxidativo induzido pelo MP,,s 39

Além de aumentar a capacidade antioxidante, o treinamento fisico regula a imunidade
e 0s mecanismos de regeneragao muscular. Individuos treinados apresentam menor
ativagao da via pro-inflamatdéria NF-kB, atenuando respostas inflamatdrias exacerbadas
pela poluigdo e promovendo um ambiente favoravel a recuperagéo tecidual 9. De fato,
a pratica regular de atividade fisica estd associada a redugdo de biomarcadores
inflamatorios, como a proteina C-reativa, além de promover melhorias na fungao
pulmonar e cardiovascular, o que contribui para a atenuagdo dos efeitos sistémicos
adversos da poluicdo atmosférica (14 42),

Esses achados sugerem um efeito protetor do exercicio fisico regular frente a poluigéo
atmosférica, particularmente relevante na prevengcdo da sarcopenia, condigcao
caracterizada pela perda progressiva de massa e fungdo muscular associada ao
envelhecimento ¥3). Tais efeitos benéficos sdo atribuidos, ao menos em parte, ao

aumento da capacidade antioxidante endogena, incluindo maior atividade de enzimas
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como superdxido dismutase (SOD) e catalase, além da modulagcdo da resposta
inflamatoria sistémica ©%. Ademais, o exercicio promove adaptagdes mitocondriais e
melhora da fungao endotelial, contribuindo para a manuteng¢ao da integridade estrutural
e funcional do tecido muscular em condigbes adversas (18),

E importante destacar que evidéncias recentes indicam que diferencas sexuais
influenciam significativamente as respostas musculares ao exercicio aerébio. De modo
geral, fémeas apresentam maior contribuicdo do metabolismo lipidico durante o esforgo,
enquanto machos tendem a maior utilizagdo de carboidratos, refletindo diferencas na
regulacdo metabodlica e hormonal “4. De fato, em modelo experimental com
camundongos submetidos a teste de endurance, fémeas apresentaram maior capacidade
aerobia (~25%), acompanhada por elevagao nos niveis séricos de acidos graxos e corpos
ceténicos (~50%) ao final do esforgo, além de maior expresséo de genes associados a
oxidacéo lipidica, indicando maior dependéncia do metabolismo lipidico em relagao aos
machos %), Essas diferencgas refletem variagdes intrinsecas na organizagao estrutural e
no perfil metabdlico do musculo esquelético, incluindo a composi¢ao de fibras e a
capacidade oxidativa, as quais influenciam a magnitude e a natureza das adaptagdes ao
treinamento fisico “9),

O exercicio fisico regular configura-se como uma intervengdo promissora para
atenuar os efeitos deletérios da poluicao sobre a musculatura esquelética. O treinamento
fisico modula a resposta inflamatdria, potencializa os sistemas antioxidantes e otimiza a
bioenergética mitocondrial, processos fundamentais para a sintese proteica e o
remodelamento muscular #7). Além disso, a consideragdo do sexo como variavel
bioldgica € essencial para a compreensao dos mecanismos de adaptagcao muscular, bem
como dos impactos de fatores externos, como a exposicao a poluicdo ambiental, sobre o
desenvolvimento e a fungdo do tecido muscular “3),

Sumarizando, apesar dos avancos no entendimento dos impactos da poluigdo
atmosférica, ainda ha escassez de estudos que avaliem os efeitos da exposicao
gestacional ao MP,,; sobre o desenvolvimento do musculo esquelético da prole. A
gestacgao representa um periodo particularmente vulneravel, em que insultos ambientais
podem induzir alteragcdes epigenéticas e fisioldgicas capazes de comprometer o

crescimento e a fungao de érgaos e tecidos ao longo da vida. O musculo esquelético, que
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corresponde a cerca de 40% da massa corporal total, desempenha papel central na
locomogao, no metabolismo energético, na homeostase glicémica e capacidade fisica.
Alteracdes em sua estrutura ou funcéo durante fases criticas do desenvolvimento podem
comprometer a capacidade funcional ao longo da vida e predispor a doengas metabdlicas
e musculoesqueléticas. Nesse contexto, torna-se essencial considerar também as
diferengas bioldgicas entre os sexos, uma vez que machos e fémeas podem apresentar
respostas distintas aos insultos ambientais e ao treinamento fisico, influenciadas por
fatores hormonais, metabdlicos e cardiorrespiratérios. A analise comparativa entre os
sexos contribui para identificar potenciais vulnerabilidades especificas e para
compreender de forma mais abrangente os mecanismos envolvidos. Dessa forma,
analisar o musculo esquelético da prole exposta a fatores ambientais adversos, como o
MP,,s, permite identificar alteragdes estruturais e no perfil inflamatério e de estresse
oxidativo precoces, oferecendo informacdes essenciais sobre os mecanismos que podem
levar a déficits funcionais e aumentar o risco de doencas crénicas na idade adulta.
Paralelamente, o treinamento fisico € amplamente reconhecido por seus efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes. No entanto, pouco se sabe sobre sua capacidade de
atenuar os efeitos deletérios da poluicdo quando a exposicdo ocorre ainda na vida
intrauterina, especialmente em modelos translacionais. Investigar o potencial do
treinamento fisico aerdbico como estratégia de protecdo representa, portanto, uma
oportunidade de gerar conhecimento com implicagdes tanto experimentais quanto de
saude publica, avaliar se tais efeitos e as possiveis respostas ao treinamento variam entre
machos e fémeas amplia a relevancia dos achados e refor¢a o carater translacional da
investigacdo. Dessa forma, este estudo justifica-se pela necessidade de elucidar os
mecanismos induzidos pela exposi¢ao gestacional ao MP,,s e de avaliar se o treinamento
fisico aerdbico pode mitigar tais efeitos sobre o musculo esquelético da prole. Ao
preencher essa lacuna, pretende-se contribuir para o avanco do conhecimento sobre os
impactos da poluicdo ambiental e para a proposigdo de estratégias preventivas que

promovam a saude das futuras geracoes.
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2. Objetivo
Investigar os efeitos do treinamento fisico no tecido muscular da prole de ratas

submetidas a exposi¢ao diaria ao material particulado (MP,,5) durante a gestacao.

2.1. Objetivos especificos

Avaliar a prole de ambos os sexos de ratas Wistar expostas ou ndo a poluigao do ar,
submetidas ou n&o ao treinamento fisico, em relagdo aos seguintes parametros:
° Peso corporal, muscular e capacidade fisica: Identificar alteragdes no peso
corporal e do gastrocnémio e no desempenho em teste de esforgo;
° Perfil inflamatdrio no tecido muscular: Quantificar mediadores inflamatorios, como
citocinas pro-inflamatérias (TNF-alfa, IL-6) e anti-inflamatorias (IL-10) no musculo
gastrocnémio;
° Estresse oxidativo e nitrosativo no tecido muscular: analisar niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs) pela atividade da NADPH oxidase e pela concentracédo de
peroxido de hidrogénio; avaliar a capacidade antioxidante por meio da atividade das
enzimas superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), bem como pela
capacidade antioxidante ndo enzimatica (FRAP); quantificar o dano tecidual por meio da
dosagem de proteinas oxidadas e da lipoperoxidagao por substancias reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS); e da concentragao de nitrito no musculo gastrocnémio.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Delineamento do estudo

Ratos Wistar machos e fémeas (230-260 g) foram obtidos e mantidos no Biotério
Central da Universidade Nove de Julho e mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) somente durante a exposicdo a poluicao
atmosférica. Os animais receberam racédo padrao e agua ad libitum, permanecendo em
gaiolas com 3 a 4 animais cada, sob temperatura controlada (22-24 °C) e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos seguiram as orientagdes do
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) e foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA 3141120421) da UNINOVE.

3.2. Desenho experimental

As fémeas foram alojadas em grupos de duas a trés por caixa, juntamente com um
macho para acasalamento (total de trés machos e seis fémeas). Apds a confirmacgéao da
copula, os machos foram retirados. O protocolo de exposicdo materna ao material
particulado fino (MP,,s) foi iniciado cinco dias apds a confirmagao da prenhez e mantido
até o término da gestacédo (21 dias), respeitando o periodo inicial de implantagéo
embrionaria, a fim de reduzir riscos de reabsorcao e abortos.

Ao final da gestacdo, foram obtidos aproximadamente 36 filhotes, que foram
acompanhados até 60 dias de idade. Esses animais foram distribuidos em grupos
experimentais, divididos entre machos e fémeas (n = 6-8 por sexo/grupo):

° Controles machos (MC) e fémeas (FC): descendentes de ratas ndo expostas e
mantidos sedentarios;

° Expostos a MP25 sedentarios machos (ME) e fémeas (FE): descendentes de ratas
expostas a poluigdo durante a gestagao e mantidos sedentarios;

° Expostos a MP2streinados machos (MET) e fémeas (FET): descendentes de ratas
expostas a polui¢cdo durante a gestagao e submetidos a protocolo de treinamento fisico
em esteira ergométrica.

Os animais dos grupos ET foram submetidos a oito semanas/5x por semana/1h por
dia de treinamento aerdbio em esteira ergométrica, com intensidade moderada ajustada

individualmente conforme o teste de esforgco maximo. Apds 60 dias de acompanhamento,
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com ou sem treinamento fisico, todos os animais foram submetidos a eutanasia e coleta
de tecidos para andlises de mediadores inflamatérios por ELISA, além de ensaios

bioquimicos para avaliagao do estresse oxidativo.

3.3. Exposicao de MP,,; em modelo animal

A exposicao das genitoras a poluicao foi realizada em ambiente controlado, utilizando
um concentrador de particulas do ambiente Harvard (Harvard Ambient Particle
Concentrator, HAPC). Esse dispositivo emprega tecnologia de impactador virtual para
concentrar particulas finas com didmetro aerodinamico <2,5 ym (MP,,5).

A concentracdo média de 24 horas de MP,,5 foi determinada gravimetricamente por
meio de impactores de Harvard, operando a uma taxa de fluxo de 10 L/min e equipados
com filtros de policarbonato. Para o experimento, a exposi¢ao diaria foi ajustada para 600
Mg/m3, limite maximo recomendado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) para este
tipo de particula. Os niveis de exposig¢ao foram expressos em pg/m?.

Os animais foram expostos a concentragao de MP,,s; durante 16 dias consecutivos,
ao longo do periodo gestacional, iniciando cinco dias apdés a confirmagdo do
acasalamento.

Para alcancgar a concentragéo-alvo de 600 ug/m?, foi realizado o calculo considerando
a concentragao de poluentes no ar ambiente no momento da exposigao ao concentrador
(por exemplo, concentragdo ambiental de MP,,s considerada como 20 ug/m3).

Ex:

000 X60=Xh d ica
24 % 20 = X horas de exposicao
600 -
480 X 60 = X horas de exposi¢ao

1,25 X 60 = X minutos de exposi¢do

X =75 minutos de exposi¢do
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Onde 600 representa a quantidade de MP a qual os animais foram expostos; 24
representa o total de horas em 1 dia; 20 a quantidade de MP no momento da exposigao;

60 a quantidade de minutos em 1 hora.

3.4. Medidas metabdlicas
O peso corporal dos animais foi avaliado a partir do desmame semanalmente até

o final dos 60 dias de protocolo.

3.5. Teste de esforgo e treinamento fisico

Logo apds o desmame foi iniciado o treinamento fisico. O periodo de adaptacéo dos
animais a esteira foi de uma semana, por 15 minutos ao dia. O teste de esforgo constituiu
em um protocolo escalonado com incrementos de velocidade de 0,3 km/h a cada 3
minutos, até que seja atingida a velocidade maxima suportada pelos animais. O critério
utilizado para a determinagao da exaustao do animal e interrupgao do teste foi o momento
em que o rato ndo foi mais capaz de correr mediante o incremento de velocidade da
esteira ). Vale ressaltar que demonstramos relagdo entre velocidade do atingida no
teste de esforco e a medida direta do consumo de oxigénio em ratos 8. Os grupos
treinados aerobiamente foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico (40-60%
da velocidade maxima alcangada no teste de esforco) em esteira ergométrica com

velocidade e carga progressiva, durante 40 sessdes, 1 hora por dia “°:%0),

3.6. Preservacgao do tecido muscular
Apos as avaliagbes hemodinamicas, os animais foram anestesiados seguido da
eutanasia por decapitagéo, os 6rgaos foram coletados, congelados com nitrogénio liquido

e guardado em freezer -80°C para posterior analises bioquimicas e proteica.

3.7. Mediadores inflamatoérios
As avaliagdes de mediadores inflamatoérios foram realizadas em gastrocnémio,
congelado previamente em freezer -80°C. A quantidade de tecido muscular utilizado foi

em aproximadamente 200-230mg.
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3.71. Preparagao do tecido para analise do ELISA

O tecido muscular coletado foi homogeneizado durante 30 segundos em um
homogeneizador Ultra-Turrax, com coquetel pronto de protease e fosfatase
(ReadyShield® Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail, Sigma) em tampéao fosfato
com pH 7,5. Em seguida é adicionado o triton 100 a 1% e incubado em gelo por 30
minutos. Em seguida os homogeneizados foram centrifugados por 30 minutos a
12000rpm, em centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C (Eppendorf, 5804-R), e o
sobrenadante foi congelado em freezer a -80°C para as dosagens.

Posteriormente a preparagao para o teste ELISA, foi feita a dosagem de proteinas
totais pelo método lorwy (IL-6, IL-10 e TNF-alfa), de acordo com o ensaio ja padronizacgéo,
para a normalizacdo dos dados da inflamacao pelas proteinas totais presentes na

amostra.

3.7.2. ELISA

As dosagens de interleucinas e TNF-alfa no musculo gastrocnémio foram
realizadas em microplacas (96 pogos) sensibilizadas com o anticorpo para a proteina de
interesse, aderidos a parede dos pog¢os da placa por um substrato imunoadsorvente de
acordo com as especificagdes do fabricante (R&D Systems®). Resumidamente, foi feito
o bloqueio prévio de ligacbes inespecificas e posterior incubagdo das amostras
experimentais, contendo a proteina (antigeno) a ser dosada. Foi feita a incubagédo com
anticorpo ligado a enzima marcada com peroxidase, e posterior reagdo com cromoégeno.
Na mesma placa, foi feita a curva-padrao, que é usada para o calculo da quantidade de
proteina por pocgo. A absorbancia foi medida em aparelho leitor de ELISA. Foram usados
kits especificos para ratos: TNF-alfa, IL-10, IL-6 (R&D Systems®). O ensaio para

dosagem usou as concentragdes na curva-padrao especificas para cada substancia.

3.8. Marcadores de estresse oxidativo
As avaliagbes de marcadores de estresse oxidativo foram realizadas em
gastrocnémio congelado previamente em freezer a -80°C. A quantidade de tecido

utilizada foi de aproximadamente 180 - 200mg.
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3.8.1. Preparagao dos tecidos para analise do estresse oxidativo

O musculo coletado foi homogeneizado durante 60 segundos em um homogeneizador
Ultra-Turrax, com KCI 1,15% e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracéo
de 100 mmol/L em isopropanol e na quantidade de 10 mL/mL de KCI adicionado. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm, em
centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C (Eppendorf, 5804-R), e o sobrenadante foi congelado

em freezer a -80°C para as dosagens ).

3.8.2. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para que ocorra a reagao, adicionou-se, a 0,25 mL de homogeneizado, 0,75 mL de
acido tricloroacético a 10% (P/V), que tem a fungao de desnaturar as proteinas presentes
e acidificar o meio de reagéo. Essa mistura foi agitada e centrifugada durante 3 minutos
a 1000 G. Foi retirado 0,5 mL do sobrenadante e a este é adicionado 0,5 mL de acido
tiobarbiturico 0,67% (P/V), que reagira com os produtos da lipoperoxidagao formando um
composto de coloracido rosada. A mistura foi incubada por 15 minutos a 100°C e em
seguida resfriada no gelo. Logo apds foi realizada a leitura da absorbancia a 535 nm em

espectrofotdbmetro 52),

3.8.3. Dosagem de proteinas carboniladas (Dano a proteinas)

O ensaio para deteccdo das carbonilas € uma das técnicas utilizadas para a
determinacao de proteinas modificadas oxidativamente. A técnica se baseia na reagao
das proteinas oxidadas do plasma sanguineo com 2,4 dinitrofenil hidrazina (DNPH) em
meio acido, seguido de sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos e
incubagéo final com guanidina. Desta forma, a absorbéancia das carbonilas € medida em
um espectrofotdmetro a 360 nm, num meio de reacédo contendo os seguintes reagentes:
guanidina (6M) em acido cloridrico (HCI) (2,5M) pH = 2,5; 2,4 DNPH em HCI (2,5M); acido
tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%; etanol — acetato de etila 1:1 (V/V). Paralelamente
foi realizada a curva padrao de proteina, com albumina, com a absorbancia lida em

280nm no espectrofotdmetro 53),
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3.8.4. NADPH oxidase

A atividade da enzima NADPH oxidase foi determinada em homogeneizado de
gastrocnémio e foi avaliada pela produgdo de superoxido, determinado por meio de
ELISA. Para realizac&o do ensaio foi utilizado buffer fosfato 50 mM contendo EDTA 2 mM
e sucrose 150 mM, NADPH 1,3 mM e 10 pL de amostra de tecido muscular. A produg¢ao

de superdxido é expressa em uM/mg de proteina 4,

3.8.5. Peréxido de hidrogénio

O perodxido de hidrogénio foi mensurado por meio da oxidagao de vermelho de fenol
mediada pela peroxidase de rabanete, levando a formagao de um composto mensuravel
a 630nm. Foi realizada uma curva com H,O destilada, H,0, 250 puM, solugdo de
Peroxidase de Rabanete (PRS) composta de buffer dextrose, vermelho de fenol (Sigma-
Aldrich Corporation) e peroxidase de rabanete tipo Il (Sigma-Aldrich Corporation), e
hidroxido de sédio (NaOH) (FMaia Gold). Foi adicionado a placa de ELISA 70uL de
homogeneizado juntamente com 180uL de PRS e incubadas por 25 minutos a
temperatura ambiente. Apds este periodo, foi adicionado 5uL de NaOH e a leitura foi

realizada em equipamento leitor de placa de ELISA (Espectra Max 2, Molecular Devices)
(55)

3.8.6. Capacidade antioxidante nao enzimatica (FRAP)

O ensaio antioxidante de determinagao do poder de redugédo do ion ferro, FRAP (do
inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), esta baseado na producéao do ion Fe?* (forma
ferrosa) a partir da reducado do ion Fe®*" (forma férrica) presente no complexo 2,4,6-
tripiridils- triazina (TPTZ). Assim, a mudanca na absorbancia é diretamente relacionada
ao poder da reducédo total de doacédo de elétrons antioxidantes presentes na reacao.
Quando a reducao ocorre, ha uma alteracdo na tonalidade da mistura de reacao,
passando de roxo claro a um roxo intenso. Quanto maior a absorbancia ou intensidade
da coloragao, maior sera o potencial antioxidante total da amostra. A técnica foi realizada
em microplaca, na qual adicionou-se a 290uL de reativo de FRAP (buffer acetato de sédio

e acido acético, pH 3,6; TPTZ 10mM; cloreto férrico hexahidratado 20mM) 10uL de uma
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solugao-padrao de sulfato ferroso heptahidratado ou 10uL de amostra. A microplaca foi

incubada durante 5 minutos com agitagao a 37°C. A leitura foi realizada a 593nm (©9),

3.8.7. Glutationa peroxidase (GPx)

Como a GPx catalisa a reagao de hidroperédxidos com glutationa reduzida (GSH) para
formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducéo do hidroperodxido, a atividade
da enzima pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH na reacédo de
reducdo acoplada a reagdo da GPx. A atividade da GPx foi medida em um
espectrofotdmetro, sendo monitorada a diminuigao de absorbancia do NADPH a 340 nm.
Na cubeta do espectrofotdmetro, foram adicionados 330 pyL de tampao, 50 pL
homogeneizado (amostra), 500 uL do de NADPH, 10 yL de azida sédica, 50 yL de GSH
e 10 pL de glutationa redutase. E registrada a absorbancia por um periodo de
aproximadamente 2 minutos, para obtengao da linha de base. Apds esse momento, sao
adicionados 50 de hidroperdxido de tert-butila, e a diminuigdo da absorbancia devida ao

consumo de NADPH é monitorada por mais 3 minutos 7).

3.8.8. Dosagem de superoxido dismutase (SOD)

A técnica utilizada esta baseada na inibicdo da reagao do radical superoxido com
o pirogalol. Uma vez que n&o se consegue determinar a concentracdo da enzima nem
sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a
quantificacdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade
de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagdo do detector. A oxidagdo do
pirogalol leva a formacgao de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a
420 nm (Biospectro) durante 2 minutos. A atividade da SOD é determinada medindo-se
a velocidade de formagéao do pirogalol oxidado. No meio de reagéo, foram utilizados 5 mL
de hemacias, 980 mL de tampéo Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 10 mL de pirogalol a
24 mmol/L, 5 mL de CAT a 30 mmol/L. Esta curva obtida foi utilizada como branco. Foi
feita uma curva padrao utilizando trés concentrag¢des distintas de SOD (0,25U, 0,5U e

1U), através da qual foi obtida a equag&o da reta para realizagdo dos calculos 8).
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3.8.9. Nitritos
O total de nitrito sistémico foi analisado pela reagcdo das amostras com 50ml de
reagente de Griess. O total de nitrito tecidual foi estimado a partir de uma curva padrao

de absorbancia de 540nm 9,

3.9. Anadlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média £ desvio padréao (DP). A distribuigao dos
dados foi previamente verificada por um teste de normalidade adequado (por exemplo,
Shapiro-Wilk), assegurando o cumprimento dos pressupostos para analises
paramétricas. Para a comparagao entre os grupos experimentais, utilizou-se analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA). Quando identificadas diferengas globais
significativas, aplicou-se o teste post hoc de Tukey para determinar quais pares de grupos
apresentavam diferencas estatisticas. Em todas as analises, considerou-se nivel de

significancia de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Peso corporal

Apos 60 dias de protocolo, observou-se diferenga significativa no peso corporal da
prole entre os grupos (Tabela 1). Foi observada diminuigdo do peso corporal nos
animais do grupo MET em relagdo ao ME ao final do protocolo. Além disto, os grupos
de fémeas (FC, FE e FET) apresentaram menor peso corporal que seus respectivos
grupos de machos (MC, ME e MET) (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal nos grupos de prole de machos e fémeas controles (MC e FC), prole
de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de machos e fémeas treinados (MET e FET)

ao final do protocolo.

MC (n=6) ME (n=7) _ MET (n=8) __ FC (n=6) FE (n=6) FET (n=7)

Peso (9) 328,3t7,1 343,615,7 322,5+6,1&  198,0+6,4* 210,0+2,5& 200,7+3,0§

Dados representados como média + desvio padrdo da média. *P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05
vs. FC; § P<0,05 vs. MET.

4.2. Peso do gastrocnémio
Os grupos de fémeas (FC, FE e FET) apresentaram menor peso do gastrocnémio que

seus respectivos grupos de machos (MC, ME e MET) (Tabela 2).

Tabela 2. Peso do musculo gastrocnémio da prole apds 60 dias de protocolo nos grupos de prole
de machos e fémeas controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole

de machos e fémeas treinados (MET e FET).

MC (n=8) ME (n=8) MET (n=7) FC (n=38) FE (n=6) FET (n=7)
Peso (g) 1,54+0,19 1,54+,0,22 1,42+0,17 1,05+0,07* 0,97+0,29&  0,94+0,058§
Dados representados como média + desvio padrdo da média. Peso de gastrocnémio: final (ap6s 60 dias
de protocolo). *P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC; § P<0,05 vs. MET.

4.3. Teste de esforgo maximo
Foi observado maior tempo de teste na esteira em ambos os grupos treinados (MET
e FET) em relacdo aos grupos controles (MC e FC) e expostos (ME e FE) ao final do

protocolo (Tabela 3, Figura 1).
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Tabela 3. Teste de esforco maximo (TM) em esteira nos grupos de prole de machos e fémeas
controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de machos e fémeas
treinados (MET e FET) ao final de protocolo.

MC

(n=6)

(:‘Iivrll) 21,33 £1,25 21,05+0,05 28,1711,05*#&-|— 20,51+2,05 21,5110,17 29,7111,83*#&-|—

Dados representados como média + desvio padrdo da média. Teste de esforgo: 3° teste (semana 8).
*P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC; 4 P<0,05 vs. FE.

ME (n=6) MET (n=8) FC(n=6)  FE (n=6) FET (n=8)

Teste de Esforgco Maximo

40
*#8&+ * #8
30- T 1
n
ie)
Z  20-
=
10
0_

T T
MC ME MET FC FE FET

Figura 1. Teste de esforgo Maximo em esteira apds o periodo experimental nos grupos: MC, FC, ME,
FE, MET e FET. O teste foi realizado por protocolo escalonado (0,3 km/h a cada 3 minutos) até a
exaustdo. Dados representados como média + desvio padrao da média. Teste de esforgo: 3° teste
(semana 8). *P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC; -|- P<0,05 vs. FE.

4.4. Mediadores inflamatérios

A exposigao gestacional ao MP,,5 e o treinamento fisico modularam os niveis de
mediadores inflamatdrios no musculo esquelético da prole (Tabela 4). Os niveis de TNF-
alfa foram significativamente menores no grupo MET em comparagao aos grupos MC e
ME. Verificou-se reducao significativa de TNF-alfa nos grupos FC e FE em relagao aos
grupos MC e ME. O grupo FET foi semelhante ao grupo MET. Para IL-6, nos machos
observou-se aumento significativo no grupo ME em relagdo ao MC, enquanto nas fémeas

nao houve diferenca significante entre os grupos estudados. Os niveis de IL-10
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apresentaram redug¢ao nos grupos ME e MET quando comparados ao grupo MC. Por
consequéncia, a razdo TNF-alfa/IL-10 também foi reduzida nos grupos MET e FET, em
ambos os sexos, quando comparada aos seus respectivos controles (MC e FC) e animais
expostos (ME e FE). Essa raz&o foi menor nos grupos FC e FE em relagdo aos grupos

MC e ME, respectivamente (Tabela 4, Figura 2).

Tabela 4. Avaliagdes dos mediadores inflamatorios em tecido muscular apds 60 dias de protocolo
nos grupos de prole de machos e fémeas controles (MC e FC), prole de machos e fémeas

expostos (ME e FE) e prole de machos e fémeas treinados (MET e FET).

MC (n=6) ME (n=8)  MET (n=7)  FC (n=8) FE (n=6)  FET (n=6)

(Tp':,';:gf 29,81+11,09  22,45¢6,06 4,19+1,76*&  10,05:4,08* 4,87+2,448  2,99+1,27
(plng;gg) 22,58+3,63  31,476,85* 22,114,568 21,39:+2,76  2589+2,30 21,64+3,54
(;;;:n"g) 101,34+24,56 48,43+15,45* 37,42+18,90% 45511547 21,16+2,758 24,72+3,24
TNF-affal  039:003  036:005 0,117:0,05&  0,25:0,06 0,210,058 0,12:0,04#

Dados representados como média + desvio padrdo da média. Mediadores inflamatérios: fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-10 (IL-10). mg: mg de proteina.
*P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC.

Razao TNF-alfa/lL-10
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MC ME MET FC FE FET

Figura 2. Razado TNF-alfa/IL-10 em tecido muscular gastrocnémio apés 60 dias de protocolo nos grupos
de prole de machos e fémeas controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole
de machos e fémeas treinados (MET e FET). Dados representados como média + desvio padrdo da média.
*P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC.
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4.5. Marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo

Foi observada reducgao significativa da capacidade antioxidante total (FRAP) no grupo
FE e FET em comparagéo ao grupo FC, todavia a FRAP foi maior no grupo FET em
comparagao ao grupo FE (Figura 3). A atividade de Superdxido Dismutase (SOD) foi
reduzida em machos expostos em comparagao ao grupo controle MC, enquanto nos
grupos treinados houve recuperacao da atividade antioxidante, o grupo FET apresentou
aumento da atividade antioxidante quando comparado ao seu grupo controle FC (Tabela
5). Nao houve diferengas para Glutationa redutase (GPx), (Tabela 5). Entre os
marcadores de espécies reativas de oxigénio, a concentragao de peroxido de hidrogénio
apresentou aumento significativo no grupo ME em relagéo ao grupo MC. O treinamento
fisico atenuou tal alteragdo, sendo observado valores menores de peréxido de hidrogénio
no grupo MET em comparagao ao grupo ME (Figura 4). A atividade da NADPH oxidase
foi menor no grupo MET quando comparado ao grupo ME. Nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos de fémeas para perdoxido de hidrogénio e
NADPH oxidase em tecido muscular (Figura 5). A lipoperoxidacéo, avaliada por TBARS,
foi menor no grupo MET em relagéo aos grupos MC e ME, sem diferengas adicionais
entre os grupos de fémeas (Tabela 5, Figura 6). Nao houve diferencas para dano a
proteinas (carbonilas), (Tabela 5) e biodisponibilidade de NO (nitritos) em tecido muscular

nos grupos avaliados (Tabela 6).
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Tabela 5. Avaliagao dos mediadores de estresse oxidativo apds 60 dias de protocolo nos grupos
de prole de machos e fémeas controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e
FE) e prole de machos e fémeas treinados (MET e FET).

MC (n=6) ME (n=8) MET (n=7) FC (n=8) FE (n=6) FET (n=6)

Antioxidantes

FRAP (mM Fe(ii)) 0,11:0,02 0,10+0,02 0,09£0,01 0,13%0,02 0,04+0,038# 0,08+0,01#}

GP?( 3,94+1,56 3,31+2,16 3,88+1,33 2,48+0,45 3,37+1,61 3,62+0,98
(nmol/min/mg)

SOD (USOD/mg) 13,23+1,32 11,08+0,58* 12,86+1,16 11,43+1,27 12,12+1,17 13,80+1,87#

Oxidantes

H202 (UM H202) 1,66+0,12 3,09+1,18* 1,77+0,50& 2,18+0,76 2,37+1,24  1,14+0,29

NADPHoxidase

0,12+0,03 0,17+0,08 0,08+0,03& 0,10+0,03 0,14+0,04 0,10£0,04
(nmol/mg)

Dano Oxidativo

Carbonilas | /5,059 136£026 1341025 144:015 1,30£0,08 1,22+0.23
(nmol/mg)
TBARS 1844082 193+065 083£0,37*& 1.60£0,63 1.28+0,12  1,19+0,41
(umol/mg)

Dados representados como média + desvio padrdo da média. Par@metros de estresse oxidativo.
Antioxidantes: Capacidade antioxidante total ndo enzimatica (FRAP). Oxidantes: Peroxido de hidrogénio
(H202), Enzima NADPH oxidase (NADPHoxidase), Proteinas oxidadas (carbonilas), Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS). mg: mg de proteina. *P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC;
4 P<0,05 vs. FE.

Tabela 6. Estresse nitrosativo apos 60 dias de protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas
controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de machos e fémeas
treinados (MET e FET).

MC (n=6) ME (n=8) MET (n=7) FC (n=8) FE (n=6) FET (n=6)

Estresse
Nitrosativo
Nitrito (nmol/mg) 0,50+0,170,57+0,16 0,64+0,08 0,51+0,15 0,57+0,16 0,60+0,17

Dados representados como média + desvio padrdo da média. Parametros de estresse nitrosativo. nmol/mg
de proteina.
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Figura 3. Capacidade Antioxidante ndao enzimatica (FRAP) apo6s 60 dias de protocolo nos grupos de prole
de machos e fémeas controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de
machos e fémeas treinados (MET e FET). Dados representados como média + desvio padrédo da média.
&P<0,05 vs. ME; #P<0,05 vs. FC; 4 P<0,05 vs. FE.

Peréxido de Hidrogénio
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Figura 4. Per6xido de hidrogénio apds 60 dias de protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas
controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de machos e fémeas treinados
(MET e FET). Dados representados como média + desvio padrao da média. *P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs.
ME.
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Figura 5. NADPH oxidase apos 60 dias de protocolo nos grupos de prole de machos e fémeas controles
(MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de machos e fémeas treinados (MET e
FET). Dados representados como média + desvio padrao da média. &P<0,05 vs. ME.
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Figura 6. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) apés 60 dias de protocolo nos grupos de
prole de machos e fémeas controles (MC e FC), prole de machos e fémeas expostos (ME e FE) e prole de
machos e fémeas treinados (MET e FET). Dados representados como média + desvio padrdo da média.
*P<0,05 vs. MC; &P<0,05 vs. ME.
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4.6. Analises de correlagao de Pearson

As analises de correlagdo de Pearson foram realizadas exclusivamente nos grupos
expostos ao MP,,s, considerando apenas variaveis com distribuicdo paramétrica (5 a 6
animais por grupo) e estratificagdo por sexo.

A razédo TNF-a/IL-10 apresentou associagdes distintas com marcadores de estresse
oxidativo entre machos e fémeas. Nos machos, foram observadas correlacdes
significativas com a atividade da SOD (r = -0,63; p = 0,02), niveis de peroxido de
hidrogénio (H,O,; r = 0,69; p = 0,01), atividade da NADPH oxidase (r = 0,64; p = 0,04) e
TBARS (r=0,70; p=0,01). Nao foram observadas correlagdes significativas entre a razao
TNF-a/IL-10 e a capacidade antioxidante total (FRAP) nos machos (Tabela 7).

Nas fémeas, a razdo TNF-a/IL-10 correlacionou-se negativamente com a atividade da
SOD (r=-0,70; p=0,04), coma FRAP (r=-0,72; p = 0,03), além de apresentar correlagao
positiva com a atividade da NADPH oxidase (r = 0,71; p = 0,03). Nao foram observadas
correlagdes significativas com os niveis de H,0O, ou TBARS para este sexo.

Em conjunto esses resultados indicam que o desequilibrio inflamatério no musculo
esquelético estava relacionado piora no equilibrio redox, com respostas sexo-

dependentes na prole exposta ao MP,,s (Tabela 7).
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Tabela 7. Correlacbes de Pearson obtidas nos grupos expostos (5-6 animais por grupo) entre
razdo TNF-alfa/IL-10 com marcadores de estresse oxidativo em tecido muscular.
TNF-alfa/lL-10

MACHOS r P

SOD -0,63 0,02
FRAP -0,29 0,33
H20- 0,69 0,01
NADPH oxidase 0,64 0,04
TBARS 0,70 0,01
FEMEAS r P

SOD -0,70 0,04
FRAP -0,72 0,03
H202 0,30 0,44
NADPH oxidase 0,71 0,03
TBARS 0,22 0,60

Dados representados como correlagbes de Pearson (r) entre razdo TNF-alfa/IL-10 e marcadores de
estresse oxidativo (SOD, FRAP, H,0O,, NADPH oxidase e TBARS) em tecido muscular, considerando 5-6
animais por grupo. Valores de significancia (p) foram reportados, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. Dados estdo separados por sexo.

Observou-se correlagao positiva moderada entre o desempenho no teste de esforgo
maximo e a massa do musculo gastrocnémio, tanto em machos (r = 0,64; p = 0,05) quanto
em fémeas (r = 0,60; p = 0,05), indicando que a preservagdo da massa muscular estava
diretamente associada a capacidade funcional dos animais expostos a poluicao
atmosférica (Tabela 8).

Adicionalmente, o desempenho no teste de esfor¢co apresentou correlagao negativa
com os niveis de lipoperoxidagao (TBARS) em machos (r = -0,64; p = 0,04) e fémeas (r
=-0,56; p =0,01) e com a razdo TNF-a/IL-10 em ambos os sexos (machos: r =-0,73; p
= 0,02; fémeas: r = -0,74; p = 0,02), indicando que o estresse oxidativo e um perfil pro-
inflamatoério musculares estavam associados a pior capacidade funcional da prole

exposta ao MP,,s (Tabela 8).
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Tabela 8. Correlacées de Pearson obtidas nos grupos expostos (5-6 animais por grupo) entre
teste de esforgo com massa do gastrocnémio, lipoperoxidagao e razdo TNF-alfa/lL-10 em tecido

muscular.
Teste de esforco
MACHOS r P
Massa do gastrocnémio 0,64 0,05
TBARS -0,64 0,04
TNF-alfa/lL-10 -0,73 0,02
FEMEAS r P
Massa do gastrocnémio 0,60 0,05
TBARS -0,56 0,01
TNF-alfa/lL-10 -0,74 0,02

Dados representados como correlagdes de Pearson (r) entre teste de esfor¢co maximo, massa do
gastrocnémio, TBARS e razédo TNF-alfa/IL-10 em tecido muscular, considerando 5—6 animais por grupo.
Valores de significancia (p) foram reportados, com p < 0,05 considerado estatisticamente significativo.

Dados estédo separados por sexo.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a exposi¢cao gestacional ao material particulado
fino (MP,,s) induz alteragdes no tecido muscular da prole, com respostas moduladas pelo
sexo biologico e pelo treinamento fisico pds-natal. Esses achados corroboram o conceito
de programacéo fetal, segundo o qual insultos ambientais durante periodos criticos do
desenvolvimento podem desencadear adaptagdes estruturais e metabdlicas duradouras.
Nesse contexto, a exposicao a poluicdo atmosférica tem sido associada a alteragdes na
morfologia e na fungéo placentaria, comprometendo o transporte de oxigénio e nutrientes
ao feto, o que pode representar um mecanismo subjacente as alteragbes musculares
observadas na prole ?®. No contexto deste estudo, observou-se que a exposicao
intrauterina a MP25 induziu um perfil inflamatério e de desbalango redox muscular na
prole de ambos os sexos, com maios vulnerabilidade em machos, configurando um
ambiente biolégico desfavoravel ao adequado desenvolvimento muscular. Todavia,
nossos achados mais importantes, foram os efeitos benéficos do treinamento fisico na
atenuagao destes prejuizos precoces musculares.

O MP,,s potencializa a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
promovendo inflamacéao e estresse oxidativo, com consequente dano a tecidos sensiveis,
como pulmdes, coragcédo e musculo esquelético. Estudos epidemioldgicos e experimentais
indicam que a exposicado crénica a poluentes atmosféricos, incluindo MP,,5, MP4, e
dioxido de nitrogénio (NO,), esta associada a prejuizos musculoesqueléticos relevantes.
Nesse contexto, a American Heart Association, com base em evidéncias provenientes de
estudos populacionais com grande numero de individuos, destaca que a poluigéo
atmosférica esta fortemente associada ao aumento da mortalidade cardiovascular, sendo
seus efeitos mediados por inflamagao sistémica, disfungao endotelial e estresse oxidativo
(33), Um estudo de revisdo recente destacou que a exposi¢édo cronica ao MP,,s esta
associada a reducao da densidade mineral 6ssea, ao aumento do risco de osteoporose
e a alteracbes estruturais relevantes, mediadas por inflamacado sistémica, estresse
oxidativo e desequilibrios no remodelamento ésseo ('®. Embora o foco principal seja a
saude Ossea, esses mecanismos também estdo diretamente envolvidos no declinio da
massa e da fungao muscular, caracteristicas centrais da sarcopenia. Nesse contexto, tais

evidéncias sugerem que a poluicao atmosférica pode contribuir para um fenétipo mais
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amplo de comprometimento musculoesquelético, reforcando a importancia de investigar
sua associagdo com desfechos relacionados a sarcopenia (69,

Em uma coorte composta por 395 individuos (265 anos) residentes em Taipei e
acompanhados por cinco anos, observou-se que cada incremento de 4,1 pg/m?® na
concentracéo de MP,,s esteve associado a um declinio anual na for¢ca de preenséao de -
0,16 kg/ano, a perda de massa muscular de -0,14 kg/ano e ao aumento da gordura
corporal em +0,21 kg/ano ('Y, Em uma andlise prospectiva do UK Biobank, envolvendo
352.265 adultos, observou-se que cada aumento interquartil na concentragédo de MP,,s
elevava em 6% as chances de desenvolver o quadro definido como sarcopenia provavel,
segundo os critérios da EWGSOP2 ©1). Corroborando esses achados, estudos
longitudinais adicionais em humanos demonstram associagéo entre exposi¢céo a poluigao
atmosférica e declinio progressivo da massa e da forga muscular (3. Embora esses
estudos ndo permitam a avaliagao direta dos mecanismos moleculares subjacentes,
evidéncias experimentais e revisdes indicam que os efeitos da poluicdo sobre o musculo
esquelético sdo mediados por estresse oxidativo, inflamagao crénica e disfuncéo
mitocondrial, resultando em alteragdes estruturais e funcionais das fibras musculares (),

Além disso, evidéncias prévias indicam que a exposigao intrauterina a poluentes
atmosféricos esta associada ao baixo peso ao nascer e a alteragdes no crescimento pos-
natal, fatores que podem comprometer o desenvolvimento de tecidos metabolicamente
ativos, como o musculo esquelético. Esses efeitos podem estar relacionados, ao menos
em parte, a alteragdes na fungao placentaria e na disponibilidade de oxigénio e nutrientes
ao feto “9). No presente estudo ndo observamos alteragdes no peso corporal na prole de
ambos 0s sexos submetida a exposicdo gestacional ao MP,,s. A reducdo do peso
corporal nos animais machos expostos e treinados pode refletir adaptagdes metabdlicas
induzidas pelo exercicio fisico regular.

A exposicao materna ao MP,,5 pode induzir disfuncéo placentaria, caracterizada por
alteragdes na vascularizacdo, aumento do estresse oxidativo e inflamacao local,
resultando em reducdo da oferta de oxigénio e nutrientes ao feto (8). Esse ambiente
intrauterino adverso pode desencadear adaptagdes metabodlicas compensatérias e
modular vias epigenéticas relacionadas ao metabolismo energético e ao desenvolvimento

muscular. Além disso, o excesso de EROs pode comprometer vias celulares essenciais
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para o crescimento e a manutengcdo do musculo esquelético, afetando tanto processos
anabdlicos, como a via PI3K/Akt/mTOR, quanto mecanismos catabdlicos mediados por
fatores de transcrigdo como FoxO ©2)

Nesse sentido, estudos conduzidos em modelos experimentais com roedores
demonstram que a exposi¢cdo ao MP,,s; esta associada a alteragcbes no musculo
esquelético, incluindo aumento do estresse oxidativo, disfungédo mitocondrial e ativagéao
de vias inflamatorias (®). Essas alteragdes sdo compativeis com um processo de
programacao intrauterina adversa, no qual exposigdes ambientais precoces podem
induzir modificagbes estruturais e funcionais persistentes nos tecidos 4. Adicionalmente,
a ativagdo de vias inflamatorias, particularmente aquelas mediadas por fatores de
transcricdo pro-inflamatorios, esta diretamente associada a processos de atrofia e
remodelamento do musculo esquelético podendo ser exacerbada por mecanismos
inflamatorios induzidos pela exposicdo a poluentes atmosféricos (39,

No que se refere ao tecido muscular, apesar de néo termos observados alteragdes no
peso do gastrocnémio na prole de animais expostos a MP25, as alteragdes musculares
observadas sugerem prejuizos na integridade estrutural e na homeostase metabdlica,
possivelmente relacionados ao aumento do estresse oxidativo e da inflamacgao sistémica.
Essas condi¢cdes podem impactar diretamente processos como sintese proteica,
regeneracao muscular e fungdo mitocondrial, contribuindo para um fenétipo muscular
menos eficiente. Nossos dados demonstram que a exposi¢cdo gestacional ao MP,,s
promoveu um ambiente inflamatdrio e de desequilibrio redox no musculo esquelético da
prole, indicando que a programacgao adversa envolve mecanismos moleculares ao longo
do desenvolvimento pds-natal. Nos machos expostos, 0 aumento de IL-6 sugere ativagao
sustentada de um perfil pré-inflamatério, o qual esta intimamente associado ao aumento
da producdo de EROs e a manutengdo de um estado de estresse oxidativo. Essa
interacao entre inflamacéao e estresse oxidativo favorece a perpetuacdo de um ambiente
celular desfavoravel, no qual mediadores inflamatérios e EROs atuam de forma
interdependente, amplificando o desequilibrio redox e contribuindo para alteragcbes
funcionais no tecido muscular. Embora a IL-6 exerga papel fisiolégico como miocina
durante o exercicio agudo, contribuindo para adaptagao metabdlica, sua elevagao crbnica

esta associada a resisténcia insulinica e a ativagéo de vias catabodlicas musculares 4. A
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auséncia de alteragcbes mais consistentes dessa citocina entre os grupos pode estar
relacionada ao seu carater transitorio e pleiotropico, além da influéncia de mecanismos
compensatoérios desencadeados pelo treinamento fisico e pela adaptacdo ao insulto
ambiental ©3).(64) Nas fémeas, a redugéo de IL-10 indica comprometimento da modulagédo
anti-inflamatéria basal, favorecendo a manutencdo de inflamagdo de baixo grau e
potencializando efeitos deletérios sobre o metabolismo e a homeostase proteica
muscular 9. Considerando que a IL-10 exerce importante papel anti-inflamatdrio e
citoprotetor no musculo esquelético, sua reducado contribui para consolidagdo de um
microambiente pro-inflamatério e pro-oxidante mais persistente (66),

Corroborando um cenario de desequilibrio redox, observou-se aumento de H,O, e
reducao de SOD na prole exposta de machos, e redugdo de FRAP na prole exposta de
fémeas, evidenciando que a exposi¢cao ao MP,,s envolve simultaneamente inducao de
maior geragdo de EROs e comprometimento dos sistemas de neutralizagdo dessas
espécies. Vale destacar que embora o H,0, possa atuar como modulador fisiolégico de
vias intracelulares, sua elevacado sustentada esta associada a ativacdo de vias
catabdlicas, disfungdo mitocondrial e prejuizo da homeostase proteica 7). A diminuigéo
da atividade antioxidante, como a SOD e a FRAP, reforga a consolidagao de um ambiente
pro-oxidante persistente, uma vez que os antioxidantes constituem a principal linha de
defesa contra o acimulo de &nion superdxido e perdxidos no tecido muscular ©7),

De fato, evidéncias indicam que a exposicao ao MP,,; pode desencadear disfungéo
mitocondrial no musculo esquelético, caracterizada por prejuizos na biogénese
mitocondrial, perda de cristas, aumento do estresse oxidativo e redu¢ao na produgao de
ATP, mecanismos capazes de favorecer atrofia muscular, comprometimento contratil e
menor capacidade de regeneragéo tecidual ('), A inalagdo de particulas finas e gases
poluentes induz uma resposta inflamatadria sistémica, elevando citocinas pré-inflamatérias
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 beta
(IL-1B) 8. Essas citocinas pré-inflamatorias atuam diretamente no tecido muscular,
ativando o sistema ubiquitina-proteassoma e inibindo a via anabdlica mediada por mTOR,
essencial para a sintese proteica e a regeneragdo muscular, resultando em perda
progressiva de massa e fungdo muscular 9. Além disto, o estresse oxidativo, decorrente

da producéao exacerbada de EROs, provoca danos a proteinas, lipideos e DNA muscular.
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Isso interfere em vias de sinalizagcdo celular cruciais, como mTOR e IGF-1,
comprometendo fungdo e regeneragdo muscular ©7).

Vale destacar ainda as correlagdes que obtivemos entre a razdo TNF-alfa/IL-10 e os
marcadores de estresse oxidativo na prole exposta. Na prole exposta de machos a razéo
TNF-alfa/IL-10 apresentou correlagdo com os niveis de peroxido de hidrogénio, NADPH
oxidase e lipoperoxidacdo, bem como correlagéo inversa com a SOD. Nas fémeas
expostas, a razdo TNF-alfa/lL-10 correlacionou-se com a atividade da NADPH oxidase,
e de forma negativa a SOD e com a FRAP. Estes achados evidenciam que mesmo
medidas que nao apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos, tiveram uma
associagao entre um estado pro-inflamatério muscular com o aumento de pro-oxidantes,
reducdo de antioxidantes e maior dano oxidativo. Esse desbalango entre producao e
neutralizacdo de EROs sugere que a exposicao gestacional ao MP,,s promove uma
reprogramacgao duradoura da homeostase redox muscular. As EROs podem ativar NF-
KB, intensificando a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, enquanto mediadores
inflamatorios estimulam sistemas geradores de EROs, como a NADPH oxidase,
perpetuando o ciclo inflamagdo—oxidativo 7). Esse circuito compromete
progressivamente a integridade estrutural das fibras musculares, favorece
lipoperoxidagdo, prejudica o acoplamento excitagdo—contracdo e reduz a eficiéncia
bioenergética mitocondrial 7). Assim, os achados do presente estudo indicam que o
prejuizo muscular observado reflete um remodelamento imunometabdlico persistente
estabelecido ainda no periodo intrauterino. Tal remodelamento sugere que a exposi¢cao
gestacional ao MP,,; consolida um microambiente pro-inflamatério e pro-oxidante
duradouro, capaz de comprometer a funcionalidade muscular ao longo da vida, mesmo
na auséncia inicial de alteragdes morfoldgicas e funcionais evidentes.

Neste sentido, evidéncias indicam que disfuncdo mitocondrial, aumento de EROs e
ativagao inflamatoéria crénica de baixo grau podem preceder alteragdes morfologicas
detectaveis no musculo esquelético, configurando um fendtipo metabolicamente
vulneravel. Alteragdes na eficiéncia da fosforilacdo oxidativa, aumento da produgao
mitocondrial de EROs e ativacao sustentada de vias inflamatérias podem comprometer a
homeostase proteica e a capacidade adaptativa do tecido antes que ocorra perda

mensuravel de massa muscular. Esse descompasso entre alteragdes moleculares e
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estruturais reforgca a importancia da analise integrada de marcadores bioquimicos e
funcionais na identificagdo precoce de programacgdo adversa (0 34 Dessa forma, os
achados do presente estudo evidenciam que a auséncia de alteracbes em massa
muscular ndo exclui a presencga de reprogramacao significativa. Em conjunto, os achados
indicam que a exposicdo gestacional ao MP,,s estabelece um fendtipo muscular
caracterizado por desregulagao imunometabdlica e maior vulnerabilidade, com impacto
mais pronunciado nos machos.

Nossos resultados evidenciam que o treinamento fisico pds-natal demonstrou
capacidade consistente de modular as alteracdes inflamatoérias e redox induzidas pela
exposicao gestacional ao MP,,; no tecido muscular, reforcando a capacidade de
modulagdo pos-programacéo do fendtipo muscular. Nos grupos treinados, observou-se
reducao de TNF-alfa (em machos) e IL-6 (em machos), normalizagdo de IL-10 (em
fémeas) e melhora da razao TNF-alfa/IL-10 (em ambos os sexos), indicando atenuagao
do desequilibrio pré/anti-inflamatério muscular. Adicionalmente, houve reducao de H20:2
e da atividade da NADPH oxidase (em machos), bem como aumento da SOD (em ambos
os sexos) e da FRAP (em fémeas), sugerindo reativacdo de mecanismos citoprotetores,
que podem ter desencadeado reducgao de dano tecidual evidenciado por menor TBARS
em machos @2 41 Vale destacar que o treinamento fisico estimula a biogénese
mitocondrial, melhora o equilibrio redox e modula vias inflamatérias, atenuando os danos
induzidos por poluentes e favorecendo a manutencdo da funcédo contratil muscular.
Revisbes abrangentes envolvendo dados de humanos adultos e modelos animais
demonstram que o treinamento fisico aumenta a atividade das enzimas antioxidantes,
como superoxido dismutase (SOD) e catalase, reforgando seu papel na protegéo contra
os efeitos deletérios da poluicdo sobre o musculo esquelético @5 39, Em modelos
experimentais, a exposicdo ao MP,,; reduziu a area de seccgao transversal das fibras,
induziu estresse oxidativo e inflamacédo, enquanto o treinamento fisico preservou
parcialmente a integridade estrutural, reduziu TBARS e IL-1B e estimulou respostas
antioxidantes (18 67)_ Evidéncias indicam ainda que o exercicio fisico regular fortalece os
sistemas antioxidantes enddégenos e modula a resposta inflamatéria, contribuindo para

neutralizar os efeitos deletérios da poluicdo atmosférica (39,
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Interessantemente, quando analisados por sexo, os dados indicam respostas
parcialmente distintas ao treinamento fisico. Nos machos, os efeitos do treinamento fisico
parecem estar mais associados a reducdo da producdo de EROs e a atenuacido da
resposta pré-inflamatodria, refletindo maior controle sobre o ambiente pro-oxidante
previamente estabelecido. Por outro lado, nas fémeas, observa-se maior contribuicao do
aumento da capacidade antioxidante e da modulagdo de mediadores anti-inflamatdrios,
sugerindo recuperagdo mais pronunciada dos sistemas de defesa redox. Essas
diferencgas sugerem que, embora o treinamento fisico atue de forma benéfica em ambos
0S sexos, 0s mecanismos predominantes de adaptacdo podem variar, possivelmente em
funcao de diferengas hormonais, metabdlicas e da prépria programacao induzida pela
exposicao gestacional aos poluentes. Esses achados estdo de acordo com evidéncias
experimentais prévias que demonstram respostas cardiovasculares, inflamatorias e redox
distintas entre machos e fémeas submetidos ao treinamento fisico (':72), O treinamento
aerobio melhorou o desempenho funcional, o controle autonémico cardiovascular e
marcadores de estresse oxidativo em ratos normotensos, sendo esses beneficios mais
evidentes nas fémeas. A lipoperoxidagdo cardiaca foi menor nos grupos treinados
machos e fémeas em comparagao aos machos sedentarios. Apenas o grupo treinado
fémeas apresentou reducao da lipoperoxidagao renal e melhora no equilibrio redox
cardiaco. As fémeas treinadas também demonstraram maiores beneficios na capacidade
antioxidante renal, na glutationa oxidada cardiaca e aumento da concentragao de nitrito
(71), Além disto, em ratos espontaneamente hipertensos, o treinamento fisico promoveu
adaptagdes antioxidantes e neuroimunes relevantes, com respostas parcialmente
dependentes do sexo bioldgico e do estado hormonal. Nossos resultados mostraram que
as fémeas SHR ovariectomizadas apresentaram efeitos mais pronunciados na
hemodindmica, na variabilidade da pressao arterial e no perfil anti-inflamatorio sistémico
do que os machos hipertensos submetidos a combinagdo de treinamento fisico
combinado e tratamento com enalapril ("2. Em conjunto, os achados reforgam a influéncia
do dimorfismo sexual sobre os efeitos fisioldgicos do treinamento fisico no controle do
estresse oxidativo e da inflamacéo em diferentes tecidos.

Nesse contexto, os efeitos do treinamento fisico podem ser explicados, em grande
parte, pela modulagao integrada entre inflamagao e estresse oxidativo. A reducao de
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mediadores pro-inflamatérios e de EROs, associada ao aumento da capacidade
antioxidante, indica a atenuagao do ciclo inflamagao—oxidativo previamente estabelecido,
contribuindo para a restauracdo de um ambiente celular mais favoravel a fungao
muscular. Neste sentido, a melhora funcional (maior tempo de teste de esforgo)
observada parece estar diretamente relacionada a restauracéo do equilibrio redox e a
reducao da ativacao inflamatoria cronica, processos intimamente associados a disfungao
muscular. Ou seja, a melhora do desempenho fisico observada nos grupos treinados
demonstra que as alteragdes bioquimicas e estruturais possuem tradugido funcional
mensuravel. A correlagdo positiva entre massa do gastrocnémio e desempenho na
esteira confirma a relagéo direta entre integridade estrutural e capacidade funcional. Além
disto, as correlagdes inversas entre desempenho com lipoperoxidagéo (TBARS) e razéao
TNF-alfa/lL-10 reforcam que o ambiente pré-oxidante e pro-inflamatorio compromete
eficiéncia metabdlica e o desempenho. Esses dados fortalecem a interpretacéo de que a
programacao gestacional pelo MP,,5 afetam a qualidade e a funcionalidade do tecido
muscular. O dimorfismo sexual observado ao longo das andlises indica que sexo
bioldgico constitui variavel modificadora essencial na resposta a exposi¢cao gestacional e
ao treinamento fisico. Fémeas apresentaram maior comprometimento antioxidante
global, enquanto machos exibiram maior produ¢ado de EROs e resposta inflamatéria mais
acentuada em decorréncia da exposigdo in utero ao MP2s5. Contudo, machos
demonstraram resposta mais robusta ao treinamento fisico em termos de desempenho
fisico. Essas diferengas podem refletir interagées entre horménios sexuais, regulagao
mitocondrial e vias inflamatérias, além de possiveis diferengas epigenéticas na resposta
a exposicao ambiental.

Os achados possuem relevancia translacional significativa, pois indicam que a
exposicao gestacional ao MP,,s pode comprometer a reserva muscular e a capacidade
funcional ao longo da vida, potencialmente aumentando o risco de fragilidade, sarcopenia
precoce e disfungcdes metabdlicas em populacbes expostas a poluicdo urbana. O
exercicio fisico regular mostrou-se estratégia eficaz, de baixo custo e aplicabilidade
ampla, capaz de modular inflamacao, restaurar parcialmente o equilibrio redox e melhorar
desempenho funcional. Assim, intervencdes precoces baseadas em atividade fisica

podem representar abordagem preventiva promissora em populagdes vulneraveis. Além
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disso, seus resultados reforcam a importancia de politicas ambientais voltadas a redugao
da exposi¢ao ao MP,,s, associadas a promogao de estilos de vida ativos, como estratégia
integrada de saude publica, evidenciando que os efeitos da polui¢do ultrapassam o

sistema respiratorio e cardiovascular, atingindo também a saude musculoesquelética.
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6. Conclusao

A exposicao gestacional ao MP,,s, embora ndo tenha impactado a massa muscular
ou a capacidade fisica, promoveu alteragbes precoces no perfil inflamatério e no
equilibrio redox do musculo esquelético da prole, com maior suscetibilidade observada
em machos e associagdo com pior desempenho funcional, sugerindo aumento do risco
de fragilidade e sarcopenia ao longo da vida.

Por outro lado, o treinamento fisico pés-natal mostrou-se eficaz em atenuar esses
efeitos adversos, modulando a resposta inflamatoria e o estresse oxidativo, além de
melhorar a capacidade funcional, reforcando o papel dessa abordagem no manejo de
disfungdes musculoesqueléticas na prole de ambos os sexos exposta ao MP,,s.

Em conjunto, esses resultados sustentam o papel do exercicio fisico regular como
estratégia ndo farmacoldgica relevante para mitigar as repercussées da exposicao
intrauterina a poluicdo do ar sobre o musculo esquelético, com potenciais implicagdes na
prevengdo de desfechos metabdlicos e funcionais ao longo da vida. Ademais, tais
achados destacam a importancia da implementagéo de politicas publicas que integrem a

reducao da poluicdo ambiental a promogao de estilos de vida fisicamente ativos.

54



10.

7. Referéncias

WHO global air quality guidelines: particulate matter (PM2.5 and PM10), ozone, nitrogen
dioxide, sulfur dioxide and carbon monoxide [Internet]. [citado 25 de agosto de 2025].
Disponivel em: https://www.who.int/publications/i/item/9789240034228

Global Burden of Disease (GBD) [Internet]. [citado 1° de setembro de 2025]. Disponivel em:

https://www.healthdata.org/research-analysis/ghd

Environmental Statement report 2022 | European Environment Agency’s home page
[Internet]. [citado 1° de setembro de 2025]. Disponivel em:

https://www.eea.europa.eu/en/analysis/publications/environmental-statement-report-2022

Sant’Anna A, Alencar A, Pinheiro B, Araujo C, Vormittag E, Wicher H, et al. O ESTADO DA
QUALIDADE DO AR NO BRASIL.

Ambiente IIE do. Portal SIGQAR | Sistema Integrado de Gestdo de Qualidade do Ar | INEA
[Internet]. [citado 25 de agosto de 2025]. Disponivel em: https://portalsigqar.inea.rj.gov.br/

Alegre P, de J. MONITORAMENTO DA QUALIDADE DO AR REDE AUTOMATICA — AR DO
SUL ANO DE 2024.

Relatorio-de-Qualidade-do-Ar-no-Estado-de-Sao-Paulo-2022.pdf [Internet]. [citado 12 de
setembro de 2025]. Disponivel em: https://cetesb.sp.gov.br/ar/wp-
content/uploads/sites/28/2023/07/Relatorio-de-Qualidade-do-Ar-no-Estado-de-Sao-Paulo-
2022.pdf?utm_source=chatgpt.com

Yu P, Xu R, Li S, Coelho MSZS, Saldiva PHN, Sim MR, et al. Loss of life expectancy from
PM2.5 in Brazil: A national study from 2010 to 2018. Environ Int. agosto de 2022;166:107350.
doi:10.1016/j.envint.2022.107350 PubMed PMID: 35749993.

Braga AL, Saldiva PH, Pereira LA, Menezes JJ, Conceicdo GM, Lin CA, et al. Health effects
of air pollution exposure on children and adolescents in Sdo Paulo, Brazil. Pediatr Pulmonol.
fevereiro de  2001;31(2):106-13.  doi:10.1002/1099-0496(200102)31:2%3C106::aid-
ppul1017%3E3.0.co;2-m PubMed PMID: 11180685.

Della Peruta C, Lozanoska-Ochser B, Renzini A, Moresi V, Sanchez Riera C, Bouché M, et

al. Sex Differences in Inflammation and Muscle Wasting in Aging and Disease. Int J Mol Sci.

55



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

28 de fevereiro de 2023;24(5):4651. doi:10.3390/ijms24054651 PubMed PMID: 36902081;
PubMed Central PMCID: PMC10003083.

Frontiers | The gender difference in the effects of air pollution on the risk of spinal osteoarthritis
in Chinese middle-aged and older adults: a prospective cohort study in China [Internet]. [citado
26 de setembro de 2025]. Disponivel em: https://www.frontiersin.org/journals/public-
health/articles/10.3389/fpubh.2025.1576204/full?utm_source

Effects of atmospherically relevant PM2.5 on skeletal muscle mitochondria: a review of
damage mechanisms and potential of exercise interventions - PMC [Internet]. [citado 12 de
setembro de 2025]. Disponivel em:

https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC12174123/?utm_source=chatgpt.com

Trevisan C, Gregorio C, Welmer AK, Volpato S, Eneroth K, Bellander T, et al. Air Pollution
Exposure and Muscle Mass and Strength Decline in Older Adults: Results From a Swedish
Population-Based Study. J Cachexia Sarcopenia Muscle. dezembro de 2025;16(6):e70111.
doi:10.1002/jcsm.70111 PubMed PMID: 41261353; PubMed Central PMCID: PMC12629866.

Chen CH, Huang LY, Lee KY, Wu CD, Pan SC, Guo YL. Air pollution exposure associated
with decline rates in skeletal muscle mass and grip strength and increase rate in body fat in
elderly: a 5-year follow-up study. Environ Health Prev Med. 30:56. doi:10.1265/ehpm.24-
00357 PubMed PMID: 40691072; PubMed Central PMCID: PMC12301075.

Wang H, Liu H, Guo F, Li J, Li P, Guan T, et al. Association Between Ambient Fine Particulate
Matter and Physical Functioning in Middle-Aged and Older Chinese Adults: A Nationwide
Longitudinal Study. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 5 de maio de 2022;77(5):986—-93.
doi:10.1093/gerona/glab370 PubMed PMID: 34908113.

Health effect of multiple air pollutant mixture on sarcopenia among middle-aged and older
adults in China - PubMed [Internet]. [citado 1° de setembro de 2025]. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/38925034/

Zare Sakhvidi MJ, Lafontaine A, Yang J, Lequy E, Artaud F, Canonico M, et al. Association
between Outdoor Air Pollution Exposure and Handgrip Strength: Findings from the French
CONSTANCES Study. Environ Health Perspect. 13 de maio de 2022;130(5):057701.
doi:10.1289/EHP 10464 PubMed PMID: 35559615; PubMed Central PMCID: PMC9104871.

56



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Park J, Jang J, So B, Lee K, Yeom D, Zhang Z, et al. Effects of Particulate Matter Inhalation
during Exercise on Oxidative Stress and Mitochondrial Function in Mouse Skeletal Muscle.
Antioxidants. 17 de janeiro de 2024;13(1):113. doi:10.3390/antiox13010113 PubMed PMID:
38247536; PubMed Central PMCID: PMC10812725.

Schiaffino S, Reggiani C. Fiber types in mammalian skeletal muscles. Physiol Rev. outubro
de 2011;91(4):1447-531. doi:10.1152/physrev.00031.2010 PubMed PMID: 22013216.

Armstrong RB, Phelps RO. Muscle fiber type composition of the rat hindlimb. Am J Anat.
novembro de 1984;171(3):259-72. doi:10.1002/aja.1001710303 PubMed PMID: 6517030.

Santocildes G, Merino M, Fabiani F, Pagés T, Marotta M, Viscor G, et al. Histomorphological
and functional contralateral symmetry in the gastrocnemius muscles of the laboratory rat. J
Anat. setembro de 2022;241(3):692-701. doi:10.1111/joa.13674 PubMed PMID: 35437750;
PubMed Central PMCID: PMC9358741.

Kitching M, Ribble A, Wright A, Bhatnagar A, Haberzettl P. Sex differences in the redox
response to fine particulate matter (PM2.5) air pollution protects female mice against
metabolic and cardiac injury. Physiol Rep. setembro de 2025;13(17):e70536.
doi:10.14814/phy2.70536 PubMed PMID: 40892707; PubMed Central PMCID:
PMC12404245.

Liu W, Wang Z, Kim MH, Gu Y, Sim HJ, Lee JC, et al. Exposure of Young Mice to
Atmospherically Relevant PM2.5 Has Sex-Dependent Long-Lasting Impacts on the Skeletal
Muscle System. Aging Dis. 2 de dezembro de 2024;16(6):3690-705.
doi:10.14336/AD.2024.1047 PubMed PMID: 39751864; PubMed Central PMCID:
PMC12539521.

Liao M, Braunstein Z, Rao X. Sex differences in particulate air pollution-related cardiovascular
diseases: A review of human and animal evidence. Sci Total Environ. 1° de agosto de
2023;884:163803. doi:10.1016/j.scitotenv.2023.163803 PubMed PMID: 37137360.

The New England Journal of Medicine [Internet]. [citado 25 de margo de 2026]. The Effect of
Air Pollution on Lung Development from 10 to 18 Years of Age | NEJM. Disponivel em:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM0a040610

57



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Li J, Song Y, Shi L, Jiang J, Wan X, Wang Y, et al. Long-term effects of ambient PM2.5
constituents on metabolic syndrome in Chinese children and adolescents. Environ Res. 1° de
margo de 2023;220:115238. doi:10.1016/j.envres.2023.115238 PubMed PMID: 36621550.

Bové H, Bongaerts E, Slenders E, Bijnens EM, Saenen ND, Gyselaers W, et al. Ambient black
carbon particles reach the fetal side of human placenta. Nat Commun. 17 de setembro de
2019;10(1):3866. doi:10.1038/s41467-019-11654-3 PubMed PMID: 31530803; PubMed
Central PMCID: PMC6748955.

Veras MM, Damaceno-Rodrigues NR, Caldini EG, Maciel Ribeiro AAC, Mayhew TM, Saldiva
PHN, et al. Particulate urban air pollution affects the functional morphology of mouse placenta.
Biol Reprod. setembro de 2008;79(3):578—-84. doi:10.1095/biolreprod.108.069591 PubMed
PMID: 18509159.

Veras MM, Damaceno-Rodrigues NR, Guimaraes Silva RM, Scoriza JN, Saldiva PHN, Caldini
EG, et al. Chronic exposure to fine particulate matter emitted by traffic affects reproductive
and fetal outcomes in mice. Environ Res. julho de 2009;109(5):536—43.
doi:10.1016/j.envres.2009.03.006 PubMed PMID: 19394924.

Rider CF, Carlsten C. Air pollution and DNA methylation: effects of exposure in humans. Clin
Epigenetics. 3 de setembro de 2019;11(1):131. doi:10.1186/s13148-019-0713-2 PubMed
PMID: 31481107; PubMed Central PMCID: PMC6724236.

Poursafa P, Kamali Z, Fraszczyk E, Boezen HM, Vaez A, Snieder H. DNA methylation: a
potential mediator between air pollution and metabolic syndrome. Clin Epigenetics. 30 de
junho de 2022;14(1):82. doi:10.1186/s13148-022-01301-y

Wang Z, Liu W, Sim H, Lee J, Kook S, Kim SH. Effects of Combined Exercise Training on
Modulating Fine Particulate Matter—Induced Skeletal Muscle Damage in Offspring
Gestationally Exposed. J Cachexia Sarcopenia Muscle. 10 de setembro de
2025;16(5):e70047. doi:10.1002/jcsm.70047 PubMed PMID: 40927995; PubMed Central
PMCID: PMC12421413.

Brook RD, Newby DE, Rajagopalan S. Air Pollution and Cardiometabolic Disease: An Update
and Call for Clinical Trials. Am J Hypertens. 8 de dezembro de 2017;31(1):1-10.
doi:10.1093/ajh/hpx109 PubMed PMID: 28655143; PubMed Central PMCID: PMC5861586.

58



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Gluckman PD, Hanson MA, Buklijas T. A conceptual framework for the developmental origins
of health and disease. J Dev Orig Health Dis. fevereiro de 2010;1(1):6—18.
doi:10.1017/S2040174409990171 PubMed PMID: 25142928.

Giles LV, Koehle MS. The health effects of exercising in air pollution. Sports Med. fevereiro
de 2014;44(2):223—49. doi:10.1007/s40279-013-0108-z PubMed PMID: 24174304.

Wang X, Karvonen-Gutierrez CA, Gold EB, Derby C, Greendale G, Wu X, et al. Longitudinal
Associations of Air Pollution With Body Size and Composition in Midlife Women: The Study of
Women’s Health Across the Nation. Diabetes Care. 1° de novembro de 2022;45(11):2577—-
84. doi:10.2337/dc22-0963 PubMed PMID: 36084038; PubMed Central PMCID:
PMC9679268.

Particulate matter air pollution and cardiovascular disease: An update to the scientific
statement from the American Heart Association - PubMed [Internet]. [citado 31 de marco de
2026]. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20458016/

Pope CA, Dockery DW. Health effects of fine particulate air pollution: lines that connect. J Air
Waste Manag Assoc 1995. junho de 2006;56(6):709—-42.
doi:10.1080/10473289.2006.10464485 PubMed PMID: 16805397.

Powers SK, Goldstein E, Schrager M, Ji LL. Exercise Training and Skeletal Muscle Antioxidant
Enzymes: An Update. Antioxidants. janeiro de 2023;12(1):39. doi:10.3390/antiox12010039

Sun Q, Yue P, Deiuliis JA, Lumeng CN, Kampfrath T, Mikolaj MB, et al. Ambient air pollution
exaggerates adipose inflammation and insulin resistance in a mouse model of diet-induced
obesity. Circulation. 3 de fevereiro de 2009;119(4):538—46.
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.108.799015 PubMed PMID: 19153269; PubMed Central
PMCID: PMC3845676.

Ji LL, Kang C, Zhang Y. Exercise-induced hormesis and skeletal muscle health. Free Radic
Biol Med. setembro de 2016;98:113—-22. doi:10.1016/j.freeradbiomed.2016.02.025 PubMed
PMID: 26916558.

Kelly FJ, Fussell JC. Air pollution and public health: emerging hazards and improved
understanding of risk. Environ Geochem Health. agosto de 2015;37(4):631-49.

59



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

doi:10.1007/s10653-015-9720-1 PubMed PMID: 26040976; PubMed Central PMCID:
PMC4516868.

Cruz-Jentoft AJ, Bahat G, Bauer J, Boirie Y, Bruyére O, Cederholm T, et al. Sarcopenia:
revised European consensus on definition and diagnosis. Age Ageing. 1° de janeiro de
2019;48(1):16-31. doi:10.1093/ageing/afy169 PubMed PMID: 30312372; PubMed Central
PMCID: PMC6322506.

Ansdell P, Thomas K, Hicks KM, Hunter SK, Howatson G, Goodall S. Physiological sex
differences affect the integrative response to exercise: acute and chronic implications. Exp
Physiol. dezembro de 2020;105(12):2007-21. doi:10.1113/EP088548 PubMed PMID:
33002256.

Holcomb LE, Rowe P, O’'Neill CC, DeWitt EA, Kolwicz SC. Sex differences in endurance
exercise capacity and skeletal muscle lipid metabolism in mice. Physiol Rep. 8 de fevereiro
de 2022;10(3):e15174. doi:10.14814/phy2.15174 PubMed PMID: 35133078; PubMed Central
PMCID: PMC8822869.

Devries MC. Sex-based differences in endurance exercise muscle metabolism: impact on
exercise and nutritional strategies to optimize health and performance in women. Exp Physiol.
fevereiro de 2016;101(2):243-9. doi:10.1113/EP085369 PubMed PMID: 26459076.

Rius-Pérez S, Torres-Cuevas |, Millan |, Ortega AL, Pérez S. PGC-1a, Inflammation, and
Oxidative Stress: An Integrative View in Metabolism. Oxid Med Cell Longev. 9 de margo de
2020;2020:1452696. doi:10.1155/2020/1452696 PubMed PMID: 32215168; PubMed Central
PMCID: PMC7085407.

Maximal exercise test is a useful method for physical capacity and oxygen consumption
determination in streptozotocin-diabetic rats - PubMed [Internet]. [citado 31 de margo de
2026]. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18078520/

Farah D, Nunes J, Sartori M, Dias D da S, Sirvente R, Silva MB, et al. Exercise Training
Prevents Cardiovascular Derangements Induced by Fructose Overload in Developing Rats.
PLOS ONE. 8 de dezembro de 2016;11(12):e0167291. doi:10.1371/journal.pone.0167291

Irigoyen MC, Paulini J, Flores LJF, Flues K, Bertagnolli M, Moreira ED, et al. Exercise training

improves baroreflex sensitivity associated with oxidative stress reduction in ovariectomized

60



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

rats. Hypertension. outubro de 2005;46(4):998—-1003.
doi:10.1161/01.HYP.0000176238.90688.6b PubMed PMID: 16157791.

Llesuy SF, Milei J, Molina H, Boveris A, Milei S. Comparison of lipid peroxidation and
myocardial damage induced by adriamycin and 4’-epiadriamycin in mice. Tumori. 30 de junho
de 1985;71(3):241-9. doi:10.1177/030089168507100305 PubMed PMID: 3861023.

Buege JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol. 1978;52:302—-10.
doi:10.1016/s0076-6879(78)52032-6 PubMed PMID: 672633.

Reznick AZ, Packer L. Oxidative damage to proteins: spectrophotometric method for carbonyl
assay. Methods Enzymol. 1994;233:357—63. doi:10.1016/s0076-6879(94)33041-7 PubMed
PMID: 8015470.

Tietze F. Enzymic method for quantitative determination of nanogram amounts of total and
oxidized glutathione: applications to mammalian blood and other tissues. Anal Biochem.
margo de 1969;27(3):502—-22. doi:10.1016/0003-2697(69)90064-5 PubMed PMID: 4388022.

Pick E, Keisari Y. A simple colorimetric method for the measurement of hydrogen peroxide
produced by cells in culture. J Immunol Methods. 1980;38(1-2):161-70. doi:10.1016/0022-
1759(80)90340-3 PubMed PMID: 6778929.

Benzie IF, Strain JJ. Ferric reducing/antioxidant power assay: direct measure of total
antioxidant activity of biological fluids and modified version for simultaneous measurement of
total antioxidant power and ascorbic acid concentration. Methods Enzymol. 1999;299:15-27.
doi:10.1016/s0076-6879(99)99005-5 PubMed PMID: 9916193.

Flohé L, Gunzler WA. Assays of glutathione peroxidase. Methods Enzymol. 1984;105:114—
21. doi:10.1016/s0076-6879(84)05015-1 PubMed PMID: 6727659.

Marklund S, Marklund G. Involvement of the superoxide anion radical in the autoxidation of
pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase. Eur J Biochem. 16 de setembro
de 1974;47(3):469-74. doi:10.1111/j.1432-1033.1974.tb03714.x PubMed PMID: 4215654.

Granger DL, Anstey NM, Miller WC, Weinberg JB. Measuring nitric oxide production in human
clinical studies. Methods Enzymol. 1999;301:49-61. doi:10.1016/s0076-6879(99)01068-x
PubMed PMID: 9919553.

61



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Brooks GA, White TP. Determination of metabolic and heart rate responses of rats to treadmill
exercise. J Appl Physiol. dezembro de 1978;45(6):1009-15.
doi:10.1152/jappl.1978.45.6.1009 PubMed PMID: 730582.

Liu X, LiY, LiF, Yang W, Ji W, Chen N, et al. Exposure to air pollution, genetic susceptibility,
and prevalence of sarcopenia in the UK. Ecotoxicol Environ Saf. 15 de outubro de
2024;285:117143. doi:10.1016/j.ecoenv.2024.117143 PubMed PMID: 39369663.

Guttridge DC. Signaling pathways weigh in on decisions to make or break skeletal muscle.
Curr Opin Clin Nutr Metab Care. julho de 2004;7(4):443-50.
doi:10.1097/01.mco0.0000134364.61406.26 PubMed PMID: 15192448.

Pedersen BK, Steensberg A, Schjerling P. Muscle-derived interleukin-6: possible biological
effects. J Physiol. 15 de outubro de 2001;536(Pt 2):329-37. doi:10.1111/j.1469-
7793.2001.0329¢c.xd PubMed PMID: 11600669; PubMed Central PMCID: PMC2278876.

Mufoz-Canoves P, Scheele C, Pedersen BK, Serrano AL. Interleukin-6 myokine signaling in
skeletal muscle: a double-edged sword? FEBS J. setembro de 2013;280(17):4131-48.
doi:10.1111/febs.12338 PubMed PMID: 23663276; PubMed Central PMCID: PMC4163639.

Saraiva M, O’Garra A. The regulation of IL-10 production by immune cells. Nat Rev Immunol.
margo de 2010;10(3):170-81. doi:10.1038/nri2711 PubMed PMID: 20154735.

Pedersen BK. The anti-inflammatory effect of exercise: its role in diabetes and cardiovascular
disease control. Essays Biochem. 2006;42:105-17. doi:10.1042/bse0420105 PubMed PMID:
17144883.

POWERS SK, JACKSON MJ. Exercise-Induced Oxidative Stress: Cellular Mechanisms and
Impact on Muscle Force Production. Physiol Rev. outubro de 2008;88(4):1243-76.
doi:10.1152/physrev.00031.2007 PubMed PMID: 18923182; PubMed Central PMCID:
PMC2909187.

Tylutka A, Walas t, Zembron-Lacny A. Level of IL-6, TNF, and IL-13 and age-related
diseases: a systematic review and meta-analysis. Front Immunol. 1° de marco de 2024;15.
doi:10.3389/fimmu.2024.1330386

62



69.

70.

71.

72.

Pang X, Zhang P, Chen X, Liu W. Ubiquitin-proteasome pathway in skeletal muscle atrophy.
Front Physiol. 2023;14:1289537. doi:10.3389/fphys.2023.1289537 PubMed PMID: 38046952;
PubMed Central PMCID: PMC10690626.

Barker DJP. Developmental origins of adult health and disease. J Epidemiol Community
Health. fevereiro de 2004;58(2):114-5. doi:10.1136/jech.58.2.114 PubMed PMID: 14729887,
PubMed Central PMCID: PMC1732687.

Ferreira MJ, Shimojo GL, Stoyell-Conti FF, Barboza C, Sartori M, Sanches IC, Irigoyen MC,
De Angelis K. Sex-specific adaptations to exercise training: Focus on autonomic modulation
and oxidative stress in normotensive rats. Physiol Rep. 2025 Dec;13(23):e70685. doi:
10.14814/phy2.70685. PMID: 41332168; PMCID: PMC12672923.

Silva G do C, Ferreira MJ, Araujo AA, Nascimento Filho AV do, Bernardes N, do Amaral JB,
et al. Cardiovascular and neuroimmune adaptations to enalapril and exercise training: A
comparative study in male and ovariectomized female spontaneously hypertensive rats. Auton
Neurosci Basic Clin. agosto de 2025;260:103280. doi:10.1016/j.autneu.2025.103280 PubMed
PMID: 40253895.

63



UNINOVE Comisséo de Etica no

X X N X Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da atividade fisica nas alteracoes cardiovasculares e neuroimunes da prole de
animais expostos a poluicda do ar”, protocolada sob o CEUA n® 3141120421 (o oooz4s), sob a responsabilidade de Prof2. Dra. Katia
de Angelis e equipe; Marina Rascio Henriques Dutra; Danielle da Silva Dias; Sarah Cristina Ferreira Freitas ; Tania Plens Shecaira;
Maria Claudia Costa Irigoyen; Mariana Matera Veras - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estad de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Nove de |ulho (CEUAJUMINOVE) na reunido de 14/04/2021.

We certify that the proposal "Effects of physical activity on cardiovascular and neuroimmune changes in the offspring of animals
exposed to air pollution®, utilizing 9 Heterogenics rats (3 males and 6 females), 9 Isogenic rats (3 males and & females), protocol
number CEUA 3141120421 poooozas), under the responsibility of Prof2. Dra. Katia de Angelis and team; Marina Rascio Henriques
Dutra; Danielle da 5ilva Dias; 5arah Cristina Ferreira Freitas ; Tania Plens Shecaira; Mana Claudia Caosta Irigoven; Mariana Matera
Veras - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertehrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
{CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University {CEUA/UNINOVE) in the
meeting of 04/14/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2021 a 03/2023 Area: Medicina

Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 20 a 21 dias M 3
Linhagem: Wistar Peso: 30ab50g

Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 20 a 21 dias M: @&
Linhagem: Wistar Peso: 30ab50g

Origem: Biotério - Unidade Vergueirn

Espécie: Ratos isogénicos sexa: Machos idade: 20 a 21 dias N: 3
Linhagem: SHR Peso: 30a50g

Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos isogénicos sexa: Fémeas idade: 20 a 21 dias M: &
Linhagem: SHR Peso:  30a50qg

Local do experimento: Faculdade de Medicina da USP (FMUSP), até o periodo de lactacdo da prole. Apos o desmame a prole serd
mantida no biotério da UNINOVE. -Localizacdo: FMUSP: v, Dr. Arnaldo, 455 - Cerqueira César, Sdo Paulo - 5P, 01246-203. UNIFESP:
Rua Botucatu, 862 - Edificio de Ciéncias Biomeédicas, 5° andar, Sdo Paulo [] 5P, 04023-062.

S&0 Paulo, 14 de abril de 2021
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