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Resumo

Oliveira AM. A influéncia da poluicdo atmosférica no remodelamento
miocéardico [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2014.

O avanco tecnolégico trouxe aumento na quantidade e na variedade de
agentes eliminados na atmosfera, tendo relacdo direta com o aumento de
particulas de poluicdo do ar e com a ocorréncia de mortes por faléncia
cardiaca, infarto agudo do miocardio e arritmias. Muitos estudos ja relataram
que o aumento de material particulado (MP <10 nM) induz ao estresse
oxidativo que, por sua vez, pode causar inflamagéo, aumentando a expressao
de citocinas inflamatorias. Especificamente no miocardio, quando agredido,
ocorre necrose dos cardiomidcitos, apoptose, ativacdo do sistema
complemento, acumulo de células inflamatérias na area infartada e na area
remota, tendo como mediadores dessa perda celular a inflamacéo e o estresse
oxidativo. Essa cadeia complexa de eventos promove intenso remodelamento
molecular e celular na regido infartada e em regides distantes a ela. Visto a
poluicdo atuar tanto na inflamag¢ao quanto no estresse oxidativo, e esses serem
mecanismos de lesdo miocéardica, nossa hipotese € que a poluicdo poderia ser
um amplificador dessa lesdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel da
poluicdo no remodelamento estrutural, geométrico e funcional do coracdo em
modelo experimental de infarto do miocardio. Para tal, foram analisados o
acumulo de colageno intersticial no miocéardio, a inflamacdo, o estresse
oxidativo e a apoptose. Foram estudados 75 ratos wistar divididos em 5 grupos:
controle (CT), grupo controle exposto a poluigcdo (CTP), grupo infartado (IAM),
infartado exposto a poluicdo (IAM G1) e grupo exposto a poluicdo antes e apos
o infarto (IAM G2). Os métodos utilizados foram: histologia para analise
morfométrica, RT-PCR real time para citocinas inflamatérias e apoptose,
ecocardiograma para anatomia e funcao cardiaca e ELISA para avaliacdo do
estresse oxidativo. Os resultados mostraram maior deposicdo de colageno
intersticial no ventriculo esquerdo nos grupos CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2,
guando comparados ao grupo controle (p < 0,001). No VD, houve maior
deposicao de colageno nos grupos CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2 em relacdo ao
controle (p < 0,002). Ao final do estudo, o grupo CT apresentou 0 maior valor



Resumo

meédio de fracdo de encurtamento, quando comparado aos outros grupos de
estudo (p < 0,03). Na analise do DSVE, verificamos que o grupo controle
apresentou a menor média, quando comparado com 0s grupos infartados
(p = 0,003). Para a avaliacdo da apoptose, analisamos os genes p53 e Bcl-2 e
verificamos maior expressédo desses genes nos grupos IAM G1 e IAM G2
guando comparados com o CT, porém sem significancia estatistica. A poluicéo
potencializou a expressao da citocina TGF-f no grupo exposto previamente a
poluicdo (IAM G2) em comparacdo ao grupo IAM (p = 0,004). Os grupos
infartados também tiveram maior expressdo do TGF-B quando comparados
com o grupo CT (p < 0,04). O gene TNF-a foi mais expresso apenas no grupo
IAM G2, quando comparado com o grupo CTP, apresentando valor de
p = 0,012. Ao analisarmos o gene IL-13, observamos maior expressao desse
gene quando comparado o grupo CTP com o grupo IAM (p = 0,04) e com o
grupo IAM G2 (p = 0,01). Na anélise da expressao do gene INF-y, verificamos
que houve maior expressdo desse gene no grupo exposto previamente a
poluicdo, em relacdo aos outros grupos do estudo, apresentando o valor de
p < 0,01. Ao analisarmos a expresséo da citocina CCL-21, verificamos maior
expressdo desse gene no grupo IAM, quando comparado com 0S Qrupos
controles CT e CTP, sendo p < 0,035. O grupo IAM também apresentou maior
expressdo do gene CCR7 quando comparado ao grupo CTP (p = 0,03). A
proteina glutationa total apresentou maior concentracdo nos grupos CTP
(p =0,034), IAM (p = 0,014), IAM G1 (p = 0,008), quando comparados ao grupo
CT. Concluimos que a polui¢édo estimulou a deposicao de fibrose no miocardio
dos coracBes saudaveis, mas ndo amplificou essa resposta nos coracfes
infartados nem aumentou a area de infarto. A poluicdo modulou a resposta
inflamatoria, sendo ainda maior no grupo exposto a poluicdo por tempo mais
prolongado (IAM G2). A poluicdo também modulou o estresse oxidativo nos
coracfes saudaveis, mas ndo amplificou essa resposta nos coracdes
infartados.

Descritores: 1.Poluicdo do ar; 2.Remodelagdo ventricular; 3.Inflamacao;
4. Estresse oxidativo; 5.Disfuncdo ventricular; 6.Ratos Wistar;
7.Infarto do miocardio
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Summary

Oliveira AM. The role of air pollution upon myocardial remodeling [thesis]. S&o

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2014.

Technological improvement has brought an increased amount and range of
agents disposed in the atmosphere. Moreover, there is a direct relationship with
increased air pollution with the occurrence of deaths because heart failure,
acute myocardial infarction and arrhythmias. Many studies have reported that
the increase of particulate matter (<10 nM) induces oxidative stress which can
cause inflammation increasing the expression of inflammatory cytokines.
Specifically, in the myocardium affected by an ischemic process,
cardiomyocytes necrosis, apoptosis, activation of the complement system,
inflammatory cell accumulation in the infarcted area and in remote area occurs.
The pathways for this cell loss also include inflammation and oxidative stress.
This complex chain of events promotes intense molecular and cellular
remodeling in the infarcted region and in regions distant to it. However, the
available literature does not correlate the influence of exposure to pollution with
remodeling, inflammation and oxidative stress specifically in the myocardium.
The aim of this study was to evaluate the role of pollution in structural,
geometric and functional remodeling in the heart using an experimental model
of myocardial infarction. This study, analyzed the accumulation of interstitial
collagen in the myocardium, as well as inflammation, oxidative stress and
apoptosis 75 rats were divided into five groups: control group (CT), control
group exposed to pollution (CTP), myocardial infarcted group (MI), infarcted
group immediately exposed to pollution (Ml G1) and infarcted previously
exposed to pollution and kept on that after infarction (Ml G2). The methods that
was used: histology for morphometric analysis, real time RT-PCR for
inflammatory cytokines and apoptosis, echocardiography for cardiac anatomy
and function and ELISA to assess oxidative stress. The results showed greater
deposition of interstitial collagen in the left ventricle in groups CTP, MI, Ml G1
and MI G2 when compared to the control group (p < 0.001). In the RV, there
was a greater collagen deposition in groups CTP, MI, MI G1 and MI G2
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compared to control (p < 0.002). At the end of the study, the CT group showed
the higher mean shortening fraction than the other study groups (p < 0.03). The
analysis of LVSD found that the control group had lower average than infarcted
groups (p < 0.003). For the assessment of apoptosis, we analyzed the genes
p53 and Bcl-2 with higher expression in groups MI G1 and Ml G2 compared
with CT, but without statistical significance. The pollution increased the
expression of TGF-B in the group previously exposed to pollution (Ml G2)
compared to MI group (p = 0.004). The infarcted groups had higher expression
of TGF-B compared to the CT group (p < 0.04). The TNF-a gene was over
expressed only in the group Ml G2 compared the CTP group (p = 0.012). By
analyzing the gene IL-18 we observed higher expression this gene when
compared with the group CTP with the group MI (p = 0.04) and the group MI G2
(p = 0.01). In the analysis of gene expression INF-y we observed that there was
a higher expression of this gene in the group previously exposed to pollution
(MI G2) compared to other groups (p < 0.01). We also analyzed the expression
of cytokines CCL-21 and CCR7. We observed significant expression this gene
CCL-21 in the MI group compared with the control groups (CT and CTP) and
the value (p < 0,035). This group (MI) also showed higher expression this gene
CCR-7 when compared CTP (p = 0.03). The protein showed higher glutathione
concentration in the groups CTP (p = 0.03), MI (p = 0,014), MI G1 (p = 0,008)
as compared to CT. We conclude that pollution has stimulated the deposition of
fibrosis in the myocardium of healthy hearts, but did not amplify this response in
infarcted hearts nor increased the infarcted area. The pollution modulated the
inflammatory response and was even greater in the group exposed to pollution
for longer periods (Ml G2). The pollution has also modulated the oxidative

stress in healthy hearts, but did not amplify this response in infarcted hearts.

Descriptors: 1.Air pollution; 2.Ventricular remodeling; 3.Inflamation; 4.Oxidative
stress; 5.Ventricular dysfunction; 6.Rats Wistar; 7.Myocardial

infarction
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Introducao

A partir da Revolucdo Industrial, nos séculos XVIII e XIX, iniciou-se a
economia industrializada focada no espaco urbano e com grande aumento de
consumo de recursos naturais.

A industrializacdo foi um marco para o inicio do aumento da poluicédo
atmosférica. Isso ocorreu através da queima, em grande escala, de carvao e
lenha para as industrias e, posteriormente, pela queima de combustiveis
fésseis em motores a exploséao.

Em meados do século XX, os centros urbanos no Brasil tornaram-se
mais populosos, com rapido crescimento das cidades e da concentracdo de
industrias, além da presenca de veiculos automotores em grande escala,
intensificando a quantidade e a variedade de poluentes eliminados na
atmosfera. Em decorréncia desse aumento dos poluentes, a qualidade do ar
passou a ser um problema de saude publica, representando alto risco a
populacao.

Os primeiros estudos relacionados a poluicdo atmosférica, e suas
implicacdes na saude, datam da metade do século passado e essa relacao foi
comprovada por trabalhos epidemiolégicos.  Esses trabalhos demonstraram
associacdo positiva entre os elevados niveis de material particulado
atmosférico (MP) com maior nimero de casos de mortes diarias e elevado
namero de admissdes hospitalares devido a problemas cardiovasculares e
morbidade respiratéria®>. Pessoas idosas e pacientes com doencas
cardiorrespiratérias pré-existentes sdo ainda mais suscetiveis a pior evolugéo,
quando comparados com a populacdo saudavel. Routledge et al.?, em 2005,

mostraram que h& relagdo entre o aumento das particulas de poluigdo do ar
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com a ocorréncia de mortes por faléncia cardiaca, infarto do miocardio e pelo
aumento de arritmias. O aumento do custo agregado devido as visitas
hospitalares, aposentadorias precoces por invalidez ou por progressado de
doencas cronicas® representa outro fator de fundamental importancia na
avaliacao do papel da poluicdo na saude.

O nivel de poluicdo atmosférica € determinado pela quantificacdo das
substancias poluentes presentes no ar. Conforme a Resolucdo CONAMA de
28/06/1990°, considera-se poluente atmosférico “qualquer forma de matéria ou
energia com intensidade e em quantidade, concentracdo, tempo ou
caracteristicas em desacordo com 0s niveis estabelecidos, e que tornem ou
possam tornar o ar impréprio, nocivo ou ofensivo a saude, inconveniente ao
bem-estar publico, danoso aos materiais, a fauna e a flora ou prejudicial a
seguranca, ao uso e gozo da propriedade e as atividades normais da
comunidade” > ©.

A variedade das substancias que podem ser encontradas na atmosfera é
muito ampla, o que torna dificil a tarefa de estabelecer uma classificacdo. Para
facilitar essa classificacdo, os poluentes sdo divididos em duas categorias:
primarios e secundarios. Os poluentes primarios sdo aqueles emitidos
diretamente pelas fontes de emisséo. J4 os poluentes secundarios sao aqueles
formados através da reacdo quimica entre poluentes primarios e componentes
naturais da atmosfera’.

Quando se determina a concentracdo de um poluente na atmosfera,
mede-se também o grau de exposicédo dos receptores (seres humanos, outros

animais, plantas, materiais), como resultado final do processo de langamento
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desse poluente na atmosfera a partir de suas fontes de emissdo e suas
interacOes na atmosfera, do ponto de vista fisico (diluicdo) e quimico (reacdes
quimicas). O sistema pode ser visualizado da seguinte forma’:

Fontes de poluicdo — processos atmosféricos — receptores
(poluentes) (diluicéo e / ou reacdo quimicas)

Extraido: Relatério Ar 2012 — CETESB’

As fontes emissoras de contaminantes atmosféricos sdo classificadas
em estacionarias ou moveis. As principais fontes estacionarias estao ligadas a
processos de combustdo ocorridos na producdo industrial, na operacdo de
usinas termoelétricas ou nas queimadas de residuos sélidos. As fontes moveis
sao representadas principalmente pelos veiculos automotores.

De acordo com o relatério da CETESB® (2005), sobre a qualidade do ar
da cidade de Sao Paulo, as fontes descritas acima sdo responsaveis pela
emissdo anual de 1,46 milhdes de toneladas de mondxido de carbono (CO),
354 mil toneladas de hidrocarbonetos, 317 mil toneladas de 6xido de nitrogénio
(NO), 28 mil toneladas de material particulado (MP) e 12 mil toneladas de 6xido
de enxofre (SO), conforme dados apresentados na tabela 1. Dos valores totais
apresentados, os veiculos sdo responsaveis por 97% das emissbes de CO,

97% HC, 96% NO, 40% MP e 42% SO,’.
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Tabela 1 - Principais poluentes atmosféricos, suas fontes, o impacto e a duracdo
desses componentes na natureza

Poluentes

Principais fontes
antropogénicas

Impacto/duracéo/abrangéncia

Diéxido de enxofre (SO,)

Combustéo de carvao e
derivados de petréleo

Toxico e muito acido / poucos dias /
de local a regional

Monoxido de carbono (CO)

Queima incompleta de
combustiveis fésseis e
de biomassa

Toxico, acido / més / ocupacional e
local

Oxido de nitrogénio (NO,)

Queima de combustivel
sob altas temperaturas,
especialmente 0s que
contém nitrogénio em
sua composicao

Toxico, acido e precursor de Oz /
de horas a poucos dias / de local a
regional

Material particulado (MP)

Queima incompleta de
combustiveis fésseis e
de biomassa, presenca

de enxofre no
combustivel, formando
sulfatos

Toxicos e irritativos / de horas a
poucos dias / de ocupacional a
regional

Hidrocarbonetos (HCy)

Emissdo evaporativa de
combustiveis

Toxicos, irritativos e precursores de
O3/ de meses a anos / de local a
global

Ozbnio troposférico (O3)

Poluentes secundarios,
nao emitido pelos
processos, mas formado
pela oxidacao
fotoquimica (luz solar)
de NO, e HC; na
atmosfera

Toxico e irritativo / més / de local a
regional

Metais pesados e
especialmente chumbo
(Pb) e mercurio (Hg)

Queima de carvao e
derivados de petréleo
com aditivos

Muito téxico / més / de local a
regional

Extraido: Relatério Cetesb 2005°

Na cidade de Sédo Paulo, o ar atmosférico é um sistema complexo, no

qual estdo presentes aerossois, gases emitidos por veiculos automotores,

poluentes causados pelas reagbes quimicas na atmosfera que, somados,

levam a um ar de baixa qualidade.
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De acordo com dados do DETRAN (Departamento Estadual de Transito
de S&o Paulo)®, a frota de veiculos na cidade de Sdo Paulo atingiu um total de
7.577.2016 de unidades em dezembro de 2013, sendo o automovel o veiculo
mais comum, com 5.445.562 unidades; em segundo lugar, motocicletas,
triciclos e quadriciclos, com 995.112 unidades; em terceiro, micro-onibus,
camionetas, caminhonetes e utilitarios, com 858.222 unidades; em quarto,
caminhdes, com 147.072 unidades; em quinto, veiculos reboque e semi
reboque, com 80.715 unidades e em sexto lugar, 6nibus, com 43.568 unidades.

Conforme dados apresentados, os principais poluentes atmosféricos
presentes nas grandes cidades, como 0 municipio de S&o Paulo, estédo
diretamente relacionados com o trafego de veiculos automotores (motores do
ciclo Otto e a diesel). Esses poluentes sdo compostos por mondxido de
carbono (CO), hidrocarbonetos (HC), Oxido de nitrogénio (NOx), material
particulado fino (MP), aldeidos(CHO) *°.

Talvez nenhum poluente seja tdo complexo como a poluicdo por
particulas, também chamadas de material particulado (MP).

O material particulado é constituido por particulas sélidas e liquidas em
suspensao na atmosfera, cujo diametro varia de alguns nanémetros a dezenas
de micrébmetros, sendo formadas por uma mistura de particulas de origem
priméaria e secundaria®*™*°.

Algumas particulas, como a poeira, a sujeira, a fuligem ou a fumaca séo
grandes ou escuras o suficiente para serem vistas a olho nu. Outras séo téo
pequenas que sO podem ser detectaveis através de microscopio eletrdnico.

Essas particulas de varios tamanhos e formas podem ser constituidas por
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centenas de produtos quimicos diferentes e podem variar de acordo com a
época do ano e por local e sdo afetadas por varios aspectos do clima, como
temperatura, umidade e vento.

Em geral, as particulas de poluicdo consistem de uma mistura de
materiais de grandes dimensdes, denominadas particulas grossas, sendo as

menores denominadas particulas finas. As particulas ultrafinas possuem o

diametro inferior a 0,1 um (MPg 1), ja as particulas finas séo definidas pelo
diametro entre 0,1 a 2,5 pm (MP3 5) ja as particulas grossas possuem diametro

entre 2,5 a 10 pm (MP10)**8,

MP; 5

Fio de cabelo humano Particula de combustéo,
50-70 um compostos organicos, metais, etc.
< 2,5um

MP1o
Poeira, pélen, mofo,

<90 um
Grao de areia fina da praia

Fonte: Adaptado de EPA 2011"°

Figural- Comparacao do tamanho aerodindmico das particulas (MP,5s pm - 10 pm)
com outros materiais

O tamanho das particulas esta diretamente associado ao seu potencial
de causar problemas a saude, sendo que, quanto menores forem, maiores séo

os efeitos adversos provocados. InUmeros estudos na literatura mostraram que
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o tamanho da particula transportada pelo ar e a sua area de superficie
determinam o potencial de provocar lesédo inflamatéria, lesdo oxidativa e outros
efeitos bioldgicos®. O material particulado fino constituido de particulas
atmosféricas com diametro aerodinamico menor que 2,5 ym (MP25) tem maior
probabilidade de se alojar nos brénquios, fato que ndo ocorre com o material
particulado grosso, com diametro aerodinamico entre 2,5 um e 10 ym. Essas
particulas grossas ficam retidas no nariz e nasofaringe e sdo eliminadas
posteriormente pelo sistema respiratério para a atmosfera®’. Valavanidis et al.®
(2008) mostraram que o material particulado tem diversos efeitos lesivos nas
células, tais como citotoxidade através de mecanismos de estresse oxidativo,
mutagenicidade e estimulacdo de fatores pré inflamatérios. Ocorrem aumento
da expresséo de quimiocinas, hiperplasia de células epiteliais, fibrose pulmonar
e estimulo & formacéo de tumores®.

O estresse oxidativo e a inflamacao tém sido amplamente estudados em
inimeras doencas, incluindo as cardiovasculares. A ativacdo desses dois
mecanismos esta diretamente associada a exposicdo a poluicdo. O estresse
oxidativo é considerado um desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes,
promovendo danos as biomoléculas. Esse processo € gerado através de uma
variedade de mecanismos, que incluem respiracdo mitocondrial, isquemia /
reperfusdo e inflamagdo. O DNA é considerado um importante alvo para as
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais sdao comprovadamente
estimuladas pela exposi¢do a poluicdo atmosférica. O dano causado ao DNA,
através das ROS, expde o individuo a alto risco de doengas e pode servir como

importante marcador do estresse oxidativo?*. A formacdo de ROS no coracéo
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pode ser induzida através da acdo de citocinas e fatores de crescimento. A
angiotensina Il, PDGF, e TNF-a, por exemplo, podem induzir a formacéo de
peréxido de hidrogénio (H20,) e do radical superoxido (O,  -). Essa formacéo

ocorre através da ativacdo da NADPH oxidase®?’

e, assim, os principais
processos em que O coracado necessita de mais energia podem também
resultar na producdo de ROS.?® O estresse oxidativo, por si s6, é um
mecanismo fundamental que esta associado a perda de midocitos por necrose
ou apoptose e, conseguentemente, remodelamento estrutural do miocardio
com fibrose intersticial e perivascular.

A inflamacao, estimulada pela exposicdo a poluicdo, é outro mecanismo
diretamente implicado na lesdo miocardica. Frantz et al. (2009) e outros

pesquisadores®® 2’

, demonstraram que as principais células envolvidas no
processo inflamatério do miocardio sdo leucécitos, macréofagos, linfocitos,
monaocitos e neutrofilos. Essas células invadem o miocéardio agredido, iniciando
e perpetuando esse processo®” %8, As células inflamatérias sdo atraidas para
essas regioes através das moléculas de adesao e quimiocinas expressas pelas
células endoteliais que estdo na borda da vasculatura coronariana. Essa
migracdo, para as regides afetadas do miocéardio, é facilitada pela atividade
proteolitica das metaloproteinases na adventicia dos vasos intramiocardicos?’,
onde hé liberacdo macica de ROS e enzimas proteoliticas através das células
inflamatorias. Esse fato contribui para o desenvolvimento de lesdes na regido
agredida e facilita a sinalizacdo para a propagacao da inflamacdo para as
areas distantes®” *°. Além disso, a resposta de quimiocinas no tecido lesado

pode ser induzida por varios fatores, incluindo a via do fator nuclear (NF-kp).
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Essa via esta associada a sintese de diferentes citocinas, tais como TNF-a, IL-
6, TGF-B, as quais estao diretamente associadas ao dano celular miocardico e
reposicao por fibrose®23. As células danificadas e restos celulares podem, por
sua vez, ativar os macrofagos, induzir a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
e proteases, bem como a geracdo de ROS**. Essa complexa cascata de
resposta de mediadores do estresse oxidativo e da inflamacdo tem duas vias
por onde o estresse oxidativo estimula a inflamacdo e essa exacerba o
estresse oxidativo?>.

Conforme descrito anteriormente’, muitos foram os estudos que
relacionaram altos indices de poluicdo, observados nos grandes centros
urbanos, com as doencas cardiovasculares e pulmonares. No entanto, a
literatura disponivel ndo correlaciona a influéncia da exposicédo a poluicdo com
o remodelamento, inflamacdo e estresse oxidativo, especificamente no
miocardio.

O termo remodelamento foi empregado pela primeira vez, em 1982,
pelos pesquisadores Hockman e Bulkley®. Esse termo foi usado referindo-se a
isquemia miocardica em um modelo experimental, no qual verificaram a
substituicdo do tecido necrético infartado pelo tecido de cicatrizacdo. Em 1985,
o termo remodelamento foi utilizado, jA no contexto atual, pela pesquisadora
Janice Pfeffer®®, num estudo experimental em ratos, em que o termo
remodelamento serviu para caracterizar o aumento da cavidade ventricular
esquerda. A partir desse estudo, o remodelamento vem sendo aplicado em

situacdes clinicas em que ha variacdes genéticas, moleculares, celulares e
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estruturais miocardicas que vao se manifestar clinicamente por alteracbes no
tamanho, geometria e funcéo do coracdo, em resposta a determinada injaria®’.

Especificamente no miocardio, quando agredido por um processo
isquémico, ocorre a formacdo de tecido fibrotico, que altera a morfologia, a
geometria, 0 comportamento elétrico e a funcéo contratil do musculo cardiaco.
Alguns fatores importantes desse remodelamento sdo a necrose dos
cardiomidcitos, apoptose, ativacdo do sistema complemento, inflamacédo e
estresse oxidativo. Ha um acumulo de células inflamatoérias na area infartada e
na area remota, além da ativacdo neuro-hormonal local e remota ao infarto.
Essa cadeia complexa de eventos promove intenso remodelamento molecular
e celular na regido infartada e em regides distantes a ela®’.

A poluicdo atmosférica pode estar associada diretamente ao
remodelamento cardiaco, mediado pelo estresse oxidativo e pela inflamacéao,

conforme descrito por Ying et al.*®

, em 2009. Sabe-se que: 1 - a exposicao a
poluicdo estimula o estresse oxidativo e a inflamacdo, e que esses dois
mecanismos estdo interligados; 2 - que 0 estresse oxidativo e a inflamacao
estdo associados a perda de miocitos no miocardio por necrose e apoptose;
3 - que ambos 0s mecanismos estéo relacionados a ativacao neuro-hormonal
tissular, sendo vias de sinalizacdo importantes na expanséo e progressao da
lesdo do miocérdio; 4 - e que essa cascata resulta, portanto, num acumulo de
colageno no intersticio, promovendo tanto uma fibrose reparativa como reativa.

Levando em consideracdo as colocacdes acima, a hipotese deste estudo

é de que a poluicdo pode ser um fator importante envolvido no aumento da
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fibrose e na extensdo da lesdo miocardica em um modelo experimental de

infarto agudo no miocéardio em ratos.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da poluicdo no remodelamento estrutural,

geométrico e funcional do coracgéo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar, no miocardio, a acao da poluicéo:

I.  no colageno intersticial

II. na ativacao inflamatdria

Ill. no estresse oxidativo e apoptose

IV. na geometria e funcéo cardiaca sistolica



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Grupos do estudo

Foram estudados 75 ratos machos Wistar pesando entre 250 - 300 g,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo. Esses animais foram mantidos em gaiolas apropriadas com 3
animais em cada, com rac¢do e agua ad libitum e identificados com microchip
implantados através de injecdo subcutanea.

Este estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e pelo The Universities
Federation for Animal Welfare® %°.

O protocolo de Pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob n° 335/10 e obteve
suporte financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo
Paulo (FAPESP - Processo 2010/11541-4).

Os animais foram divididos em 5 grupos com 15 animais (figura 2), a
saber:

I CT — grupo controle

Il - CTP — grupo controle exposto a poluicao

[l - 1AM — grupo infartado

IV- IAM G1 - grupo infartado e exposto imediatamente a poluicédo

durante 4 semanas

V- IAM G2 — grupo exposto previamente a poluicdo durante 3
semanas, submetido ao infarto e exposto por mais 4 semanas a

poluicéo.
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Grupos Anélises
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Figura 2 - Fluxo de trabalho

3.1.2. Critérios de exclusado do estudo

Durante a realizacdo do modelo de IAM, os animais que vieram a 0Obito
foram substituidos antes do inicio do projeto. Também foram excluidos do

estudo os animais que tiveram a area de infarto menor que 20%.

3.1.3. Modelo experimental

Para a realizagdo do modelo de IAM, os animais foram anestesiados
com uma combinacdo de xylazina (10 mg/kg) e quetamina (50 mg/kg)
intraperitoneal, entubados oro-traguealmente com jelco 14 G e colocados em
ventilagdo mecanica com frequéncia de 60 ciclos/minutos e volume corrente de

2,5 mL. Uma incisao transversal foi realizada sobre o hemitérax esquerdo, para



18

Materiais e Métodos

exposicdo dos musculos peitorais, os quais foram afastados. Em seguida, a
toracotomia esquerda foi realizada ao nivel do 3° espaco intercostal, para
visualizacado da parede antero-lateral do ventriculo esquerdo proximo a base do
coracao (figura 3).

ApoOs a pericardiotomia, a artéria coronaria esquerda foi localizada na
regido entre o atrio esquerdo e a emergéncia da artéria pulmonar. A ligadura da
artéria foi realizada com fio de nylon 6.0, 1 a 2 mm apds sua origem. A
isquemia resultante foi verificada pelo descoramento muscular da parede livre
do ventriculo esquerdo. A parede do térax foi suturada com fio de algodao 3.0 e
o ar do espaco pleural, drenado.

Os animais do grupo IV foram submetidos ao infarto e imediatamente
expostos a poluicdo atmosférica durante 4 semanas. Os animais do grupo V
foram expostos a poluicdo durante 3 semanas prévias ao IAM. Apls esse
periodo, foram submetidos ao infarto e retornaram a exposi¢cdo durante mais 4

semanas.

Figura 3 — Modelo experimental de infarto agudo do miocérdio
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Os animais foram eutanasiados sob anestesia com quetamina 50 mg/Kg
e xylazina 10 mg/Kg e sob ventilacdo mecanica. Nessa etapa foi coletado
sangue total e, logo depois, realizada a administracdo de solucdo com cloreto
de potassio (soro fisiologico 0,9% 80 mL + KCI 19,1% 20 mL), até a parada
cardiaca.

Apoés a parada cardiaca total do animal foram coletados o coracéo, o
pulm&o, o rim e a tibia. Esses 6rgaos foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -86° C, para a realizacao de experimentos futuros.

Logo apos a remocéo do coracdo o orgdo foi dividido em trés partes:
base, 1/3 médio e ponta, sendo o 1/3 médio fixado em formol 10% e
emblocados em parafina para a realizacdo da analise morfométrica. A base e a
ponta foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer -86°C, para a realizacdo dos experimentos deste trabalho. Todo o
procedimento foi conduzido utilizando-se material esterilizado.

Outros 6rgdos nao usados nesse trabalho foram colocados em saco
leitoso, com identificacdo da espécie, data e procedéncia do laboratério e
entregues para o descarte, que foi realizado conforme as normas de descarte
de material biolégico do Biotério do Instituto do Coracdo da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.2. Caracterizacao do local da exposicéo

O experimento foi realizado no patio da Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo, que esta localizado em um cruzamento com alto
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trafico veicular (Rua Teodoro Sampaio com Avenida Dr. Arnaldo/SP - figura 4).
Conforme dados do relatério da CETESB, do ano de 2006, ha uma circulacéo
diaria de aproximadamente 85 mil carros, sendo 10 mil veiculos a diesel e 6,5
mil motocicletas, na avenida Dr. Arnaldo. JA na Rua Teodoro Sampaio, 0S
ndameros correspondentes sdo 26 mil carros, 5 mil veiculos a diesel e 800

motos™*.

Figura 4 - Fotografia aérea do local de exposicao. O circulo vermelho mostra o local
onde foi instalado o concentrador de poluicdo - FMUSP

3.2.1. Camara de exposicéao

O sistema que foi usado neste trabalho ja foi previamente descrito por
diversos trabalhos® % 43¢,

A exposicado foi realizada como descrito por Mohallem et al.** (2005),
com o objetivo de criar um local real de exposicdo ao material particulado (MP)

do ar emitido pela frota veicular (figura 5). Foram utilizadas duas camaras que
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ficaram lado a lado, constituidas de estruturas cilindricas de aluminio, medindo
2 metros de diametro e 2,15 metros de altura, cobertas por filme plastico com

protecdo contra raios UV (figura 6).

Figura5 - Vista externa do contéiner onde esta localizado o concentrador de poluigdo
— Faculdade de Medicina — USP

O ar atmosférico entra na base das camaras por uma bomba de succao
e € uniformemente distribuido, saindo pela abertura na parte superior. Esse
sistema é normobarico, sendo que a pressao interna ndo excede 30 mm H,0O.
A céamara possui um sistema de filtragcdo com 3 filtros alinhados em série,
sendo um para substancias quimicas e os outros dois removem grandes
particulas e particulas finas até 0,3 um (figura 6).

As camaras receberam o ar atmosférico com fluxo de 20 m*minuto e
foram mantidas as mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade. A dose de
exposicdo foi escolhida tendo como referéncia a dose pela qual pessoas que
vivem na cidade de Sado Paulo estdo expostas. Dados dos relatorios da

CETESB mostraram que a média diaria anual acumulada por hora na cidade é
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de 25 pg/m* de MP, 5. Assim, em 24 horas, a essa concentracdo, temos total de
600 pg/m®. Portanto, nesse estudo os animais receberam diariamente uma
concentracdo de poluicdo em média entre 600-800ug/m* MP,s. As exposicoes

foram realizadas ao longo do dia e por 5 vezes na semana.

Camaras de
Exposicdo

Impactadores
virtuais

Rack de
manutengdo
dos animais

Figura 6 - Céamara de exposicdo a poluicdo atmosférica

3.3. Anélise morfométrica

Os coracdes em parafina foram submetidos a cortes transversais em
seccdes de 4 um ao nivel do equador, de modo a analisar os ventriculos direito
e esquerdo. Foram colocados em laminas silanizadas, para evitar o
descolamento dos tecidos durante os procedimentos histolégicos. Os cortes
foram corados por Picrosirius red e utilizados para analise morfométrica para a

quantificacdo da fracdo do volume de coldgeno no miocardio.
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Para isso, um corte de cada coracéo foi analisado pelo programa Leica
QWIN Image Processing and Analysis Software (Leica Microsystems
Cambridge Ltda), acoplado a microscopia otica.

A guantificacdo da fracdo do volume de colageno intersticial (FVCI) foi
determinada calculando-se a percentagem de area de colageno sobre a area
total de miocérdio, analisando-se todos os campos de um corte, utilizando-se a
objetiva de 5X e aplicando-se a formula abaixo e conforme demonstrado na
figura 7. A fracdo do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo e

do ventriculo direito foi determinada separadamente, excluindo-se a area do

infarto.
Area de colageno
FVCI (%) = - —— X 100
Area total do miocardio
A SER e

Figura 7 - Quantificacdo da fracdo de colageno intersticial, onde (A) lamina total, (B)
qguantificacdo da area total do miocéardio (vermelho) e (C) quantificacdo da
area de colageno (azul)

3.4. Areado infarto

Os mesmos cortes utilizados para a quantificagdo da fracdo do volume
de colageno foram utilizados na medida da area do infarto. Usando o

processador de analise de imagem Leica QWIN Image Processing and
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Analysis Software (Leica Microsystems Cambridge Ltda), os cortes
ventriculares, englobando a circunferéncia ventricular esquerda inteira de cada
amostra, foram fotografados. O IAM foi definido como correspondendo a regiao
da parede ventricular entre as bordas externas onde foi identificado tecido de
cicatrizacdo. Foram medidas as circunferéncias das regifes infartadas e néo
infartadas®’. O tamanho da é&rea de infarto foi, entdo, calculado como a
percentagem do comprimento do IAM em relacdo a circunferéncia ventricular
esquerda inteira de cada seccéo®® *’. A area do infarto do miocéardio final foi

determinada com lente macro (figura 8) e utilizando-se a férmula:

AE-IAM + Al-IAM
. _ 2
Area de infarto (%) = AEVE + ALVE x 100

2

Figura 8 - Medida da area de infarto: AE-IAM (&rea externa do infarto), Al-IAM (&rea
interna do infarto), AE-VE (&rea externa do ventriculo esquerdo), Al-VE
(area interna do ventriculo esquerdo).
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3.5. Ecocardiograma

Ecocardiograma transtoracico modo M, bidimensional e Doppler pulsado
foi realizado utilizando-se o aparelho Acuson, modelo Sequoia 512, com
transdutor de 9 mm e frequéncia de 13 MHz. O padréo de contracdo regional e
global foi avaliado em tempo real nos cortes paraesternal longitudinal e
transverso do ventriculo esquerdo (VE). As dimensfes cardiacas sistolicas e
diastolicas foram analisadas pelo modo M. A funcdo ventricular sistolica foi
avaliada pela medida da fracdo de encurtamento. Os animais foram
submetidos a esse exame no inicio e ao final do estudo, sendo previamente
anestesiados com uma combinacdo de quetamina (50 mg/Kg) e Xylazina
(10 mg/Kg) via intraperitoneal. O exame foi realizado de acordo com a sua
padronizacdo em ratos, sendo considerados como valores normais 0s

ecocardiogramas de animais sadios do grupo controle®.

3.6. Andlise da expressao génica através da técnica PCR Real Time

Esta metodologia foi aplicada para avaliacdo de mediadores da
inflamacao (TNF-a, TGF-B1, IL-1, IL-6, INF-y, CCL-3, CCL-5, CCL-21, CCr-5,

CCr-7), da apoptose (p53 e Bcl-2) e da sobrecarga ventricular (BNP).



26

Materiais e Métodos

3.6.1. Extracdo do RNA total

Para extracdo de RNA das amostras de tecido cardiaco, foram utilizados
50 a 100 mg de tecido em 1,0 mL de TRIzole Reagent (Invitrogen ™). O
material foi triturado no TRIzole Reagent até sua completa homogeneizagéo e
mantido em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se
0,2 mL de cloroférmio e agitou-se vigorosamente com as maos durante 15
segundos, seguindo um periodo de incubacdo de 2 a 3 minutos, em
temperatura ambiente. Essa mistura foi, entdo, centrifugada a 4°C, a uma
velocidade de 12.000 x g durante 15 minutos. A parte aquosa foi removida e
transferida para outro tubo limpo e estéril. Foram adicionados 0,5 mL de alcool
isopropanol e deixada em incubacdo em temperatura ambiente por 10 minutos.
Em seguida, centrifugou-se a 12.000 x g por 10 minutos, a uma temperatura de
4°C. O sobrenadante foi, entdo, removido e descartado, ficando apenas o
precipitado para ser lavado com 1 mL de alcool etilico, agitando o tubo no
vortex e centrifugando por 5 minutos, a uma velocidade de 7.500 x g a 4°C. O
sobrenadante foi, entdo, descartado, deixando o precipitado formado no fundo
do tubo secar, sendo este eluido com 30 a 50 yL de agua DEPC. As
concentracbes das amostras foram determinadas através da leitura em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda 260/280 nm, utilizando-se o
aparelno nanodrop (Thermo Scientific). Ja a qualidade das mesmas foi
verificada através de corrida de eletroforese em gel de agarose. Uma aliquota
com 3 ug de RNA de cada amostra foi separada para a realizagdo do
tratamento e transcricao reversa e o restante das amostras foi armazenado em

freezer -86°C.
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3.6.2. Tratamento do RNA total com DNAse free

O RNA foi submetido ao tratamento com a enzima Turbo DNA-Free™ da
empresa Ambion (The RNA company), o protocolo do fabricante foi seguido
rigorosamente, utilizando-se a quantidade de 3 ug de RNA. Ao RNA foi
adicionado 0,1 do volume de Turbo DNAse Buffer 10 X e 1,0 yL de turbo
Dnase. As amostras foram, entdo, homogeneizadas vigorosamente e
incubadas a 37°C durante 20 a 30 minutos, no equipamento MasterCycler
Gradient (Eppendorf). Ao final da incubagéo, foi adicionado 0,1 do volume do
reagente de inativacdo da DNase, seguido de incubacdo por 5 minutos em
temperatura ambiente (25°C), também no MasterCycler Gradient (Eppendorf).
Apos término da incubacao, seguiu-se a centrifugacdo da amostra a 10.000 x g
por 1,5 minuto e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo livre de

RNase.

3.6.3. Sintese do DNA complementar (cDNA)

Foram utilizados 3 uL RNA total tratado (VF=10 pl), 0,5 yL de oligo dt
(500 ng/pL), 0,5 puL de Random primer (100 ng), 1 pL de 10 mM dNTP.

Foi realizada incubagdo por 5 minutos a temperatura de 65°C, e mais 10
minutos a temperatura ambiente, utilizando o aparelho MasterCycler Gradient

(Eppendorf).

Foi preparada uma mistura contendo 4 pL de tampé&o da Super Script Il

5 X [Tris-HCL 250 mM, KCL 376 mM e MgCL; 15 mM], 2 pL de DTT 0,1 M
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(Invitrogen, Life Technologies, CA, EUA), 1 pL de RNA out e 1 yL da Super
Script Il (200 U / pl). Essa mistura foi adicionada a amostra e incubada a 25°C
por 10 minutos, seguidos de 50 minutos a 42°C; para finalizar e inativar a
enzima, a reacao ficou incubando durante 15 minutos a 70°C.

A concentracdo do cDNA (VF = 20 pL) foi determinada por leitura em
espectrofotometro em comprimento de onda de 260 nM. Os cDNAs foram
diluidos a uma concentracdo de 1:40 puL e armazenados em freezer a

temperatura de -20°C.

3.6.4. Andlise da expressédo dos genes através da técnica de RT-PCR Real

Time

As reacdes de RT-PCR Real Time foram feitas em placas de 96 pocos,
usando reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems — EUA),
conforme descrito pelo fabricante, e o equipamento utilizado foi StepOne Plus
Real-Time PCR Systems-Applied Biosystems. A reacao foi preparada com 6 pL
de Sybr Green; 3,0 yL de cDNA diluidos 1:40 e 3,0 yL de primer (Foward e
Reverse) ja diluidos na concentracdo determinada previamente na reagdo de
otimizacdo dos primers, necessaria para uma eficiéncia de 100%. Essas
quantidades foram utilizadas para elaboracdo da reacdo de real time em
duplicata. O programa para a amplificagdo das amostras consiste em uma
denaturagéo inicial de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por
15 segundos (denaturacdo) e 60°C por 1 minuto (anelamento dos primers e

extensdo). No final de todas as reacdes, as curvas de dissociagdo com
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temperaturas crescentes foram analisadas, a fim de verificar a amplificacdo de
um unico produto. As condicdes da reacao foram idénticas as utilizadas para a
construcéo das curvas de calibragéo e otimizacdo dos primers. Cada reacao foi
realizada em duplicata e, para cada gene do estudo, foram amplificadas em
paralelo as amostras controles cDNA. Todas as reacdes de PCR consideradas
para analise apresentaram eficiéncia igual ou superior a 95%.

A reacdo para cada gene analisado foi cuidadosamente padronizada, a
fim de evitar amplificacdo inespecifica.

A deteccdo dos produtos foi feita pelo monitoramento do sinal
fluorescente emitido pelo corante SYBR Green (Applied Biosystems), que
intercala a dupla fita do DNA, obtido no final de cada ciclo. Os valores
guantitativos foram obtidos a partir do ciclo limiar ou cycle threshould (Ct), onde
0 aumento do sinal associado ao crescimento exponencial dos produtos de
PCR comeca a ser detectado®.

Os niveis de expressdo dos genes estudados foram normalizados em
relacio ao RNAmM dos genes enddgenos (GAPDH e [-actina), conforme
descrito por Livak et al.>°, em 2001.

Nesse trabalho, tomou-se o cuidado de verificar a especificidade da
reacdo de RT-PCR, realizando-se a curva de dissociacdo. A reacdo, sendo
especifica para os produtos de PCR analisado, mostrou um grafico com
apenas um pico a uma determinada temperatura em todas as amostras dos
animais estudados. Os oligonucleotideos usados para esse experimento estédo

descritos na tabela 2.
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Tabela 2 - Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo dos genes: GAPDH,
B-actina, p53, Bcl-2, TNF-a, TGF-B1, IL-1B, IL-6, INF-y, CCL-3, CCL-21,

CCR-7 e BNP
Gene Sequéncia Gene Bank Acess
cavon | LS RRees
pactina | £ 3 STSCIeTeTIeccoTSescros s
s | S SasTIieAseTIeoToTIOTS
e I
L1 | SSTSchcTemeReTeTenTSTSS | ooz
Ny | ESTCeMToschcToneACTAS
cos | Egesteccemectons
coa | scATocracmectoTios
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3.7. Andlise do estresse oxidativo

Para andlise do estresse oxidativo nas amostras de soro dos animais,
foram feitas andlises das proteinas glutationa e ADMA.

A glutationa tem sido descrita como um antioxidante que protege o
miocardio contra a lesdo da isquemia-reperfusdo. Ja a proteina ADMA é
considerada importante inibidor endégeno da sintese de NO, sendo importante

mediador na doenca cardiovascular.

3.7.1. Glutationa

Utilizamos o reagente Glutathione Fluorescent Detection Kit (Arbor
Assays) para dosagem do estado redox da glutationa em soro dos animais do
estudo. O experimento é baseado no reconhecimento do grupo tiol presente
em moléculas de glutationa, formando uma substancia altamente fluorescente
que é detectada em placas de 96 pocos, através de um aparelho de
fluorimetro.

Foi adicionado ao soro o mesmo volume de uma solucdo de
desproteinizacdo volume/volume. Essa mistura foi incubada a 4°C durante 10
minutos. ApGs esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g,
durante 10 minutos, para remover o precipitado de proteinas. Em outro tubo
limpo, coletou-se o0 sobrenadante. Esse material foi armazenado em
freezer -86°C. O sobrenadante foi diluido com o tampdo de amostra (1:2,5)

sendo que essa solugao ficou com a concentracao final de 1%.
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Para a realizacdo do experimento, foi necessario que todos os reagentes
fossem deixados em temperatura ambiente durante aproximadamente
20 minutos.

Foram pipetados 50 puL de todas as amostras na placa, sempre em
duplicata. Em seguida, foram adicionados 25 pL do reagente ThiStar em cada
poco e incubados durante 15 minutos.

Na sequéncia, a mesma amostra foram adicionados 25 pL do reagente
(reaction mixture) em cada poco e incubados durante 15 minutos. Esse
reagente converte todo o contetudo de glutationa oxidada em glutationa total.
Ao término dessa incubacéo, foi efetuada a leitura a 510 nm com excitacao de
370 a 410 nm. Esses dados foram usados para determinar a concentracdo de
glutationa total (GSH total).

Uma curva com concentracdes conhecidas de glutationa foi utilizada

como padrao.

3.7.2. ADMA

Para a determinacdo do ADMA, utilizamos o kit de ELISA ADMA direct
para camundongos e ratos (Enzo Life Sciences).

As amostras foram centrifugadas em colunas para retengéo de residuos
contidos no soro. Apos a centrifugacdo, foi transferido o sobrenadante e
seguido o protocolo.

As amostras, os controles e o padrao do experimento foram pipetados

na placa de 96 pocos, sempre em duplicatas. Adicionados 100 pL do
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anticorpo primario ADMA e incubados durante 15 a 20 horas a temperatura de
2 a 8°C.

Apoés o periodo de incubacdo, foram efetuadas 5 lavagens na placa,

para remocao total do excedente de anticorpo.

Na sequéncia, foram adicionados 200 yL de anticorpo secundario e
incubados durante 1 hora em temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram
efetuadas 5 lavagens da placa, para remocéao total do excedente de anticorpo
secundario. Ao término desse processo, foram adicionados 200 upL de
substrato e incubados durante 6 a 10 minutos, em temperatura ambiente, sem
iluminacdo. ApGs esse processo, foi adicionada uma solugcédo para interromper
a reacao.

A placa foi lida imediatamente em aparelho de espectrofotbmetro, com
comprimento de onda a 450 nm contra 620 nm (690 como referéncia). Para
efetuar os calculos, foi utilizada uma curva de 4 parametros, conforme sugerido

pelo fabricante.

3.8. Andlise estatistica

Testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis®® foram utilizados para
comparacao das variaveis entre os 5 grupos. Quando diferencas significativas
entre os grupos foram observadas, as multiplas comparagfes entre pares de

grupos foram feitas aplicando-se correcéo de Bonferroni®*,

O nivel de significancia dos testes foi de 5%, ou seja, diferencas

significativas foram consideradas quando o nivel descritivo do teste (valor de p)
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foi menor ou igual a 0,05. Vale verificar os casos em que o valor de p foi maior
que 0,05, poréem menor que 0,10. Neste caso, as evidéncias de diferencas
existem, porém sao mais fracas. Os dados foram apresentados com a média e

desvio padréo.

Foi utilizado o Software SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences), versdo 19, para as estatisticas descritivas, graficos e testes ndo

paramétricos.



5. RESULTADOS
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5.1. Sobrevida dos animais

No periodo de execucédo do modelo de IAM, houve 10% de mortalidade.
Esses animais foram repostos antes do inicio do estudo. Durante o periodo de

exposicao a poluicdo atmosférica, ndo tivemos nenhuma perda de animais.

5.2. Andalise morfométrica

A fracdo do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo -
FVCI-VE (%) foi maior nos grupos: CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2 em relacédo ao
grupo controle (figura 9, tabela 3 e grafico 1). Chamamos a atencdo ao grupo
CTP, que apresentou maior deposicédo de colageno no VE, quando comparado
ao grupo CT (p = 0,001). Os grupos infartados também apresentaram maior
deposicdo de colageno, quando comparados ao grupo CT (p < 0,001).
Observamos que, nos grupos infartados (IAM vs IAM G1, IAM vs IAM G2 e IAM
G1 vs IAM G2), a poluicdo ndo acentuou a deposi¢cdo de colageno no intersticio

do miocardio (p = 1,00).

o cTP 1AM IAM G1 IAM G2

A

N L 2

Figura 9 - Miocardio corado pela técnica de Picrosirius red, marcacdo do colageno na
cor vermelha (objetiva 5 X)
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Tabela 3 - Fragéo do volume de colageno intersticial (%)
VE VD
CT 0,35+0,16 0,47 +£0,18
CTP 0,67 +0,19 1,05+ 0,50
IAM 2,77 +1,19 3,05+1,81
IAM G1 3,72+ 2,61 2,82+1,34
IAM G2 3,31+1,97 4,49 + 3,46
FVCI-VE
7 - *%
6 b f *%
5 1 *%
4 4
% -
3 4
2 4
1 4
o L ﬁ
CT CTP IAM IAM G1 1AM G2

Gréfico 1 - Fragdo do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo -
% FVCI-VE

*p =0,001 (CT vs CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2)
**p <0,001 (CTP vs IAM, IAM G1 e IAM G2)

A fracdo do volume de colageno intersticial do ventriculo direito -
FVCI-VD (%) foi maior nos grupos CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2, em relagéo ao
grupo controle, conforme apresentados na tabela 3 e grafico 2. O grupo CTP
também apresentou maior deposi¢cao de colageno no VD, quando comparado
ao grupo CT (p = 0,002). Os grupos infartados também apresentaram maior

deposicdo de colageno, quando comparados ao grupo CTP (p < 0,013).
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Observamos que, nos grupos infartados, a poluicdo ndo aumentou a deposicao

de colageno no intersticio do miocéardio (p = 1,00).

FVCI-VD
9 *%
8 *
7
6 *%
5 * *%
% *
4
3
2 *
: d
o |
CT CTP IAM IAM G1 IAM G2

Gréfico 2 - Fragdo do volume de colageno intersticial do ventriculo direito -
% FVCI-VD

*p 0,002 (CT vs CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2)
**p 0,013 (CTP vs IAM, IAM G1 e IAM G2)

5.3. Areade infarto

A comparacdo do grupo IAM com os grupos infartados e expostos a
poluicdo (IAM G1 e IAM G2) demonstrou que a poluicdo atmosférica nao
interferiu no tamanho da area infartada (p = 0,660), conforme dados

apresentados na tabela 4 e no grafico 3.

Tabela 4 - Quantificacéo da area de infarto

IAM 27,30%
IAM G1 24,46%
IAM G2 27,90%

Valor de p: teste de Kruskal-Wallis (p = 0,660)
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Area de Infarto

40
30
*20

10

IAM IAMG1 IAM G2

Gréfico 3 - Area de infarto (p = 0,660)

5.4. Ecocardiograma

5.4.1. Fracdo de encurtamento

A FE foi semelhante em todos os grupos na fase inicial do estudo
(p = 0,107). Ja na fase final do estudo, o grupo CT apresentou o maior valor
médio de FE, quando comparado aos outros grupos de estudo (CT = 48%;
CTP = 43%; IAM = 32%; IAM G1 = 27% e IAM G2 = 35%). Chamamos a
atencdo para o fato de que o grupo CTP apresentou menor FE que o grupo CT
(p = 0,033).

Os grupos infartados também apresentaram FE reduzida em
comparacdo aos grupos controles (p < 0,03). Entretanto, a poluicdo néo
adicionou piora na funcdo ventricular esquerda nos animais infartados

(p = 1,00). Dados apresentados na figura 10 e no grafico 4.
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Figura 10 - Foto ilustrativa do ecocardiograma dos animais do grupo controle (CT) e

infartado (IAM)

FE- Final
60

50 =
40
% 30
20
10
0
CT CTP IAM

ﬁ

IAM G1

IAM G2

Gréfico 4 - Fracao de encurtamento do VE (%)

*p < 0,03 (CT vs CTP, IAM, IAM G1 e IAM G2)
**p < 0,05 (CTP vs IAM e 1AM G1)

5.4.2. Diametro diast6lico do VE

O DDVE foi semelhante em todos os grupos na fase inicial do estudo,

sem diferencas estatisticas. Ja na fase final do estudo, apesar de 0s grupos



41

Resultados

infartados terem um DDVE maior que 0s grupos controle, isso ndo foi
estatisticamente significante (p = 0,75). A exposicao a poluicdo atmosférica nédo
potencializou o efeito na dilatacdo, no modelo experimental estudado. Os
valores dos DDVE (cm) foram CT = 0,83 + 0,04; CTP = 0,80 + 0,07;
IAM = 0,87 + 0,12; IAM G1 = 0,87 + 0,12 e IAM G2 = 0,90 = 0,10. Dados

apresentados no grafico 5.

DDVE - Final

15

1
0
CTP 1AM

CT IAM G1 IAM G2

cm

Gréfico 5 - Diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo (DDVE-cm) (p = 0,75)

5.4.3. Diametro sistélico do VE

A DSVE (cm) foi semelhante em todos os grupos na fase inicial do
estudo (p = 0,092). No final do estudo, o grupo controle apresentou a menor
meédia de diametro sistolico, quando comparado com o0s grupos infartados
(CT=0,43+£0,037; CTP=0,46 £ 0,077; IAM=0,64 + 0,12; IAM G1= 0,67 £ 0,102
e IAM G2=0,58 + 0,13). O grupo CTP teve DSVE maior que o grupo CT, porém

sem relevancia estatistica (p = 1,00) (grafico 6).
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DSVE - Final
0,9
0,8
0,7
0,6

*%k

*
% 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 T T T
CT CTP IAM

Gréfico 6 - Diametro sistolico final do VE (DSVE - cm)

*p 0,003 (CT vs IAM, IAM G1 e IAM G2)
**p < 0,018 (CTP vs IAM e IAM G1)

*%
*
i . *
T

IAMG1 IAM G2

5.5. Expresséo génica

5.5.1. BNP

O gene BNP, que avalia a sobrecarga ventricular, apresentou maior
expressdo nos grupos CTP (0,28 + 0,60), IAM (0,20 + 0,10), IAM G2
(0,72 £ 1,67), em relacdo ao grupo CT (0,16 £ 0,21). Apesar de verificarmos
uma maior expressao desse gene nesses grupos, os valores ndo foram

representativos estatisticamente (p = 0,118) (gréfico 7).
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BNP
3

2,5

02

315

Nl -

0,5

S ST = T

CT CTP IAM IAMG1 IAMG2

Grafico 7 - Expressao relativa do gene BNP (p = 0,118)

5.5.2. Apoptose

Na avaliacdo da apoptose, o gene p53 foi mais expresso nos grupos I1AM
Gl e IAM G2, quando comparados com o CT, porém sem significancia
estatistica, CT vs IAM G1 (p = 0,52) e CT vs IAM G2 (p = 0,12). Apesar de
terem esses grupos valores médios, o dobro quando comparados ao grupo IAM
(sem poluicéo), a diferenca nao apresentou significancia estatistica IAM vs IAM
G1 (p =1,0); IAMvs IAM G2 (p = 0,23), sugerindo que a exposicao a poluicdo
nao intensificou a resposta da apoptose nesse modelo. Ja o grupo IAM G2
apresentou niveis de expressdo do gene p53 ainda mais elevados quando
comparados com o grupo CTP, apresentando valor de p = 0,02), conforme
apresentado no gréfico 8.

O gene Bcl-2 ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos, apesar de apresentar maior média de expressao no grupo

IAM G2 (gréafico 9).
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P53

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

-
0,02 -
JE BN Bn . |

CT CTP |IAM IAMG1 IAM G2

2 (-dct)

Grafico 8 - Expressao relativa do gene p53
*p = 0,02 (CTP vs IAM G2)
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Gréfico 9 - Expressdo relativa do gene Bcl-2 (p=0,27)
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5.5.3. Citocinas inflamatorias

Para analisarmos o perfil inflamatorio neste estudo, avaliamos a
expressdo de 8 citocinas diferentes (CCL-3, IL-6, TGF-B, TNF-a, IL-1B,
INF-y, CCL-21 e CCR-7).

Apesar de o gene CCL-3 estar mais expresso nos grupos infartados em
relacdo aos grupos controle, e ainda maior no grupo previamente exposto a
poluicdo (IAM G2), ndo houve diferengas estatisticamente significantes

(gréfico 10).

CCL-3

0,035
0,03
0,025
0,02

IAMG1 IAM G2

< 001
0005 | T == ﬁ ﬁ
0 CT I CTP I 1AM I I

Gréfico 10 - Expresséo relativa do gene CCL-3 (p = 0,15)

O gene IL-6 também mostrou maior expressdo no grupo infartado
exposto previamente a poluicdo (IAM G2), porém essa expressao nao atingiu a
significancia estatistica proposta (p = 0,07), conforme dados apresentados no

grafico 11.
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Grafico 11 - Expressao relativa do gene IL-6 (p=0,07)

O gene TGF-f teve maior expressdao nos grupos infartados em
comparacdo aos grupos controle (p < 0,04). A poluicdo potencializou a
expressdo desta citocina no grupo exposto previamente a poluicdo (IAM G2),

em comparacdo ao grupo IAM (sem poluicéo), apresentando valor de p = 0,001

(grafico 12).
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Gréfico 12 - Expresséo relativa do gene TGF-f

*p < 0,04 (CT vs IAM, IAM G1 e IAM G2)
**p = 0,001 (CTP vs IAM G2)
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O gene TNF-a apresentou-se mais elevado novamente no grupo
exposto previamente a poluicdo (IAM G2), quando comparado com 0O grupo
CTP (p = 0,012). Apesar de o0 gene TNF-a estar mais expresso no grupo |IAM
G2 em relacdo ao grupo IAM (sem poluicdo), isso nao foi estatisticamente

significante (p = 0,155; grafico 13).
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Grafico 13 - Expressao relativa do gene TNF-a
*p = 0,012 (CTP vs IAM G2)

Ao analisarmos a citocina IL-1B, verificamos que esta apresentou
comportamento heterogéneo de expressao para 0S grupos expostos a poluicédo
(grafico 14), tanto no infartado quanto no controle, mostrando elevados niveis
de expressdo. Porém, apenas observamos valores significativos quando
comparados o grupo CTP com o grupo IAM (p = 0,04) e com o grupo IAM G2

(p = 0,01).
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Grafico 14 - Expressao relativa do gene IL-13
*p < 0,04 (CTP vs IAM e IAM G2)

Ao analisarmos a expressao do gene INF-y, verificamos, mais uma vez,
que houve uma maior expressao desse gene no grupo exposto previamente a

poluicdo (IAM G2), em relacdo aos outros grupos, incluindo o grupo IAM, sem

poluicdo (p = 0,01; gréfico 15).
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Gréfico 15 - Expressao relativa do gene INF-y

*p = 0,007 (CT vs IAM G2)
*p = 0,002 (CTP vs IAM G2)
*p <0,01 (IAM G2 vs IAM e IAM G1)
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Os genes CCL-21 e CCR-7 tiveram maior expressao nos grupos
infartados, quando comparados com 0s grupos controle. Assim como nhas
outras citocinas, os genes CCL-21 e CCR-7 (gréficos 16 e 17) foram mais
elevados no grupo IAM G2, quando comparados com 0S grupos controle,
porém esse aumento na expressao nos dois genes ndo foi estatisticamente
significante (p = 1,00). Ja o grupo IAM apresentou expressdo maior em relacéao
aos grupos controle (p < 0,04).

Novamente observamos maior expressdo desses genes no grupo
IAM G2 em comparacdo com o0 grupo IAM (sem poluicdo), mas sem

significancia estatistica (p = 1,00).
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Gréfico 16 - Expresséo relativa do gene CCL-21

*n = 0,04 (CT vs IAM)
**pn = 0,004 (CTP vs IAM)
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Grafico 17 - Expressao relativa do gene CCR-7
*p = 0,03 (CTP vs IAM)

5.6. Andlise do estresse oxidativo

5.6.1. Glutationa

No gréafico 18, ilustramos os dados obtidos na mensuracéo da glutationa
total. Observamos que essa proteina apresentou maior concentracdo em todos
0S grupos, quando comparado com o CT (p < 0,03). Verificamos que o CTP
tem maior concentracéo de glutationa, quando comparado com o CT (p = 0,03),

exceto com o grupo IAM G2.
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Grafico 18 - Analise em soro do contelildo GSH total
*p < 0,03 (CT vs CTP, IAM e IAM G1)

5.6.2. ADMA

Apesar de a proteina ADMA ser considerada como importante marcador
da doenca cardiovascular, ndo encontramos diferencas nas amostras de soro
dos grupos (CT = 0,27 + 0,10; CTP = 0,20 + 0,05; IAM = 0,22 + 0,05;
IAM G1 = 0,22 + 0,05; e IAM G2 = 0,22 + 0,08), apresentando p = 0,170

(grafico 19).
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5.7. Limitacfes da pesquisa

Em algumas variaveis, com nivel de significancia limitrofe, é provavel
gue o numero de animais tenha interferido no resultado.

Estudamos a fase crbnica, portanto a parte dos mecanismos
(inflamacao, apoptose e estresse oxidativo) poderia ser mais exacerbada na

fase aguda.



7. DISCUSSAO
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Nos ultimos anos, inimeros trabalhos epidemiolégicos apresentados na
literatura evidenciaram os efeitos da poluicdo atmosférica, principalmente o
material particulado fino (MP.s), com o aumento de admissdo hospitalar®*>*.
Essa exposicdo a poluicdo estd associada a maior causa de morbidade e
mortalidade relacionada a inimeras doencas, principalmente
cardiorrespiratorias. A elevacdo da poluicdo, em um curto prazo, ao longo de
um periodo de horas por dia, pode provocar morte cardiaca, infarto do
miocérdio e intensificar a insuficiéncia cardiaca.

O presente trabalho baseou-se na analise do papel da poluicdo
atmosférica no remodelamento do miocardio. Para tal, produzimos um cenario
real de exposicao a poluicdo atmosférica com a dose acumulada equivalente a
600/800 ugm3, concentracdo que representa aguela em que uma pessoa
comum pode ficar exposta diariamente em grandes centros urbanos, como a
cidade de S&o Paulo™ *°.

Até o momento, a literatura ndo apresenta dados acumulados
associando diretamente a poluicdo atmosférica o remodelamento miocardico,
mais especificamente a fibrose, correlacionando esse dano com o0s seus
possiveis mediadores.

Varios sdo 0s mecanismos que justificam o estimulo da poluicdo
atmosférica na fibrose miocardica e que, portanto, sdo a base da hipotese
dessa investigacdo. A inflamacdo, o estresse oxidativo e a apoptose figuram
entre essas vias promotoras da deposicdo exacerbada do coldgeno no

intersticio do miocéardio, promovendo o remodelamento estrutural da arquitetura

desse musculo®® *’. Essas mesmas vias que promovem a perda celular por
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necrose e/ou apoptose em diferentes tecidos modulam a lesdo miocardica
causada por diferentes agressées®® %,

Para este estudo, escolhnemos o modelo de infarto agudo do miocardio,
por ser um modelo experimental bem estabelecido na literatura e por
desenvolver essa sequéncia de mecanismos que levam a agressdo ao tecido
miocardico®®’. Por serem vias comuns aquelas estimuladas pela poluicéo,
esta poderia, portanto, amplificar a resposta, levando ao aumento da fibrose
miocardica.

Neste estudo, pudemos observar o estimulo gerado pela poluicdo no
acumulo exacerbado de colageno no intersticio miocardico de coracfes
saudaveis. Dessa forma, vimos que a FVCI foi aproximadamente o dobro no
grupo CTP em comparacdo ao grupo CT, no ventriculo esquerdo. Esse

resultado j& foi observado no trabalho de Wold et al.*®

(2012) que, entretanto,
expuseram 0s animais, no periodo de 9 meses, a uma concentracdo de
material particulado muito menor que a utilizada no presente estudo.
Lembramos que a concentracdo utilizada neste trabalho se aproxima muito
mais da vida real de um individuo que vive em grandes centros urbanos, como
a cidade de Sdo Paulo. Também em nosso estudo tivemos a oportunidade de
quantificar o acumulo de coldgeno separadamente no ventriculo direito. Essa
analise também evidenciou deposi¢do de colageno maior que o dobro no CTP,
em comparacao ao grupo CT. Em nossa opinido, essa medida isolada do
ventriculo esquerdo do ventriculo direito, diferente do apresentado no trabalho

de Wold et al.®® (2012), é de fundamental importancia, vistos os efeitos que a

poluicdo apresenta no territério pulmonar, o que poderia influenciar o aumento
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da fibrose no territorio direito. Isso deixa claro, dessa forma, a influéncia direta
da poluicdo no miocardio.

Como esperado, o modelo escolhido promoveu intensa fibrose nos
ventriculos esquerdo e direito e nas areas remotas ao infarto, desconsiderando
a area infartada. Esses dados ja eram esperados, como visto desde os
primeiros trabalhos feito por Janice Pfeffer et al.*®. A cascata de vias ativadas
pela agressdo miocardica sdo, por vezes, coincidentes aquelas ativadas pela
poluicdo em diferentes tecidos. Seria, portanto, de se esperar que, assim como
nos coracfes saudaveis do grupo CTP, a poluicdo amplificaria a resposta da
agressdo ao miocéardio pelo infarto. Entretanto, ndo observamos essa
exacerbacdo do acumulo do colageno no intersticio do miocardio estimulada
pela poluicdo nos grupos infartados. Isso ficou claro quando néo
demonstramos diferencas significativas na analise da FVCI-VE e FVCI-VD
entre 0os grupos infartados e expostos a poluicdo atmosférica e o grupo
infartado que ficou em estante ventilada com filtros de purificacdo de ar.
Também essa ndo amplificacdo da poluicdo na resposta a agressao miocardica
fica evidente na semelhanca do tamanho da area de infarto entre todos os
grupos infartados, com ou sem exposicdo a poluicdo atmosférica. Duas
hipéteses podem ser especuladas neste cenario. A primeira é que a cascata de
mediadores ativadas pela agressdo isquémica seja muito mais intensa do que
aquela estimulada pela polui¢do, sobrepondo-se ao estimulo desta na resposta
da fibrose miocéardica. Outra hip6tese seria que o tempo mais prolongado de
exposicdo a poluicdo poderia, ai sim, intensificar ou perpetuar a ativacdo das

vias de modulacdo da fibrose. Essa especulacdo é reforcada quando
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observamos a FVCI-VD que, apesar de sem significancia estatistica, ¢ de
aproximadamente 25% maior no grupo IAM G2 (exposto por tempo mais
prolongado a polui¢cdo) do que o grupo IAM. Do mesmo modo, no trabalho de
Wold et al.”®, observamos que, apesar de uma dose muito menor de exposicéo
ao material particulado, o tempo de 9 meses foi o suficiente para causar fibrose
miocardica.

A ativacdo de mediadores com efeitos enddocrinos, autécrinos e
paracrinos sdo bem descritos no desenvolvimento da fibrose miocardica®®*.
Esse € o0 caso do sistema renina-angiotensina-aldosterona, o qual € estimulado
pelo sistema simpatico. Por sua vez, a ativacdo simpatica tem um estimulo
direto da poluicdo®®, portanto essa poderia ser outra via que promoveu o
aumento da fibrose nos coracfes saudaveis. Mais uma vez, esses mediadores
estdo extremamente elevados no miocardio infartado?®. Assim, é possivel que o
estimulo da poluicdo seja insuficiente para amplificar a fibrose no instersticio do
miocardio.

Um mecanismo que promove a acao direta da poluicdo no coracdo € a
presenca de substancias metalicas ligadas as particulas que sao sollveis em
agua e, assim, biodisponiveis, passando diretamente para a circulacéo
pulmonar e migrando para o coracdo, induzindo lesdes cardiacas. Outra
hipotese afirma que a exposi¢cdo ao material particulado fino leva a inflamagéo
microvascular, trombose e mudancas endoteliais sistémicas, resultando uma
alteracdo da contratilidade miocardica®®. Uma vez estimulado o miocéardio e
vias sistémicas, uma cascata de eventos € iniciada. Nesse cenario, mediadores

inflamatorios representam fator fundamental na lesdo miocardica. Sabemos
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que a resposta inata da inflamacao representa um mecanismo protetor®® 28 2°,

Entretanto, os niveis e a permanéncia de mediadores inflamatérios no
miocardio promovem a perda da unidade contratil, tanto por necrose quanto por
estimulos & apoptose®® 31 32 3% 8 No presente estudo, nés observamos
estimulo significativo da poluicdo nas vias inflamatorias. Esse estimulo ficou
ainda mais claro nos animais do grupo IAM G2, que ficaram expostos durante
7 semanas a poluicdo atmosférica. Tanto a expressdao de TGF-B, TNF-a e
INF-y apresentaram significancia estatistica nesse contexto. Outros marcadores
moleculares analisados, como a expressao das citocinas CCL-3, IL-6, CCL-21
e CCR-7, também tiveram niveis mais elevados no grupo IAM G2 (por tempo
mais prolongado a poluicdo), porém, ndo atingiram valores significantes
estatisticamente. E possivel que o nimero de animais ou o tempo de exposi¢ao
a poluicdo ndo tenham sido suficiente para essas analises, visto os valores
absolutos em algumas situacbes serem quase trés vezes maiores que 0S
valores dos grupos controle. De qualquer maneira, a ativacao inflamatéria ficou
clara nos resultados desse experimento. Os niveis elevados de TGF-, TNF-a
e de outras citocinas ja haviam sido demonstradas em outros trabalhos®*®’.
Entretanto, o que nao ficou claro em outros estudos foi uma relacdo dessa
inflamacdo com a fibrose, especificamente no miocardio. N6s pudemos
observar que, no grupo com o tempo mais prolongado de exposicao a poluicéo
(IAM G2), a média dos niveis de mediadores inflamatérios foi maior,
coincidindo com a maior deposicdo de colageno no intersticio do miocardio
(FCVI-VD). Nesse grupo, mais uma vez se repete de forma coerente o fato de

a poluicdo nao exacerbar a resposta inflamatoria apés a agressao miocardica
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pela isquemia, exceto o INF-y, que esteve mais elevado no grupo IAM G2 em
comparacao ao grupo IAM, novamente coincidindo com o padréo de resposta
da deposicéo de colageno intersticial.

Uma complexa rede de mediadores e sinalizadores promove uma inter-
relacdo de duas vias entre a ativacdo inflamatdria e o estresse oxidativo.
Sabemos que citocinas inflamatdérias, por diferentes vias, estimulam a liberagéo
de espécies reativas de oxigénio e essas, por sua vez, perpetuam a resposta

inflamatéria®®2> 8 69,

O dano celular causado pelo acumulo de espécies
reativas de oxigénio ou pela reducédo de seus antagonistas € bem descrito em
vérias situacoes'®. Risom et al.** (2005), Misha et al.*® (2012), Kim et al.®®
(2012) e Valavanidis et al.”® (2013) mostraram o aumento do estresse oxidativo
estimulado pela exposicdo a poluicdo. A perda de cardiomidcitos promovida
pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio no miocéardio, tanto por necrose

70, 71

e/ou por apoptose, também é bastante estudada Nossos achados

69, 70

corroboram esses estudos , quando observamos um acumulo da glutationa

nos soros dos animais estudados expostos a poluicdo. A glutationa é um
composto tiol ndo proteico (tripeptideo linear) antioxidante que tem a sua
producdo aumentada quando estimulada pela poluicdo atmosférica. Isso ficou
comprovado quando observamos valores significativamente maiores no grupo
saudavel exposto a poluicdo (CTP), quando comparado ao grupo CT. Ainda no
gue se refere ao estresse oxidativo, mais uma vez observamos niveis elevados
de glutationa nos grupos infartados e expostos a poluicdo (IAM G1 e IAM G2)

em comparacdo ao grupo IAM, porém sem significancia estatisitca’’.

Considerando a cascata de eventos inflamac&o mais estresse oxidativo mais
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fibrose miocardica, os dados sédo alinhados no seu padrdo de apresentacao.
Portanto, a explicacdo para tal deve ser a mesma, qual seja, o tempo de
exposicao a poluicdo atmosférica ou ao nimero de animais estudados.

Como resultado da acdo da inflamacdo e do estresse oxidativo
desencadeados tanto pela injuria isquémica e/ou pela exposicédo a poluicdo, a
perda de cardiomidcitos ocorre com consequente reposicdo por colageno,
levando a uma fibrose reparativa. Essa perda da unidade contratil do miocardio
ocorre, entre outras causas, por apoptose® ®. Nossos achados mostram uma
elevacdo da p53, mediador pro-apoptotico, principalmente nos grupos
infartados expostos a poluicdo, mais ainda no grupo IAM G2 (tempo mais
prolongado de exposicdo a poluicdo), confirmando, assim, o estimulo a
apoptose no miocardio promovido pela exposicdo a poluicdo atmosférica.
Entretando, esse estimulo, apesar de maior nos grupos infartados e expostos a
poluicdo, ndo atingiram significancia quando comparados ao grupo infartado
(controle). E possivel que o mecanismo de perda celular por apoptose na area
remota ao infarto também tenha interferido na fibrose reparativa, visto que, na
fracdo de colageno do VD e na éarea de infarto, foi maior no grupo infartado
(IAM G2), apesar de nao ter atingido valores estatisticamente significantes.

Independente do mecanismo causador da perda celular e do
remodelamento estrutural do miocéardio, a perda das funcdes sistolica e
diastolica do coragéo ocorre em diferentes graus, na dependéncia da extensao
do dano celular, do comportamento molecular intracelular e do intersticio
miocardio. Como era de se esperar, 0s grupos infartados tiveram a funcéo

sistdlica mais comprometida em comparagdo com 0s grupos controle. O
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comprometimento do intersticio miocardico com o aumento do colageno nesse
compartimento mostrou papel fundamental na alteracdo da funcéo sistolica
ventricular esquerda. Podemos explorar essa afirmativa, visto que as areas de
infarto foram semelhantes em todos os grupos infartados e ainda menor no
grupo infartado exposto a poluicdo (IAM G1). Porém, esse grupo foi o que
apresentou maior percentual de area de colageno no intersticio na area remota
ao infarto no ventriculo esquerdo e também o que apresentou menor fracdo de
encurtamento entre os grupos, sugerindo que, de fato, a distor¢cdo do intersticio
do miocardio distante da area infartada se mostra como importante modulador
do comprometimento funcional do coracdo. Vale ressaltar que a poluicdo,
assim como a deposicdo de colageno, ndo promoveu perda maior da funcao
sistélica ventricular nos grupos infartados. Entretanto, assim como a poluicdo
promoveu maior deposicao de colageno do intersticio miocardico nos coracdes
saudaveis, ela também promoveu perda da funcéo sistolica no coracdo dos
animais desse grupo, confirmando, assim, a importancia do remodelamento
estrutural miocardico na funcdo cardiaca e o papel da poluicdo no
remodelamento estrutural e funcional.

Analisando os dados encontrados em nosso estudo, pudemos concluir
que, de fato, a poluicdo atmosférica tem papel fundamental no remodelamento
estrutural do miocardio, promovendo a perda da funcdo do coracdo, nao
amplificando, entretanto, a resposta no coracdo agredido pela injdria
isquémica. A inflamacéo, o estresse oxidaivo e a apoptose parecem ser vias

que participam diretamente nesse processo. E o tempo de exposicdo a
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poluicdo atmosférica sugere ter papel fundamental no estimulo dessas vias
moduladoras da leséo celular.

Logo, este estudo define um outro aspecto do prejuizo da poluicdo a
salude, mais especificamente, a lesdo cardiaca, dados esses que, somados as
de outros estudos, demostram a necessidade imediata do desenvolvimento de

medidas politicas para o controle da poluicdo em nosso meio.



8. CONCLUSOES
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1.

A poluicdo estimulou a deposicdo de colageno no intersticio
miocardico do VE e do VD em coracdes saudaveis. Entretanto, ela
nao amplificou a resposta de fibrose miocardica no coracao agredido
pela isquemia produzida no modelo de infarto. Também néo

promoveu 0 aumento da area de infarto neste modelo.

A poluicdo promoveu piora da funcado sistolica no VE em coragdes
saudaveis. Mais uma vez, ela nao intensificou a deterioracdo da

funcao ventricular nos coracgdes infartados.

Neste modelo, a poluicdo ndo intensificou a piora do remodelamento
geométrico ventricular nos coracdes infartados, conforme observado

na avaliacdo do DSVE.

Quanto ao perfil inflamatorio, a poluicdo amplificou essa resposta no

grupo exposto a esse agente por tempo mais prolongado (IAM G2).

Apesar de a poluicdo estimular a apoptose nos coracdes infartados,

ela nao foi fator determinante nesse cenario.

A poluicdo modulou o estresse oxidativo nos coragdes saudaveis,

mas ndo amplificou essa resposta nos coracgoes infartados.
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