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INTRODUCAO

A poluicdo atmosférica ¢ um grave risco ambiental para a saude, uma vez que,
segundo a Organizagdo Mundial da Saide, ¢ a causa de morte prematura de 4,2 milhdes de
pessoas por ano no mundo (Ministério da Satude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2021).
Tanto a exposi¢ao aguda ou cronica a poluicdo relaciona-se com aumento de atendimentos de
saude e de hospitalizagdes por doengas cardiorrespiratorias: reducdo de capacidade pulmonar,
exacerbagdo de sintomas respiratdrios, infarto, acidente vascular cerebral e cancer de pulmao
(Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2021).

Dentre os poluentes, ha o material particulado fino (MP2.5), que ¢ composto por
particulas finas em suspensdo de diametro inferior a 2,5 um (Souza, et al. 2010). Formado
pela condensagdo de vapores quentes e por reagdes entre gases, seu pequeno tamanho
possibilita que, ao ser inalado, penetre os tecidos e se instale nas vias nasais € no pulmao,
configurando-se como um risco para doengas cardiorrespiratorias (Souza, et al. 2010). Ao
induzir inflamagdo pulmonar, o MP2.5 pode gerar efeitos sistémicos, associados ao
comprometimento da fun¢do cardiaca e vascular (Fernandes et al, 2009).

Nesse sentido, devido ao intenso fluxo sanguineo, a aorta € um vaso em que as lesdes
vasculares costumam aparecer. A artéria aorta ¢ constituida por trés tinicas: intima, média e

adventicia. A tinica intima corresponde ao endotélio, camada de células que reveste o limen
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do vaso, revestido por uma fina camada de tecido conjuntivo, a 1amina basal; a tinica média ¢
composta por células do musculo liso vascular (CMLV), as quais produzem fibras coldgenas,
e laminas elésticas; a tinica adventicia ¢ a mais externa, constituida por tecido conjuntivo. A
aorta ¢ classificada como uma artéria elastica devido a grande quantidade de fibras elésticas
entre as camadas de musculo liso, essencial para a distensibilidade desse vaso, que precisa se
adequar a pressdo sanguinea resultante do ciclo cardiaco, distendendo e retornando a sua
conformagao (Abrahamsohn, 2016). Essa estrutura vascular pode sofrer modificagdes que
sucedem a disfun¢do endotelial, e que pode envolver infiltracdo leucocitaria, proliferacao de
CMLYV, deposi¢ao de lipideos e de matriz extracelular, que comprometem o limen e fluxo
vascular e caracterizam o desenvolvimento da aterosclerose.

Portanto, como a dilatagdo ou retracao da parede vascular pode ser identificada na
analise histoldgica por meio da medicao da espessura da aorta, esse estudo tem por objetivo

verificar se a exposi¢do ao MP2.5 altera a parede da aorta de camundongos.

METODOLOGIA

Esse estudo seguiu todas as normas éticas estabelecidas pela Lei Arouca (Lei Federal
11794/2008) e pelo Guia de Cuidado e Uso de Animais Experimentais, publicado pelo
National Institutes of Health (publicagdo NIH n°85-23, revisado em 1996). Este protocolo foi
aprovado pelo Comité de Etica Animal da UFRGS (CEUA 38492).

Foram utilizados 8 camundongos machos CF-1, com seis semanas de idade. Os
animais foram divididos em dois grupos experimentais: Controle (CTRL) e Exposto ao
MP2.5 (MP2.5). O grupo CTRL recebeu solugdo salina (NaCl 0,9%), enquanto o grupo
MP2.5 recebeu instilagdo intranasal de MP2.5 (30 pg/10 puL) uma vez ao dia, cinco dias por
semana, durante duas semanas. Ao final dessas duas semanas, os camundongos foram
eutanasiados, as aortas coletadas e armazenadas em solucdo fixadora com formaldeido 4% por
24 horas e, em seguida, transferidas para alcool 70% até o processamento histologico.

O processamento histoldgico foi composto por varias etapas, as quais foram seguidas
a partir da retirada das aortas do alcool 70%:

1. Desidratagdo, cujo objetivo ¢ a retirada de agua dos tecidos, de modo que seja
um processo gradativo, com a porcentagem do alcool iniciando em 70% e

finalizando em 100%.
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2. Clarificacdo, importante para substituir o alcool presente nos tecidos por um
produto pelo qual a parafina, utilizada em sequéncia, tenha mais afinidade.

3. Infiltra¢do, em que as amostras devem ser impregnadas pela parafina.

4. Inclusdo, etapa de montagem. Usa-se um molde para formar um bloco de
parafina contendo o tecido, essencial para a microtomia a seguir.

5. Microtomia, que consiste no corte dos blocos de parafina com tecido, a fim de
que uma sec¢ao bem fina da amostra seja disposta na lamina, possibilitando a
observa¢ao microscopica, de modo que a espessura ideal seja 5 um.

6. Coloracdo com Hematoxilina e Eosina, em que as laminas precisam ser
diafanizadas — imersas em Xilol para retirada da parafina — e hidratadas —
imersas em alcool e 4gua — para propiciar que, ao serem imersas nos corantes,
os tecidos presentes na ldminas sejam corados.

7. Montagem, ultima etapa antes da ldmina estar pronta para andlise
microscopica. Importante que a laminula, que serve como uma cobertura para
o tecido sobre a lamina, seja bem posicionada e que possiveis bolhas de ar
sejam retiradas.

Com as laminas prontas para andlise por microscopia Optica, mensurou-se a
espessura média da parede da artéria aorta em mm, utilizando o software Imagel. Para
obtenc¢do da espessura média, foi medido desde o inicio do endotélio (mais interno na tinica
intima, reveste o limen do vaso) até o final da tinica média (camada muscular) em 10 pontos
da artéria aorta e, em seguida, foi feita a média dos valores encontrados. Para a analise
estatistica, foram usadas a espessura média e a espessura maxima — referente ao maior ponto
de espessura entre os 10 pontos medidos em diferentes regioes da aorta. As medi¢des foram
feitas por dois avaliadores cegados.

Os dados obtidos a partir das medi¢des das aortas foram analisados no software
GraphPad Prism 8. Inicialmente, foi realizado teste de ROUT 5% para identificacdo de
possiveis outliers, para sua exclusdo. Em seguida, os dados foram submetidos ao Teste de

Normalidade por Shapiro-Wilk e comparados pelo Teste T ndo pareado, considerado P <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Quando analisamos a espessura média das aortas, percebemos que ndo ha diferenca
entre os grupos (Figura 1 — A). Contudo, o grupo que recebeu polui¢ao apresentou maior

espessura maxima em comparagdo ao grupo controle (Figura 1 — D).
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Figura 1. (A) Comparagdo entre espessura média da aorta do grupo CTRL (n=4) e do grupo MP2.5 (n=4). Foi
realizado Teste T ndo pareado, p = 0,5471. Representagdo histologica da aorta de camundongo exposto a solugéo
fisiologica (B) ou a MP2.5 (C). Colorag@o de hematoxilina e eosina (H&E). Microscopia optica, com aumento
de 100x. (D) Comparagdo entre maior ponto de espessura da aorta do grupo CTRL (n=4) e do grupo MP2.5
(n=4). Foi realizado Teste T ndo pareado, p = 0,0205. Representagdo histologica da aorta de camundongo
exposto a solugdo fisioldgica (E) ou a MP2.5 (F). Coloragdo de hematoxilina e ecosina (H&E). Microscopia
optica, com aumento de 400x. Fonte: proprios autores.

Ja existe comprovagao de que a poluicao atmosférica, a longo prazo, pode acelerar o
enrijecimento das paredes arteriais em adultos jovens (Lentes, 2010). A partir dos nossos
resultados, € possivel observar que a exposi¢do subaguda a polui¢do também altera a
morfologia vascular da aorta, tornando-a mais espessa. A integridade da parede vascular,
sobretudo da tunica média com a presenca das fibras elasticas, ¢ essencial para a manutengao
continua do fluxo sanguineo (Abrahamsohn, 2016). Desse modo, a modificacdo observada ¢
prejudicial, podendo gerar obstru¢do do limen que diminui a perfusdo sanguinea e resulta em
isquemia.

Nesse sentido, os resultados corroboram estudos que associam a poluicdo a
complicagdes cardiovasculares ¢ ao aumento do risco de mortalidade por doenca cardiaca
isquémica e acidente vascular cerebral (Hayes et al, 2019). Embora a espessura média da
aorta ndo tenha sofrido alteragdo, houve aumento em pontos especificos nos camundongos

expostos a poluicdo, indicando lesdo vascular local por aumento da camada muscular da

parede da aorta.
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CONSIDERACOES FINAIS
Concluimos que a exposi¢ao aguda ao MP2.5 pode implicar lesdo vascular devido ao
espessamento da parede da aorta.

Palavras-chave: Aorta. Polui¢do. Alteragdes. Histologia. Cardiovascular.
AGRADECIMENTOS

Agradecimento ao Programa de Iniciacdo Cientifica e Tecnologica (PIBIC CNPq,
PIBIC UNIJUI, PIBIT CNPq, PIBIT UNIJUI, PROBIT/PROBIC FAPERGS) ¢ a
Coordenacgdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES pela concessdo de
bolsas. Agradecimento aos colegas e professores do Grupo de Pesquisa em Fisiologia da
Unijui (GPeF) vinculado ao Programa de Po6s-Graduagdo em Atencdo Integral a Saude
(PPGAIS-UNIJUT) pelo aprendizado.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABRAHAMSOHN, Paulo. Histologia. Rio de Janeiro: Grupo GEN, 2016. E-book. ISBN
9788527730105. Disponivel em:
https://integrada.minhabiblioteca.com.br/#/books/9788527730105/. Acesso em: 25 jun. 2024.
BRASIL. Ministério da Satude. Secretaria de Vigilancia em Satde. Departamento de Saude
Ambiental, do Trabalhador e Vigilancia das Emergéncias em Satude Publica. Polui¢ao
atmosférica na 6tica do Sistema Unico de Saude: vigilancia em saude ambiental e qualidade
do ar. Brasilia: Ministério da Satude, 2021. Disponivel em:
<https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/poluicao_atmosferica SUS saude ambiental.pd
>. Acesso em 14 jun. 2024.

CF-1™ Mouse. Disponivel em:
<https://www.criver.com/products-services/find-model/ct-1-mouse?region=3621>. Acesso em
5 jun. 2024.

FERNANDES, J. S. et al. Poluigdo atmosférica e efeitos respiratorios, cardiovasculares e
reprodutivos na saide humana. Revista Médica de Minas Gerais, v. 20, n. 1, 2009. Disponivel
em: <https://rmmg.org/artigo/detalhes/387>. Acesso em 25 jun. 2024.

HAYES, R. B. et al. PM2.5 air pollution and cause-specific cardiovascular disease mortality.
International Journal of Epidemiology, v. 49, n. 1, p. 25-35,
2019.<https://academic.oup.com/ije/article/49/1/25/5529269?ogin=true>. Acesso em 25 jun.
2024.

LENTERS, V. et al. Long-Term Exposure to Air Pollution and Vascular Damage in Young
Adults. Epidemiology, v. 21, n. 4, p. 512-520, 2010. Disponivel em:
<https://journals.lww.com/epidem/fulltext/2010/07000/long_term exposure to air pollution
_and_vascular.14.aspx>. Acesso em 27 jun. 2024.

NUNES, C. S. et al. Principios do processamento histoldgico de rotina. Revista
Interdisciplinar de Estudos Experimentais, v.8, n. tnico, 2016. Disponivel em:
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-964830. Acesso em: 22 fev. 2024.
SOUZA, P. A. De. et al. Caracterizagdo do material particulado fino e grosso e composi¢ao da
fragdo inorganica soluvel em dgua em S3o Jos¢ dos Campos (SP). Quimica Nova. 2010.
Disponivel em: <https://www.scielo.br/j/qn/a/kQING6NsTrPNMNkVNyfs4ZM/?lang=pt#>.
Acesso em 25 jun. 2024.



