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RESUMO

Introducido — O tabagismo passivo ¢ reconhecido como um fator de risco para doengas
cardiovasculares (DCV). O exercicio fisico tem sido amplamente indicado para prevencao
e tratamento de DCV, tendo em vista que se praticado regularmente promove alteragdes
metabolicas, neuromusculares e cardiovasculares benéficas, tanto para a mae quanto para o
feto. Objetivos — Avaliar o impacto do exercicio fisico por meio da natacdo durante
prenhez e lactacdo, com analise morfométrica, cariométrica, ¢ dimensao fractal de
miocéardio em ratas submetidas a tabagismo passivo, e sua prole considerando-se o peso
corporal e do coracdo, assim como também nas maes. Material e Métodos — Foram
estudadas 48 ratas distribuidas em oito grupos, sendo quatro com prenhez: GFP — exposto a
fumaca de cigarro; GFNP —fumaca de cigarro e natagdo; GNP — apenas natagdao; GCP —
controle; e os outros quatro grupos com prenhez e em lactagdo: GFL — exposto a fumaca de
cigarro; GFNL —fumaca de cigarro e natagdo; GNL —apenas natacdo; GCL — controle. O
protocolo de exposi¢do a fumaca de cigarro durante prenhez e lactagdo foi de 30 minutos,
duas vezes ao dia, por seis semanas. Nesse mesmo periodo foi iniciado o programa de
natacdo, por 60 minutos didrios até o 21° dia de amamentacdo. O peso corporal foi
registrado ao final do experimento. Apds eutanasia, o coracdo das maes e das respectivas
proles foi pesado, e o miocardio das maes submetido a andlise histomorfométrica com
mensuragao da area dos cardiomidcitos; cariometria ¢ dimensao fractal. Admitiu-se nivel
de significancia para valor-P<0,05. Resultados — Apo6s o periodo de lactagdo, o grupo
GNL mostrou aumento de peso corporal, comparado ao grupo exposto ao protocolo de
natacdo associado a fumaga de cigarros (GFNL; P=0,026). Em relacao aos filhotes, a prole
de ratas expostas a fumaca e a natagdo (GFNP) mostrou reducdo no peso corporal
(22,547+4,68g), comparada a prole de ratas expostas somente a fumaca (GFP:

prole=26,452+4,59¢g; P=0,003) e a prole de ratas sem exposi¢do e ndo inseridas no



programa de natagao (GCP: prole=34,47+7,81g; P=0,001). A prole do GFNP apresentou
também valores reduzidos no peso do coracgao (0,157+0,027g), comparada a prole de ratas
submetidas a natacdo (GNP: prole = 0,2514+0,033g; P=0,004). Houve aumento da area de
cardiomiocitos nas ratas prenhes expostas a fumaca de cigarros € ao protocolo de natacao
(GFNP: mediana=267,74um?), comparado ao grupo controle (GCP=252,97um?; P=0,044),
assim como ao grupo submetido ao programa de natagdo (GNP=251,48um?; P=0,022). Ja,
durante prenhez e lactagdo, destacou-se o grupo submetido apenas a natagao (GNL), com
valores aumentados da area de cardiomiocitos (290,08um?), comparado ao grupo do
programa de natagdo associado ao tabagismo passivo (GFNL=241,96um?; P<0,0001).
Cariometria e dimensdo fractal ndo mostraram diferenga entre os grupos (P>0,05).
Conclusdao — Tabagismo passivo associado a natagdo em periodo de prenhez e lactagdo
influencia a reducdo de peso corporal em ratas, assim como, na prole que apresenta
também redugdo do peso do coracdo. Por outro lado, a pratica de natacdo em ambos o0s
periodos influencia hipertrofia do musculo cardiaco em ratas, mesmo na exposi¢ao ao
tabagismo passivo durante a prenhez, sugerindo manuten¢do do desempenho contratil do

coragao.

Palavras-chave: Prenhez, Lactacdo, Tabagismo Passivo, Exercicio Fisico, Miocardio.
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ABSTRACT

Introduction - Passive smoking is recognized as a risk factor for cardiovascular disease
(CVD). Physical exercise has been widely pointed out to prevent and treat CVD; taking
into account that regular practice provides beneficial metabolic, neuromuscular and
cardiovascular changes for both mother and fetuses. Objectives — To evaluate the impact
of physical exercise through swimming during the period of pregnancy and lactation, with
morphometric, cariometric and fractal dimension analyses of the myocardium in rats
submitted to passive smoking, and their offspring considering, in this case, body and heart
weight, as well as in the mothers. Material and Methods — Forty-eight female rats divided
into eight groups were studied; four of them pregnant: GFP - exposed to cigarette smoking;
GFNP - cigarette smoking and swimming; GNP - just swimming; GCP — control; and other
four groups with pregnancy and in lactation: GFL - exposed to cigarette smoking; GFNL -
cigarette smoking and swimming; GNL -  just swimming; GCL - control. During
pregnancy and lactation, the protocol for cigarette smoking exposition was 30 minutes
twice a day for six weeks. At this same period, the swimming program was started for 60
minutes a day up to the 21st day of breastfeeding. Body weight of all animals was
recorded at the end of the experiment. After euthanasia, the heart of mothers and their
offspring were weighed, and the mothers’ myocardium also submitted to
histomorphometric analysis with measurement of the cardiomyocyte area; cariometry and
fractal dimension. P-value<0.05 was used for significance value. Results - After the
lactation period, the group GNL showed increase in body weight as compared to those
exposed to the swimming protocol associated to cigarette smoking (GFNL; P=0.026). In
relation to offspring, the offspring of mothers exposed to smoking and swimming (GFNP)
showed reduction in body weight (22.547+4.68g) as compared to the offspring of mothers

exposed to smoking (GFP: offspring = 26.452+4.59g; P=0.003) and to the group without



exposure and not included in the swimming program (GCP: offspring = 34.47+7.81g;
P=0.001). GFNP offspring also presented reduced values in heart weight (0.157+0.027g) as
compared to the offspring of mothers exposed to swimming (GNP:
offspring=0.251+0.033g; P=0.004). There was an increase in the area of cardiomyocytes
in pregnant rats exposed to cigarette smoking and to the swimming protocol (GFNP:
median=267.74um?) as compared to pregnancy only  (GCP=252.97um?; P=0.044), as
well as to the group submitted to the swimming protocol (GNP=251.48um?; P=0.022).
During pregnancy and lactation period, the group exposed to swimming protocol (GNL)
was stood out with increased values of the area of cardiomyocytes (290.08pum?) as
compared to the group of the swimming and passive smoking program
(GFNL=241.96um?; P<0.0001). Cariometry and fractal dimension showed no difference
between the groups (P>0.05). Conclusion — Passive smoking associated with swimming
during pregnancy and lactation period influences the reduction of body weight in female
rats as well as the offspring, that also presents a reduction in heart weight. On the other
hand, the swimming practice during both periods influences cardiac muscle hypertrophy in
rats, even in exposure to passive smoking during pregnancy, suggesting maintenance of the

contractile performance of the heart.

Key-words: Pregnancy, Lactation, Passive Smoking, Physical Exercise, Myocardium.
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1. INTRODUCAO

A fumaga do cigarro ¢ complexa, dinamica e reativa, € possui uma mistura com
cerca de 5.000 produtos quimicos. E um aerossol de goticulas liquidas suspensas em
gases semi-volateis, além de hidrocarbonetos aromaticos, nitrosaminas especificas do
tabaco, fitoesterdis e metais, assim como fenol e cresois (fendlicos). A fase gasosa
contém nitrogénio e oxigénio, e também varios combustiveis, tais como monoéxido e
diéxido de carbono (CO e CO,, respectivamente) e 6xido nitrico. A nicotina, um
alcaléide produzido nas raizes da planta de tabaco, ¢ o principal composto viciante de
fumaca do cigarro .

O tabagismo passivo aumenta o risco de inimeras doencas e tem sido em
especial, um fator de risco responsdvel pelo aumento de 30% das doencas

@

cardiovasculares (DCV)*”. Os efeitos causados pelo cigarro no sistema cardiovascular

contribuem para manifestacdes como trombose, aterosclerose, espasmo de artéria

corondria, arritmias cardiacas e redug¢do da capacidade do sangue em fornecer

()

oxigénio’. Dentre os efeitos do fumo passivo destacam-se disfun¢do endotelial,

~ : . : ~ o (4
alteracio de lipoproteinas, inflamacio e ativagdo plaquetaria .

Varios fatores de risco para DCV ocorrem ja na infincia 7). Ressalta-se que
exposicdes adversas ocasionam permanentes adaptagdes fetais em relagdo a estrutura,
fisiologia e metabolismo. Estudos epidemioldgicos demonstram que o baixo peso ao

, ) . . : : 8.9

nascer estd associado a risco aumentado de DCV, diabetes tipo 2 ¢ obesidade .
Reconhecidamente, o tabagismo materno ¢ um dos fatores de risco adversos
. , . .. . , . - (10,11)
modificaveis mais importantes para o baixo peso ao nascer, nos paises ocidentais .

Ha referéncia de reducdo do peso em 236g nos bebés de gestantes que

. . . (12 . . .
consomem acima de 10 cigarros por dia"®. A nicotina, assim como CO e outras



substancias contidas na fumaca do cigarro, ¢ capaz de atravessar a placenta, entrar na
circulacdo fetal e afetar seu desenvolvimento. Ressalta-se que CO pode influenciar,
ainda, o fornecimento do oxigénio da crianca ao nascer .
O tabagismo materno, além de baixo peso ao nascer, provoca déficit do
crescimento fetal, maior risco de prematuridade, aborto espontineo e malformacao
A - (13) . . . . .
congénita * . A nicotina age, no organismo materno liberando catecolaminas causando,
consequentemente, taquicardia, vasoconstrigdo periférica e redug¢do da perfusdo
, . A - . - . 14
sanguinea uterina. Esta condigdo resulta em nutri¢do e oxigenacdo fetal deficientes .
Com relagdo a aspectos cardiovasculares, a exposi¢do pré-natal ao cigarro foi
associada com menor variabilidade da frequéncia cardiaca fetal e hipotensdao no

, 15 . 1,16-18
utero( ). Varios estudos , )

encontraram associacdo do tabagismo materno durante a
gravidez com maior pressdo sanguinea sistolica ou diastélica na infancia. Nesse caso, a
pressdo elevada na prole esta relacionada a disfuncdo endotelial, mudancas em estrutura
e fun¢do renal e alteragdes perivascular no tecido adiposo, importante modulador da
funcdo vascular ',

O tabagismo ativo estd bem estabelecido como fator contribuinte para o parto
prematuro'’*?". Por outro lado, é crescente a preocupacio pela agio do tabagismo
passivo, que ¢ a exposicdo ao fumo ambiental do tabaco ou fumo passivo, que pode
ocasionar também o parto prematuro®>", devido aos mesmos mecanismos biologicos
do tabagismo ativo, no entanto, ha divergéncias ®*. Verificou-se que a exposi¢do a
fumaga de cigarro durante prenhez e lactagdo acarretou prejuizos morfométricos e
séricos tanto nas mie como para a prole '*). Nesse caso, destaca-se a redugio no peso

(12)

da prole, mais frequente no grupo de gestantes fumantes passivas' ~’, correspondente a

79¢ comparado ao grupo de gestantes ndo fumantes®. Além disso, ha influéncia



negativa também sobre o numero e comprimento corporal dos filhotes, do nascimento
. . (26)

ao desmame, assim como no desenvolvimento muscular .

Por outro lado, o exercicio fisico tem sido amplamente indicado e aplicado com

@7 ¢ tratar DCV®Y, tendo em vista que praticado regularmente

o intuito de prevenir
promove alteragdes metabolicas, neuromusculares e cardiovasculares benéficas.
Durante o exercicio fisico o coragdo ¢ exposto a adaptacdes bioquimicas, elétricas,
morfolégicas e mecanicas, pelo aumento da atividade metabdlica e mecanica, o que
proporciona melhora na fungio cardiaca .

O mesmo acontece durante a gestacdo, em que a pratica de exercicio fisico
regular resulta em beneficios, tanto para a mae quanto para o feto. Destacam-se entre 0s
aspectos maternos melhora na funcdo cardiovascular, controle do ganho de peso,
diminui¢do do desconforto musculo-esquelético, diminuicdo da incidéncia de caibras
musculares e de edema de membros inferiores, estabilidade do humor, e atenuacao de
diabetes mellitus e hipertensdo gestacional ©*. Dentre as alteragdes que ocorrem no
sistema musculo-esquelético no periodo gestacional destacam-se abdomen protuso,
devido o aumento do tutero, marcha gingada ou anserina, hiperlordose lombar
fisiologica, alteracdo do centro de gravidade, aumento do peso corporal, distensdo
muscular abdominal, aumento da pressdo e de peso sobre a musculatura do assoalho
pélvico e compressées(3 b,

No sistema respiratorio, além de alteracdes funcionais, acontecem alteracdes
anatomicas devido a abertura gradual das ultimas costelas, ao diafragma, que se eleva
cerca de 4cm, ocasionando aumento do didmetro transversal em 2cm. Como

consequéncia, a respiracao passa a ser predominantemente diafragmatica em detrimento

da costal. Ja as alteragdes funcionais incluem o volume corrente e volume minuto que



aumentam progressivamente durante a gestacdo, assim como o aumento da frequéncia
respiratoria, entretanto, o espago morto ndo se altera e o volume corrente ¢ acomodado
no espago alveolar 32),

No sistema endocrino ha alteragdes para atender as crescentes demandas do feto
e para formacdo de reservas nos tecidos maternos, como aumento de 30% das
necessidades de proteinas, carboidratos e lipides, assim como de ferro, acido folico e
calcio. Pela agdo do estrogénio, ocorre o relaxamento dos ligamentos, em especial os
ligamentos da pelve e aumento da vascularizagdo. J4, pela acdo da progesterona e
relaxina hd reducdo do tonus dos musculos responsaveis pela estabilizacdo dessas
articulagdes. Também, pela agdo hormonal ocorre retencdo de dgua e sdédio e aumento
no ritmo de filtragdo glomerular, ocasionando edema de membros inferiores™*>?.

As modificagdes hemodindmicas e cardiacas que ocorrem durante a gestagdo,
como a hipervolemia fisiologica da gravidez, garantem o suporte de oxigénio e
nutrientes para o feto e protege a mae contra a diminui¢ao do retorno venoso, decorrente
de compressao uterina e perda sanguinea no parto 4%, Na gestacdo, a pressdo arterial
(PA) diminui até a vigésima semana, entretanto, aumenta até o dia do parto, com
valores finais similares aqueles encontrados no inicio da gesta¢do. Por outro lado, a
frequéncia cardiaca de repouso aumenta abruptamente nos primeiros trés meses,
seguido de aumento moderado até o final da gestacdo, com aumento de 15-20
batimentos em relagio aos valores nio gravidicos®®.

A resisténcia vascular sistémica também diminui durante a gravidez, até 25
semanas de gestagdo e, em seguida, gradualmente aumenta até o parto, enquanto a

~ p LT . 37 .
pressdo sanguinea sistolica permanece inalterada ®”. Ao mesmo tempo, o sistema

renina-angiotensina ¢ ativado aumentando, consequentemente, a secre¢ao do hormonio



antidiurético para reter liquido e manter ou reduzir ligeiramente a pressao sanguinea 38,

Hé também, remodelamento mediado pelo estrogénio no inicio da gestacdo causando
reducdo do tonus vascular e, consequentemente, reducdo priméria na pos-carga e
aumento da capacitancia, refletida no aumento do débito cardiaco em repouso, em torno
de 50% acima dos valores ndo gravidicos ©”. Além disso, ocorre aumento das
dimensdes da cavidade ventricular sem aumento da espessura da parede e aumento da
capacitancia aortica “%.

Sabe-se que pratica de atividade fisica regular, moderada, controlada e orientada
pode produzir efeitos benéficos sobre a satide da gestante e do feto, na qualidade de
vida e na prevengdo e/ou controle de diversas doencas “". Antigamente, as gestantes
eram aconselhadas a reduzirem suas atividades, especialmente durante o ultimo
trimestre da gestagdo, acreditando-se que o exercicio aumentaria o risco de trabalho de
parto prematuro por meio de estimulagdo da atividade uterina. Entretanto, o American
College of Obstetricians and Gynecologists (1990) reconheceu que a pratica da
atividade fisica regular durante a gestacdo, deveria ser desenvolvida desde que a
gestante ndo apresentasse contra indicacio “?. Em 2002, essa pratica foi reconhecida
como segura e indicada para todas as gestantes saudaveis **).

No ambito musculo esquelético, o exercicio reduz e previne as lombalgias,
devido a hiperlordose e o consequente desvio do centro gravitacional. Além disso,
minimiza dores nas maos ¢ membros inferiores, devido a diminui¢do da
flexibilidade “Y. Com a pratica regular de exercicios fisicos ha redugdo do estresse
cardiovascular, diminuindo a frequéncia cardiaca e a PA, aumentando o volume

sanguineo e a capacidade de oxigenagdo e, assim, prevenindo trombose e varizes, € 0

. . . - . 45 .
risco de diabetes e hipertensdo gestacional . Outros aspectos a serem considerados



como beneficios do exercicio fisico sdo: diminui¢do das dores de parto com melhor
recuperacao pds-parto e redugdo do numero de cesareas “6) " Além disso, a satisfacdo da
pratica regular de exercicio fisico se estende aos aspectos emocionais, contribuindo para
elevacdo da autoestima “7.

A intensidade do exercicio deve ser monitorada de acordo com os sintomas
apresentados. E recomendagdo do American College of Obstetricians and Gynecologists
que a atividade fisica na gestacdo, tenha por caracteristicas exercicios de intensidade
regular e moderada, com o programa voltado para o periodo gestacional. Nesse caso, as
atividades devem ser centradas nas condi¢des de saude da gestante, na experiéncia em
praticar exercicios fisicos e na demonstragio de seu interesse e necessidade *".

As principais atividades fisicas regulares indicadas para gestantes sdo exercicios
leves na dgua, caminhada e bicicleta. A natacdo vem sendo a mais recomendada, devido
a flutuabilidade. Além disso, o exercicio na agua traz beneficios para os joelhos, ¢
relaxante e reduz o edema de membros inferiores, sendo a temperatura ideal da agua
entre 28°C e 30°C*Y.

Os efeitos cardiovasculares do tabagismo passivo e do exercicio fisico sdo
conhecidos. Entretanto, torna-se necessario esclarecimento sobre o impacto de ambos
na estrutura e funcdo da musculatura cardiaca, particularmente em situagdo de prenhez e
lactacdo. Para tal, ¢ possivel utilizar a dimensao fractal, termo criado pelo matematico
francés Benoit Mandelbrot, origindrio do latim fractus, cujo significado ¢ quebrado,
fragmentado, para descrever alguns tipos de fendmenos espaciais e temporais. Este

método foi empregado para avaliagdo das vilosidades terminais de placentas maduras de

mulheres fumantes e ndo fumantes durante o terceiro trimestre da gravidez, utilizando-
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se 0 box-counting @9 Como também, foi aplicada na quantificacao da rejeicao celular
D . (o (50)
miocardica ap6s o transplante cardiaco .
O modelo animal com ratos tem sido uma alternativa para avaliar a gestacao
associada a exercicios fisicos por meio de vérios modelos, tanto na agua ©", quanto em

(52

esteira ®?, ambos os exercicios aerébios, indicados para a gestante. E 0 mesmo tem sido

aplicado para a exposi¢io ao tabagismo durante a gestacdo ).

1.1 Objetivo Geral
Avaliar o impacto do exercicio fisico por meio da natacdo durante prenhez e
lactacdo, considerando analises morfométrica, cariométrica e dimensdo fractal de

miocardio em ratas submetidas a tabagismo passivo e sua prole.

1.1.1 Objetivos especificos

1. Mensurar o peso do coragdo e sua relagdo com o peso corporal em ratas
antes e apds prenhez e respectivas proles.

2. Identificar alteracdes morfolégicas e morfométricas do tecido cardiaco,
considerando 4rea, volume e forma do nucleo de cardiomidcitos em ratas prenhez
submetidas a tabagismo passivo.

3. Mensurar a dimensdo fractal de cardiomiocitos de ratas apos prenhez e

lactagao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Desenho do Estudo

Este estudo com delineamento experimental foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP —
Campus de Presidente Prudente (Processo no 24/2009), cumprindo com os principios
éticos na experimentagdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA).

2.2 Caracterizaciao da Amostra

Foram utilizadas 48 ratas virgens em idade reprodutiva (90 dias) e oito ratos
machos, da linhagem Wistar (Rattus novergicus, var. albina, Rodentia, Mammalia),
mantidos em gaiolas individuais, sob temperatura média de 22 + 2°C, umidade de 50 +
10%, ciclo claro/escuro de 12 horas (7-19horas), e com livre acesso a dgua e racao

padrio (Primor®).

I :li‘i ':' - “*.
K ANy
"’.xH fid i

“uw‘ s

Figura 1 - Gaiola individual utilizada para alojar os animais.
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2.3 Grupos Experimentais

As ratas foram submetidas inicialmente a um esfregaco vaginal para verificagao
da fase do ciclo estral e, em seguida, alocadas por proximidade das fases em oito grupos
com seis animais cada, sendo: GFP — Grupo exposto a fumaca de cigarro durante a
prenhez; GFNP — Grupo submetido a fumaga de cigarro e programa de natacdo durante
a prenhez; GNP — Grupo em programa de natagdo durante a prenhez; GCP — Grupo
controle, com animais prenhes mantidos sem exposicdo a fumaga de cigarro e
sedentarios; GFL — Grupo exposto a fumaca de cigarro durante a prenhez e lactacdo;
GFNL — Grupo submetido a fumacga de cigarro e ao programa de natagdo durante a
prenhez e lactagdo; GNL — Grupo submetido ao programa de natagdo durante a prenhez
e lactagdo; GCL — Grupo controle com animais prenhes e em lactagdo mantidos sem
exposi¢do a fumaca de cigarro e sedentdrios. A fase do ciclo estral (proestro, estro,
metaestro e diestro) foi determinada pela analise da celularidade vaginal, realizada por
meio de um esfregago didrio entre 13 e 15 horas.

A verificacdo do ciclo estral foi realizada por mais uma semana apds a divisao
dos grupos e ao detectar o inicio da fase fértil (estro), as ratas foram colocadas em
gaiolas individuais com um rato macho, onde permaneceram por uma noite para a
copula. Na manhd seguinte, a prenhez foi diagnosticada pela presenca de

L. . . . 54
espermatozéide no esfregago vaginal, o que caracterizou o dia zero da prenhez .

2.4 Protocolo de Exposi¢cdo a Fumaca de Cigarro
A Figura 2 apresenta o fluxograma com o protocolo de tabagismo passivo, ao
qual foram submetidos os animais. No primeiro dia de prenhez foi iniciado o protocolo

de exposicdo a fumaga de cigarro, o qual foi dividido em duas fases: primeira, fase de
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adaptag¢do, compreendida pelos cinco primeiros dias, em que os animais dos grupos
GFP, GFL, GFNP e GFNL foram expostos a fumacga de cigarro na camara de fumo a
temperatura de 23 £ 1°C 5% durante 10 minutos, uma vez ao dia, com 250 ppm (partes
por milhdo) de CO medido pelo detector de gés especifico TxiPro® da Biosystems. A
segunda fase ou fase experimental, passou a 30 minutos, duas vezes ao dia (manha e
tarde), seis dias por semana, com 350 ppm de CO, por exposicio . Os animais dos
grupos GCP, GCL, GNP e GNL foram submetidos a inalagdo de 350 ppm de ar
comprimido com as mesmas caracteristicas de tempo e periodicidade dos animais

expostos a fumaga de cigarro, até o final da prenhez ou lactagao.

PRENHEZ LACTACAOQ
! | | |
1° DIA 5°DIA 21°DIA 42° DIA

12 FASE 22 FASE - FASE EXPERIMENTAL

10 min 30 min

1 x/dia 2 x/dia — 6 dias/semana
250 ppm 350 ppm

GFP GFP

GFL GFL

GFNP GFINP

GFNL GFNL

Figura 2 - Fluxograma com o protocolo de tabagismo passivo, ao qual foram
expostos ratas prenhes e em lactacao.
GFP: exposto a fumaga de cigarro na prenhez; GFL: exposto a fumaca de cigarro na
prenhez e lactacdo; GFNP: exposto a fumaca de cigarro e natagdo na prenhez; GFNL
exposto a fumaca de cigarro e natagdo na prenhez e lactagao.
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Para a realizacao deste protocolo foram utilizadas duas camaras hermeticamente
fechadas (Figura 3): uma para os grupos GFP, GFL, GFNP ¢ GFNL, com inalacao de
fumacga de cigarro, e a segunda para os animais dos grupos GCP, GCL, GNP e GNL,
com inalagdo somente de ar comprimido. A camara para inalagcdo de fumaca foi dividida
em dois compartimentos: um para a colocagdo de cigarros acesos, ¢ outro destinado a
exposicdo da gaiola com seis animais (Figura 4), sendo adaptada segundo o modelo de

inalagdo descrito por Cendon Filha ©7.

Figura 3 — Fotografia ilustrando a camara de inalagdao de fumaca de
cigarro ou ar comprimido, para exposi¢do das ratas prenhes e em
lactagdo.
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Exaustio |:>
de fumaca Y:E%

hﬁ/‘# ‘O (O Ewmtaden
T ﬁ

Ciamara de exposicio Cimara de queima

de cigarros

Figura 4 — Esquema de exposicao a fumaga de cigarro ou ar comprimido,
utilizado na experimentacdo com ratas prenhes e em lactagdo.

Foram utilizados cigarros adquiridos comercialmente, com a seguinte
composi¢do: mistura de fumos, agtcares, papel de cigarro, extratos vegetais e agentes
de sabor, que produzem em cada queima: 10mg de alcatrdao, 0,9mg de nicotina ¢ 10mg

de CO, conforme relatado na embalagem do produto.

2.5 Protocolo do Programa de Natacao

A Figura 5 mostra o fluxograma utilizado no protocolo de natagdo. No primeiro
dia de prenhez foi iniciado o programa de natagdo, como descrito por Volpato et al. ®%),
em um tanque contendo agua a 30°C, no nivel de 40cm com o intuito de ndo permitir o
apoio da calda das ratas no fundo do tanque, tendo assim o estimulo para nadar. Este
programa foi dividido em duas fases: a primeira, fase de adaptagdo ao treinamento
(Figura 6), caracterizada pelas cinco primeiras sessdes de natagdo com aumento

progressivo de 10 minutos de duragdo por dia, comeg¢ando com 20 minutos e chegando

a quinta sessdo com 60 minutos. A segunda, fase de treinamento, foi iniciada na sexta
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sessdo mantendo-se o tempo de duracdo de 60 minutos até¢ o final da prenhez ou

lactagdo.

40cm

1"dia § 2" dia j 3" dia | 4" dia Restante
15 min./dia por 5 dias 20 min. 30 min. 40 min. 50 min. 60 min.
Natacio

A 4

Fonte: Volpato et al., 2006 ©®¥.

Figura 5 - Fluxograma utilizado no protocolo de natacdo para ratas prenhes ou em
lactagdo.

Figura 6 — Fotografia mostrando o ambiente
utilizado na fase de adaptagao ao treinamento
de natagdo de ratas prenhes ou em lactacao.
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As sessoes de natacao foram diarias (Figura 7), sem interrupcao, no periodo da
manha, por seis dias da semana durante trés semanas para os animais prenhes nio
expostos a fumaga de cigarros (GNP) e para aqueles expostos (GFNP). Enquanto para
os animais em lactacdo o protocolo teve duragdo de seis semanas, incluindo aqueles nao
submetidos a fumaca de cigarros (GNL) e os expostos a fumaca (GFNL). Os grupos
GFNP e GFNL foram submetidos as sessdes de natagdo logo apos a exposi¢do a fumaca
de cigarros. Os animais que ndo participaram do protocolo de natagdo, incluindo o
grupo com prenhez e aquele em lactacdo, ambos expostos a fumaca (GFP e GFL,
respectivamente), assim como os grupos apenas com prenhez (GCP) e lactagdo (GCL),
foram submetidos as mesmas condi¢des do programa de natagdo, entretanto, com agua a
10cm por 15 minutos, expostos, portanto, ao mesmo estresse do meio, mas evitando o
treinamento fisico por meio da nata¢do. Apds cada sessdo do programa de natagdo os
animais foram colocados em gaiolas e expostos a lampadas incandescentes em uma

caixa de secagem (Figura 8).

Figura 7 — Fotografia ilustrando o ambiente utilizado no
programa de natacdo de ratas prenhes ou em lactacao.
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Figura 8 — Fotografia mostrando a caixa para secagem
de ratas prenhes ou em lactacdo, apos cada sessdo do
protocolo de natacdo.

2.6 Obtenc¢ao das Amostras Bioldgicas

As 48 ratas foram pesadas antes da copula e no dia da eutanasia, assim como as
respectivas proles, ao nascimento e apds o periodo como lactentes. No 21° dia de
prenhez e no 21° dia de lactagdo as maes e filhotes foram eutanasiados mediante
decapitacao por guilhotina. Em seguida, foi iniciado o procedimento cirirgico para a
retirada do corag¢do. Para a extragdo do tecido cardiaco, o térax dos animais foi
cuidadosamente aberto, preservando-se as estruturas.

O coragdo foi retirado e imediatamente pesado para avaliacdo dos parametros
anatomicos e verificagdo de hipertrofia do miocardio. Apds este procedimento, foi
injetado soro fisiologico, utilizando uma seringa, nas camaras cardiacas por meio da

veia cava superior ¢ da artéria aorta. Em seguida, foi realizado um corte transversal ao
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eixo maior do coracao, obtendo-se os ventriculos direito e esquerdo, que foram fixados

em formalina (10%).

2.7 Analise Morfolégica

Ap6s inclusdo em parafina, os blocos contendo os fragmentos do tecido cardiaco
foram cortados em microtomo rotatério pelo método semi-seriado com espessura de
Sum. As laminas foram coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE). As imagens
dos cardiomiocitos foram capturadas no aumento de 40x, utilizando microscopio
LEICA (modelo DM750, Alemanha) acoplado a camera de video. Mensurou-se a area
de 50 células por ventriculo, sendo a captura em campos diferentes selecionados de
acordo com a visualiza¢do do maior numero de células em corte transversal %",

O estudo cariométrico foi realizado a partir da medida dos didmetros menor e
maior dos nucleos dos cardiomidcitos, utilizando microscopio LEICA (modelo DM750,
Alemanha) acoplado a camera de video, com aumento de 100x, em um campo aleatério
das laminas coradas com HE ©". Para cada animal foram consideradas 50 imagens
nucleares dos cardiomiodcitos. Foi realizada a avaliacdo dos pardmetros nucleares,
considerando tamanho, volume e forma, assim como suas relacdes por meio dos
diametros maior e menor: didmetro médio, perimetro, relacdo didmetro maior e menor,
area, relagdo area e volume, coeficiente de forma, indice de contorno e excentricidade.

As formulas utilizadas para os calculos desses parametros foram:

e Diametro médio: M = (D.d)"*
e Perimetro: P = (n/2) x [1,5 x (D+d) — M]
e Relacdo entre didmetro maior ¢ diametro menor: D/d

e Volume: V=n/6 x M*
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o Area: /4 X M?

e Relac¢do area/volume: 2/3 x M

e Coeficiente de forma: F =4 x w x A/P’
e Indice de contorno: I =P/(A)"*

e Excentricidade: E=[(D +d)"*x (D-d)"*]/D

2.8 Dimensao Fractal

Para auxiliar na avaliagdo da morfologia dos nucleos de cardiomidcitos aplicou-
se o calculo da dimensdo fractal, utilizado para uma estrutura ndo-homogénea e nao-
simétrica, o que caracteriza uma estrutura fractal © 0,

Para andlise da dimensao fractal, as laminas foram fotografadas, e as imagens
submetidas a andlise utilizando-se o software Image J (Instituto Nacional de Saude,
Estados Unidos — NIH), disponivel na Internet (http://rsbweb.nih. gov/ij/) ©*%. As
curvas para determinagdo da dimensdo fractal foram geradas pelo método de Box-
Couting, um dos métodos mais conhecidos e utilizados para estimar a dimensao fractal
de uma forma ou imagem, pela sua simplicidade de implementagio “*. Esse método
consiste em cobrir a imagem ou objeto a ser analisado com quadrados de lados L e

contar o numero de quadrados N (L) necessarios para cobrir toda a forma (Figura 9).
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Figura 9 — A ¢ B: representagao do método de
Box-Couting ),

Quando este procedimento ¢ aplicado em uma linha reta, espera-se um
comportamento N (L) proporcional a 1/L; para uma superficie (plano), a relagdo passa a

ser N (L) proporcional a 1/L* enquanto que uma forma espacial (volume) apresenta

relagdo descrita por N (L) proporcional a 1/L°. Para formas mais complexas, ela toma a

1

N(L) = T

forma de uma relacao do tipo , uma lei de poténcia, com d sendo a dimensao.
Desenvolvendo esta relagdo com a ajuda de logaritmos, chega-se a seguinte equagao,

onde d ¢ determinado mediante constru¢do de um grafico log-log:
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log[N(L)] =log (1) — d.log (L)
As imagens foram binarizadas, com tons de cinza variando entre 0 (preto) e 255
(branco) e o contorno fractal (outline) feito para as partes escuras da imagem, cobertas

com caixas quadradas de dimensdes de 2 a 64 pixels®.

2.9 Analise Estatistica

Foram apresentados valores de média, e respectivos desvios padrao, ou mediana
e intervalos de confianca de 95%. Para analise da normalidade dos dados foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk, quando confirmada prosseguiu-se com o teste de variancia
(ANOVA - One Way) e poés-teste de Tukey, caso contrario, aplicou-se o teste de
Kruskal-Walis, com pos-teste de Dunn. O teste t pareado foi utilizado para comparagao
dos valores de peso inicial e final dos animais. Para todas as andlises, o nivel de
significancia adotado foi de 5%. Utilizou-se para as andlises o programa GraphPad

Prism® versdo 7.0.
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3. RESULTADOS

3.1 Peso Corporal e do Coracao

Houve semelhang¢a no peso corporal das ratas virgens antes da copula em todos
os grupos (P = 0,734), assim como apds o periodo de prenhez (P=0,802) (Figura 10A).
Entretanto, apos o periodo de lactagdo o grupo submetido a natagdo (GNL) mostrou
aumento de peso corporal, comparado aqueles no protocolo de natagdo e expostos
também a fumaca de cigarros (GFNL; P=0,026; Figura 10B).

Com relagao ao peso do coracdo houve semelhanca entre os grupos ap6s prenhez
(P=0,990), assim como apds lactagdo (P=0,924) (Figuras 10C e 10D). O mesmo ocorreu
para a razdo entre peso do coragdo e peso corporal (P=0,976 e P=0,467; Figuras 10E e
10F, respectivamente).

Em relagdo aos filhotes, a prole do grupo de maes expostas a fumaca e a natacdo
(GFNP) mostrou redu¢@o no peso corporal (22,547+4,68g), comparado a prole de maes
expostas a fumaga (GFP: prole=26,452+4,59¢g; P=0,003) e ao grupo sem exposicao e
ndo inserido no programa de natacdo (GCP: prole=34,47+7,81g; P=0,001) (Figura
11A). A prole de GFNP apresentou também valores reduzidos no peso do musculo
cardiaco (0,157+0,027g), comparado aos filhotes do grupo de maes submetidas a
natacdo (GNP: prole = 0,251+0,033g; P=0,004; Figura 11B). A razdo entre o peso do

coracdo e o peso corporal dos filhotes foi semelhante entre os grupos (Figura 11C).
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Figura 10 - Medidas de ratas prenhes expostas ou ndo a fumaca de cigarros e
submetidas ou ndo a protocolo de natagdo. Peso Corporal (A e B). Peso do coragdo (C e
D). Relagdo peso do coracdao/peso corporal (E e F). GFP - exposto a fumaga de cigarro
durante a prenhez; GFNP - submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaca de cigarro
durante a prenhez; GNP - submetido ao programa de natagdo durante a prenhez; GCP — controle
mantido sem exposi¢do a fumaga de cigarro e sedentario durante a prenhez. GFL - exposto a
fumaca de cigarro durante a prenhez e lactacdo; GFNL - submetido ao programa de natagdo e
exposto a fumaca de cigarro durante a prenhez e lactagdo; GNL - submetido ao programa de
natacdo durante a prenhez e lactagdo; GCL — controle mantido sem exposi¢do a fumaga de
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cigarro e sedentario durante a prenhez e lactacdo. * Diferenca significante entre GNL e GFNL
no peso corporal das maes. P =0,026.
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Figura 11 — Medidas da prole de ratas prenhes expostas
ou nao & fumaga de cigarros e submetidas ou ndo a protocolo
de natacdo. Peso corporal (A), Peso do coracdo (B) e Relagao
peso do coragao/peso corporal (C). GFP - exposto a fumaga de
cigarro durante a prenhez; GFNP — submetido ao programa de
natagdo e exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GNP—
submetido ao programa de natacdo durante a prenhez; GCP—
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante a
prenhez.*Diferenca significante no peso do coracdo dos filhotes
entre GFNP e GNP (P =0,004) e no peso corporal dos filhotes
entre GFNP e GFP (P =0,003) e entre GFNP e GCP (P = 0,001).
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3.2 Morfometria

Houve aumento da éarea de cardiomiocitos no grupo de maes prenhes expostas a
fumaga de cigarros e submetidas ao protocolo de natagdo (GFNP:
mediana=267,74um?), comparado ao grupo com prenhez (GCP=252,97um?; P=0,044) e
com aquelas prenhes e submetidas apenas ao programa de natagdo (GNP=251,48um?;
P=0,022; Tabela 1). J4, nos grupos em lactacdo destacou-se aquele submetido a natagdo
(GNL), com valores aumentados da area de cardiomidcitos (mediana=290,08um?),
comparado ao grupo no programa de natagdo e tabagismo passivo (GFNL=241,96um?;
P<0,0001), assim como aquele exposto apenas ao tabagismo passivo (GFL=223,89um?;
P<0,0001) e ao grupo apenas em lactagdo (GCL=213,47um?;, P<0,0001), cujos valores
mostraram-se reduzidos também em relagdo ao grupo GFNL (P=0,001) (Tabelas 1 ¢ 2).

Tabela 1 - Valores de mediana, minimo ¢ maximo da area de

cardiomidcitos apos prenhez em ratas submetidas ou ndo a programa
de natacdo, com ou sem exposi¢do ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Area (um?)
Mediana Minimo Maximo
GCP 252,97 250,33 276,16
GFP 251,54 257,96 278,57
GNP 251,48 m 246,92 268,96
GFNP 267,74 o m 278,19 301,03

GFP - exposto a fumaca de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante a prenhez;
GNP — submetido ao programa de natacao durante a prenhez; GCP — controle
ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante a prenhez.

e = GCP x GFNP: P =0,044; m = GFNP x GNP: P = 0,022.



27

Tabela 2 - Valores de mediana, minimo ¢ maximo da area dos
Cardiomiocitos, ap6s lactacdo em ratas submetidas ou ndo a programa
de natacdo, com ou sem exposi¢do ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Area (um?)
Mediana Minimo Maximo
GCL 213,469em 218,45 237,33
GFL 223,89¢ 225,10 244,51
GNL 290,08me0 295,88 323,43
GFNL 241,96e0 240,28 257,31

GFL - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez e lactagao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaca de cigarro durante

a prenhez e lactagdo; GNL - submetido ao programa de natagdo durante a
prenhez e lactacdo; GCL — controle ndo exposto a fumaga de cigarro e
sedentdrio durante a prenhez e lactacao.

e = GCL x GFNL: P =0,001; m = GCL x GNL: P = 0,000; ¢ = GFL x GNL:
P =0,000; o = GFNL x GNL: P = 0,000.

A andlise cariométrica mostrou valores semelhantes entre todos os grupos de
ratas prenhes ou em lactacdo, respectivamente, submetidas ou n3o a natagdo e ao
protocolo de tabagismo passivo (Tabelas 3 a 11), em relacdo a perimetro (P = 0,716;
P=0,724), coeficiente de forma (P = 0,593; P = 0,335), indice de contorno (P = 0,421;
P =0,375), diametro médio (P = 0,436; P = 0124), relagdao diametro maior ¢ menor (P =
0,405; P = 0,374), relagao volume e area (P = 0,190; P = 0,079), excentricidade (P =

0,167; P = 0,261), volume (P = 0,165; P=0,960) ¢ area (P = 0,994; P = 0,109).



Tabela 3 - Valores de mediana, minimo e maximo do perimetro
do nucleo de cardiomidcitos em ratas prenhes e, apds lactacdo,
submetidas ou ndo a programa de nata¢cdo, com ou sem exposicao
ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (nm)
GCP 21,83 19,63 24,71
GFP 22,68 20,96 26,51
GNP 20,98 18,29 23,99
GFNP 25,84 21,49 28,83
GCL 23,00 20,89 25,34
GFL 22,01 20,56 25,02
GNL 22,85 16,88 27,26
GFNL 23,17 21,17 26,44

GFP — exposto a fumaca de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagao e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP — controle
Nao exposto a fumaga de cigarro e sedentario durante prenhez. GFL -
exposto a fumaga de cigarro durante prenhez e lactagao; GFNL - submetido
ao programa de natacao e exposto a fumaga de cigarro durante prenhez e
lactagdo; GNL - submetido ao programa de natagdo durante prenhez e
lactagdo; GCL — controle ndo exposto a fumaga de cigarro e sedentario
durante prenhez e lactacao. Valor-P>0,05 para todas as comparagoes.
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Tabela 4 - Valores de mediana, minimo e maximo do diametro
médio do nucleo de cardiomidcitos em ratas prenhes e, apds lactagdo,
submetidas ou ndo a programa de natacdo, com ou sem exposi¢ao

ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (um)
GCP 5,35 4,84 5,99
GFP 5,56 5,11 5,88
GNP 5,40 4,77 6,02
GFNP 6,22 5,49 6,62
GCL 5,84 5,49 6,10
GFL 5,6 5,15 6,01
GNL 5,6 4,27 7,00
GFNL 6,15 5,82 6,50

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.



Tabela 5 - Valores de mediana, minimo e maximo do diametro
maior e menor do niicleo de cardiomidcitos em ratas prenhez e,
apos lactagdo, submetidas ou ndo a programa de nata¢do, com
ou sem exposi¢ao ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (um)
GCP 3,55 2,97 3,98
GFP 4,06 3,17 4,86
GNP 3,14 2,54 3,59
GFNP 3,62 2,84 4,42
GCL 3,04 2,57 3,91
GFL 3,62 3,09 3,88
GNL 3,03 2,58 3,58
GFNL 2,83 2,40 3,54

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.
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Tabela 6 - Valores de mediana, minimo e maximo do volume do
nlcleo de cardiomiocitos em ratas prenhes e, apos lactagdo,
submetidas ou ndo a programa de natacdo, com ou sem exposi¢ao
ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (um)

GCP 86,89 60,41 127,83
GFP 97,12 72,47 122,35
GNP 89,79 59,47 123,24

GFNP 142,17 95,49 168,12
GCL 120,37 98,63 134,16
GFL 103,38 79,82 127,30
GNL 109,04 29,22 184,99

GFNL 135,40 113,95 161,74

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumacga de cigarro durante prenhez;

GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.

GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.
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Tabela 7 - Valores de mediana, minimo e maximo da area
do nticleo de cardiomiocito em ratas prenhez e, ap6s lactacdo,
submetidas ou ndo a programa de natacdo, com ou sem
exposi¢do ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um’) (um’) (um’)
GCP 23,11 18,61 29,42
GFP 24,89 20,82 28,53
GNP 23,55 18,20 29,16
GFNP 31,66 24,51 35,58
GCL 28,16 24,72 30,41
GFL 25,64 21,65 29,49
GNL 26,47 13,42 38,76
GFNL 30,79 27,52 34,50

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumacga de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaga de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natacdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacoes.
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Tabela 8 - Valores de mediana, minimo e maximo da relacdo volume
e area do nucleo de cardiomiocitos em ratas prenhes e, apds lactacdo,
submetidas ou ndo a programa de natacdo, com ou sem exposi¢do ao
protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (um)
GCP 3,56 3,22 3,99
GFP 3,70 3,41 3,93
GNP 3,60 3,18 4,01
GFNP 4,14 3,66 441
GCL 3,89 3,66 4,06
GFL 3,73 3,43 4,01
GNL 3,79 2,85 4,67
GFNL 4,10 3,88 4,33

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.



Tabela 9 - Valores de mediana, minimo e maximo de forma do
nicleo do cardiomidcito em ratas prenhes e, apds lactacdo,
submetidas ou ndo a programa de natacdo, com ou sem exposi¢ao
ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (nm)
GCP 0,615 0,553 0,686
GFP 0,563 0,478 0,657
GNP 0,665 0,602 0,756
GFNP 0,599 0,503 0,698
GCL 0,673 0,562 0,735
GFL 0,595 0,562 0,667
GNL 0,679 0,623 0,721
GFNL 0,702 0,607 0,762

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.
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Tabela 10 - Valores de mediana, minimo ¢ maximo do indice

de contorno do nucleo de cardiomiocitos em ratas prenhes e,

apos lactagdo, submetidas ou ndo a programa de natagdo, com
ou sem exposi¢ao ao protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (um)
GCP 4,63 4,35 4,84
GFP 4,87 4,45 5,26
GNP 4,44 4,14 4,65
GFNP 4,67 4,29 5,06
GCL 4,38 4,15 4,81
GFL 4,67 4,41 4,80
GNL 4,38 4,16 4,64
GFNL 4,28 4,06 4,63

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.
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Tabela 11 - Valores de mediana, minimo ¢ maximo da excentricidade

do ntcleo de cardiomidcitos em ratas prenhes e, apds lactagdo,
submetidas ou ndo a programa de natacdo, com ou sem exposi¢ao ao

protocolo de tabagismo passivo.

Grupo Mediana Minimo Maximo
(um) (um) (um)
GCP 0,945 0,919 0,963
GFP 0,955 0,927 0,975
GNP 0,920 0,872 0,957
GFNP 0,945 0,918 0,971
GCL 0,927 0,908 0,957
GFL 0,951 0,929 0,956
GNL 0,926 0,906 0,944
GFNL 0,918 0,897 0,946

GFP - exposto a fumaga de cigarro durante a prenhez; GFNP - submetido
ao programa de natagdo e exposto a fumaca de cigarro durante prenhez;
GNP — submetido ao programa de natagdo durante prenhez; GCP —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario durante prenhez.
GFL — exposto a fumaca de cigarro durante prenhez e lactacao; GFNL —
submetido ao programa de natacdo e exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao programa de natagdo durante
prenhez e lactacdo; GCL —controle ndo exposto a fumaca de cigarro e
sedentario durante prenhez e lactagdo. Valor-P>0,05 para todas as
comparacgoes.
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3.3 Dimensao Fractal
A analise da dimensao fractal ndo apresentou diferenga significante em relagao
as medidas de cardiomiocitos e respectivos nucleos entre os grupos prenhes (P=0,198;

Figura 12), assim como também naqueles em lactagdo (P=0,972; Figura 13).

Figura 12 — A: Fotomicrografia de corte histolégico de miocardio de
ratas prenhez corado com hematoxilina-eosina (aumento de 40x);
B — Processo de binariza¢ao, em que os nlicleos sdo pretos e o restante
dacélula apresenta-se branco. GFP - exposto a fumaga de cigarro durante
prenhez; GFNP - submetido ao programa de natagdo e exposto a fumaca
de cigarro durante prenhez; GNP — submetido ao programa de natacdo
durante a prenhez; GCP — controle ndo exposto a fumaca de cigarro e

sedentario durante a prenhez.
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Figura 13 - A — Fotomicrografia de corte histolégico do miocardio de
ratas em lacta¢do corado com hematoxilina-cosina (aumento de 40x); B —
Processo de binarizagdo, em que os nucleos sdo pretos e o restante da
célula apresenta-se em branco. GFL - exposto a fumaca de cigarro durante
a prenhez e lactagdo; GFNL — submetido ao programa de natagao e exposto
a fumaga de cigarro durante a prenhez e lactagdo; GNL — submetido ao
programa de natacdo durante a prenhez e lactacdo; GCL — controle ndo
exposto a fumaga de cigarro e sedentario durante a prenhez e lactagdo.
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As Figuras 14 e 15 apresentam a correlagdo entre log (count) e log (Box size)
para os grupos de ratas prenhes e em lactagdo, respectivamente, sem significancia em

ambos 0s grupos.
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Figura 14 — Regressdo linear considerando quantidade e tamanho da
caixa em grupos de ratas prenhes: GCP — controle ndo exposto a fumaca
de cigarros e sedentario; GFP - exposto a fumaca de cigarros; GNP —
submetido ao programa de natagdo; GFNP - submetido a fumaca

de cigarros e ao programa de natagao.
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Figura 15 — Regressao linear, considerando quantidade e tamanho
da caixa em grupos de ratas prenhes e em lactagdo: GCL —
controle ndo exposto a fumaca de cigarro e sedentario; GFL —
exposto a fumaca de cigarros em ambos os periodos; GNL —
submetido ao programa de natagdo; GFNL — exposto a fumaca
de cigarros e submetido ao programa de natagao.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo evidencia o impacto do tabagismo passivo e do exercicio
fisico por meio da natacdo durante prenhez e lactagdo, no miocardio em ratas e sua
prole. Ha referéncia das consequéncias do tabagismo passivo para o feto e recém-
nascido, resultando em efeitos negativos graves a curto e longo prazo, com aumento de
morbidade e mortalidade ®**”_ Entretanto, pouco se sabe sobre sua influéncia na
morfometria cardiaca durante prenhez e lactagao.

Neste estudo foi utilizado o modelo experimental, que vem sendo amplamente

(13,15,26,53-55,57)

aplicado para retratar a exposicdo ao tabagismo , assim como o exercicio

(51,52,58,60)

fisico Foi selecionado o tabagismo passivo, visto que muitas mulheres

(68-70)

tendem a cessar o tabagismo ativo durante a gestagao , € 0 exercicio fisico por

meio da natagdo, por ser recomendado para gestantes pelos beneficios do meio liquido
(48.51.58)

Com relacdo ao peso corporal das ratas, observou-se que apds o periodo de
lactacdo o grupo que apenas realizou o programa de natacdo (GNL) apresentou peso
maior, comparado aquele que além do exercicio fisico foi exposto também a fumaca de
cigarro (GFNL). Isso pode ser explicado pelo efeito inibidor de apetite provocado pela
nicotina contida no cigarro ", Além disso, com o exercicio fisico h4 aumento de gasto
energético, que é potencializado no periodo de lactagdo "?. Segundo Moriel et al., 7
os individuos fumantes podem apresentar diferengas na qualidade e quantidade dos
alimentos ingeridos, a¢@o inibidora do apetite causada pela nicotina, aumento da taxa
metabodlica, com maior gasto de energia pelos fumantes, gerando mudanga no humor.

Em relagdo aos filhotes, cujas maes foram expostas a fumaca de cigarro na

gestacdo, foi verificado baixo peso ao nascer. Estudo em casuistica polonesa,
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considerando mulheres em periodo perinatal distribuidas em fumantes ativas, fumantes
passivas € ndo expostas ao tabaco, mostrou hipotrofia fetal para mulheres expostas a
componentes do tabaco durante a gravidez 7. No entanto, Ko et al. 7 ndo detectaram
relacdo significante de baixo peso ao nascer e idade gestacional com diferentes niveis de
tabagismo paterno, o que torna esse assunto polémico, necessitando ainda
esclarecimento.

Por outro lado, vérios estudos 7" demonstram que tabagismo materno na
gravidez pode diminuir o peso ao nascer e aumentar significativamente o risco de parto
prematuro. O tabagismo durante a gravidez aumenta o risco de isquemia fetal, o que
pode ter influenciado no baixo peso ao nascer e peso do coragdo menor nos grupos ora
estudados, expostos a fumaga de cigarro. Outro fator que contribui para o baixo peso
fetal ¢ a hipdxia, pelo fato do CO contido no tabaco, ter grande afinidade com a
hemoglobina e, consequentemente, aumentar os niveis de carboxihemoglobina nas
artérias umbilicais, inibindo o oxigénio celular .

A nicotina também age no organismo materno liberando catecolaminas
causando, consequentemente, taquicardia, vasoconstri¢do periférica e reducdo da
perfusdo sanguinea uterina ®_ Esta condigdo resulta em nutrigio e oxigenacdo fetal
deficientes, o que sugere ser a causa do baixo peso ao nascer e peso do coracio
observado no presente estudo.

O tabagismo quando associado ao exercicio mostrou redu¢@o no peso corporal e
do musculo cardiaco da prole, o que é justificado pela soma de estresse materno ¥, O
exercicio fisico influencia no peso corporal durante a gesta¢do, por controlar o indice

(79

glicémico *"”’ e melhorar o metabolismo lipidico % Entretanto, duragdo, tipo e periodo
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de aplicacdo do exercicio fisico sdao fatores que podem interferir no desenvolvimento
fetal ®Y.

Com relagdo a morfometria, houve aumento da area dos cardiomiocitos nos
grupos que realizaram exercicio fisico. O aumento da carga mecanica no coracdo ¢ a
causa da hipertrofia cardiaca, seja pelo desenvolvimento cardiaco, exercicio fisico,
gravidez, elevacdo da pressdo arterial ou insuficiéncia cardiaca. Sabe-se que a
hipertrofia cardiaca ¢ um mecanismo de compensagdo frente a sobrecarga
hemodinamica, seja pressorica ou volumétrica, mantendo o desempenho contratil do
coracdo. Nesse caso, o processo dinamico de adigdo sarcomérica ¢ o principal evento
molecular que ocorre durante a hipertrofia, seja fisiologica ou patologica **.

O peso do coragdo e a razdo entre peso corporal tém sido utilizados também para
caracterizar hipertrofia cardiaca . No entanto, no presente estudo o peso anatémico do
coracdo das maes foi mantido em ambos os grupos, provavelmente pelo pouco tempo de
exercicio fisico realizado, sendo de 21 dias para a prenhez e 42 dias incluindo o periodo
de lactagao.

A cariometria, mensurando o didmetro dos nucleos dos cardiomidcitos, nao
mostrou diferenga entre os grupos ja em estado de prenhez, assim como em lactagdo. A
cariometria mostra a atividade do nucleo, cuja fase ativa corresponde a intenso

©1) et al. verificaram maior atividade metabélica

metabolismo celular. Liberatori Filho
das células cardiacas durante 14° e 21° dia de prenhez, relacionada a sobrecarga
volumétrica, importante na manutencdo da gesta¢do. No entanto, no presente estudo, a

andlise foi realizada apenas ao nascimento da prole, sem comparacdo antes da gestacao

e diferentes periodos de prenhez.
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Além disso, assim como no estudo de Padulla et al. “?, ¢ possivel que o
exercicio fisico ndo promoveu alteracdo no nucleo de cardiomiocitos, devido a
intensidade de esfor¢o utilizada. No caso do referido estudo, o exercicio foi realizado
por 60 minutos em cinco dias da semana por oito semanas, com velocidade de 9,75
metros por minuto totalizando 585 metros em uma sessao.

A andlise da dimensdo fractal ndo apresentou diferenca significante entre os
grupos prenhez, assim como também naqueles em lactacdo. A dimensdo fractal ¢
considerada um método eficaz para avaliar alteragdes morfologicas cardiacas induzidas

49,50,62,63,81,82) ,-1: . ~
(49,50,62.6381.82) \1tilizaram a dimensdo

pela disfungdo ventricular “». Intimeros estudos
fractal como uma ferramenta de diagnodstico, aplicando o Boxplot Counting (método de
contagem de caixas). Entretanto, ¢ inédito o emprego deste método na mensuracio dos
cardiomidcitos em estado de prenhez e lactacdo, apesar de haver estudos mensurando

. «y e . ~ ’ . . . ~ 49
cardiomidcitos em disfungio cardiaca induzida por hipertensio pulmonar “*

cardioplegia ®" e cardiomiopatia hipertrofica 2.

Portanto, neste estudo, destaca-se hipertrofia cardiaca observada pela andlise
morfométrica de cardiomidcitos mensurando-se sua area, ndo sendo verificada pela
cariometria, que avalia o comportamento do nucleo do cardiomiocito, nem pela andlise
da dimensao fractal. Tem-se no presente estudo tanto a sobrecarga volumétrica imposta

1. 9 quanto pelo exercicio ®*. Sendo

pela gestacdo, conforme verificado por Conq et a
importante salientar que estudo ® recente, em modelo animal, sugere que o risco de
doenga cardiaca congénita ¢ minimizado pelo exercicio fisico. Por outro lado, o risco de
defeitos cardiacos congénitos no feto mostrou-se parcialmente associado a exposi¢do ao

: -~ . 86-88
tabagismo materno no inicio da gravidez ®**%.
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O exercicio fisico agiu como protetor em condigdes de colite ulcerosa expostas
ao tabagismo passivo ®9 Entretanto, no presente estudo, exercicio fisico, por meio da
natacao realizada no periodo de prenhez e lactagdao, combinado com tabagismo passivo
associou-se a menor peso corporal, assim como na prole e seu respectivo peso do
coracdo. Por outro lado, o programa de natagdo mostrou relagdo com hipertrofia do
musculo cardiaco na lactacdo, assim como na prenhez, mesmo na presenga do
tabagismo passivo, um mecanismo de compensacao frente a sobrecarga hemodinamica,
mantendo o desempenho contratil do coragdo.

Como limitagdo do estudo, destaca-se a necessidade de avaliagdo do peso
corporal das ratas durante o periodo entre prenhez e lactag@o, pois a partir destes dados
poderia ser inferida a propor¢do de sobrecarga imposta pela prenhez. Sugere-se em
novos estudos avaliar também o estresse oxidativo, tendo em vista o efeito dos

- , . . . A e (90
componentes do tabaco na producio de espécies reativas de oxigénio “?.
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5. CONCLUSAO

Este estudo permite as seguintes conclusdes.

1. Tabagismo passivo combinado & natacdo em periodo de prenhez e lactacio
influencia a reducdo de peso corporal em ratas (GFNL), sugerindo potencializacdo do
efeito da nicotina, tendo em vista maior tempo de exposi¢ao desse grupo, além de
estresse ao exercicio fisico, cujos efeitos acometem também a prole com redugdo do

peso corporal e do coragdo.

2. A prética de natag@o nos periodos de prenhez e lactagao influencia o aumento
de cardiomidcitos em ratas e, consequentemente, hipertrofia do musculo cardiaco,
sugerindo seu beneficio na manuten¢do do desempenho contratil do coragdo, mesmo

diante do tabagismo passivo ja durante a prenhez.

3. A mensuracao da dimensao fractal, complementar a analise cariométrica, de
carater inédito neste estudo, apresenta semelhanca entre os grupos, no entanto, torna-se
necessario analisar comparativamente diferentes periodos, antes e durante a prenhez,
visando caracterizar os diferentes momentos metabdlicos dos cardiomiocitos nos

diversos grupos propostos.
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