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RESUMO

O tabagismo materno durante a gestacdo provoca modificagbes cardiacas,
déficit do crescimento fetal, aborto espontaneo e baixo peso ao nascer. Mesmo em
gravidas expostas a fumaca de cigarro essas alteracbes podem ser observadas.
Porém, o exercicio fisico tem como respostas 0 aumento do peso fetal, além da
melhora da condi¢cdo cardiorrespiratoria da gravida e do feto. O objetivo deste
estudo foi analisar o musculo ventricular de filhotes de ratas submetidas ao
tabagismo passivo associado ao exercicio fisico aquatico. Para a realizacdo dos
experimentos foram utilizadas 24 ratas fémeas divididas em quatro grupos com
quatorze animais cada: GC (controle), GE (protocolo de exercicio na agua), GF
(expostos a fumaca de cigarro) e GEF (protocolo de exercicio ha agua e expostos a
fumaca de cigarro). Neste mesmo dia foi realizada a 12 sessao da fase experimental
do protocolo de exposicdo a fumacga de cigarro, que consistiu de 30 minutos, duas
vezes ao dia, seis dias por semana, durante trés semanas, sendo acompanhada da
1% sessdo do programa de natacao, que teve a partir da quinta sessdo, 60 minutos
de duracgdo, com finalizagdo do protocolo experimental no 21° dia de amamentacao
com o sacrificio dos filhotes, por meio de decapitacdo. Foi obtido o musculo
ventricular, estas pecas foram emblocadas em parafina, cortadas em micrétomo
rotatério pelo método semi seriado e coradas pelo método Hematoxilina-Eosina,
para a realizacdo de um estudo histomorfométrico de cardiomiocitos, onde as
observacbes das possiveis variacdes de tamanho. Foram analisadas por imagem
computadorizada das laminas coradas em HE. Nao houve diferencas morfométricas
estatisticas. Conclui-se que o tabagismo ndo foi capaz de alterar as medidas de

didmetro dos cardiomidcitos dos filhotes pos-desmame.

Palavras-chave: Prenhez. Lactacdo. Morfometria. Cardiomidécitos.



ABSTRACT

Maternal smoking during pregnancy causes heart changes, impaired fetal growth,
spontaneous abortion and low birth weight. Even in pregnant women exposed to
cigarette smoke these changes can be observed. But the exercise is to answer the
increased fetal weight, besides the improvement of cardiorespiratory fitness of the
pregnant and the fetus. The objective of this study was to analyze the ventricular
muscle of young rats subjected to passive smoking associated with aquatic exercise.
For the experiments used 24 female rats were divided into: GC (control), GE
(exercise protocol in the water), GF(exposed to cigarette smoke) and GEF (exercise
protocol on water and exposed to cigarette smoke). On the same day was held the
1st session of the experimental phase of the protocol of exposure to cigarette smoke,
which consisted of 30 minutes twice a day, six days a week for three weeks, followed
by the first session of the swimming program, which was from the fifth session, 60
minutes, with completion of the experimental protocol on the 2lstday of
breastfeeding with the sacrifice of the young, through decapitation. Ventricular
muscle was obtained, these pieces were embedded in paraffin, cut in half by the
method rotary microtome series and stained using hematoxylin-eosin, to perform a
histomorphometric study of cardiomyocytes, where the observations of the possible
variations in size. Were analyzed by computerized image of the slides stained with
HE. There were no differences morphometric statistics. It is concluded that smoking
was not able to change the diameter of cardiomyocytes measures of offspring after

weaning.

Key words: Pregnancy. Lactation. Morphometry. Cardiomyocytes.
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1. Introducgéo e Justificativa

O tabagismo é considerado uma pandemia, sendo responsavel por 4 milhdes
de mortes/ano (NAKAMURA et al., 2004). No Brasil, 17,2% dos maiores de 15 anos
sdo fumantes (WUNSCH FILHO et al., 2010), dentre os quais 11,2 milhdes s&o
mulheres, com grande porcentagem de mulheres na idade reprodutiva, entre 20 a 49
anos (GALAO et al., 2009).

Na fumaca do cigarro, 4720 elementos diferentes ja foram identificados,
sendo que dentre estes existem substancias toxicas e cancerigenas (MELLO et al.,
2001; CAMPOS et al, 2008). Estas substancias sdo encontradas na fumaca do
cigarro, constituida principalmente por dois componentes: fumaca central e fumaca
periférica (MELLO et al., 2006).

O fumo ativo é caracterizado pela fumaca central, gerada pelas altas
temperaturas (acima de 950°C), produzida quando o fumante traga o cigarro, €
lancada ao meio ambiente apds ser aspirada pelo filtro do cigarro, entrando em
contato com os pulmdes, sendo exalada em seguida (MELLO et al., 2006).

Em contrapartida, o fumo passivo € composto em principio pela fumaca
periférica, uma mistura de gases e particulas em estado liquido e sélido, produzida
em temperaturas mais baixas (préximas a 350°C), durante a lenta queima das
extremidades do cigarro entre as tragadas do fumante ativo. Corresponde
aproximadamente a 85% da fumaca de cigarro presente no ambiente, a constituicao
quimica é semelhante a da fumaca central, diferindo quantitativamente, pois esta
nao é filtrada (MELLO et al., 2006; CAMPOS et al., 2008).

Os tabagistas passivos podem absorver um sexto da quantidade de fumaca
absorvida por um fumante ativo, em desacordo com o menor risco, para fumantes
passivos em relacdo a fumantes ativos, a propor¢cao de pessoas fumantes passivas
€ muito maior, sendo que 0s maiores riscos apresentam-se entre os fetos, recém-
nascidos e lactentes (CHERTOK et al, 2010). NAKAMURA et al. (2004)
descreveram o tabagismo passivo como um problema relevante a saude publica em
todo o mundo, por apresentarem maior risco de morbidade das doencas causadas
pelo cigarro, a escala da exposicdo ao tabagismo é grande, incluindo mulheres

gravidas (Wdowiak et al., 2009). No territério brasileiro, a fumaga do cigarro esta



11

presente em 27,9% dos domicilios e 24,4% dos ambientes de trabalho (Wilnsch
Filho et al., 2010).

Segundo Marcopito et al., 2007, o habito tabagico apresentava prevaléncia de
19,9% no Brasil, tornando-se uma preocupacdo da saude coletiva (Galado et al.,
2009), sendo que esta porcentagem reflete diretamente no nimero de mulheres em
idade fértil, potenciais gravidas fumantes, das quais 35% continuam fumando
durante a gestacdo (BAYKAN et al.,, 2005). Em somatéria, o tabagismo na mulher
reduz globalmente a fertilidade, com evidente atraso da primeira gestacdo (MELLO
et al., 2001). O tabagismo reduz a fertilidade, diminuindo 3,4 vezes a probabilidade
de levar mais de um ano para a concepgdo em comparagdo a mulheres nao
fumantes (MELLO et al., 2001).

Durante o fumo, a mulher exp8e seu feto tanto aos componentes contidos no
cigarro, muitos capazes de difundirem-se pela placenta quanto as alteracdes
metabdlicas desencadeadas pelo tabagismo (NAKAMURA et al.,, 2008). Na
literatura, diversos relatos sobre a relacéo entre o baixo peso ao nascer, déficit de
crescimento, risco aumentado de aborto espontaneo, maior incidéncia de gestacfes
ectopicas, além de descolamento prematuro de placenta e parto prematuro (MELLO
et al., 2001 e NAKAMURA et al., 2008).

Todas as alteracdes citadas sao, proporcionalmente, aumentadas com o
namero de cigarros consumidos por dia (MAINOUS E HEUSTON, 1994). Sendo
estas alteracdes causadas pelo negativo impacto bioldgico do tabagismo materno na
funcdo placentaria, como transferéncia de nutrientes, oxigénio, proteinas, além de
mecanismo ainda desconhecidos (CHERTOK et al., 2010). Com destaque,
observou-se que o fumo apos o quarto més é decisivo para a perda de peso fetal
(CHIOLERO et al., 2005). Este parametro é relacionado com a morbimortalidade
perinatal e infantil, com grande relevancia em Saude Publica (AZENHA et al., 2008).
Chertok et al. (2010) sugerem que 0 baixo peso ao nascer seja decorrente de
interacfes entre o gendtipo metabdlico materno e o habito tabagico. Um estudo
realizado por Wdowaik et al. (2009) demonstrou queda na porcentagem de peso
entre filhos de gestantes fumantes ativas quando comparadas a fumantes passivas;
sendo essa queda mais critica em filhos de gestantes que consumiam acima de dez
cigarros por dia (GALAO et al., 2009).

O tabagismo materno impfe o feto a uma condigdo de hipoxia fetal, pela

reducdo da capacidade da hemoglobina de liberar oxigénio (GALAO et al., 2009),



12

além da vasoconstricdo dos vasos umbilicais, mediada pela inibicdo da producéo de
vasodilatadores nas paredes destes vasos (MELLO et al., 2001). Estes mecanismos
podem ser os responsaveis pela reducdo do crescimento em filhos de mulheres
fumantes, quando comparados a filhos de maes néo fumantes (GALAO et al., 2009).

Em somatéria, o parto prematuro (baixa idade gestacional) oferece a maior
proporcéao dos casos de morte neonatal e morbidade a longo prazo, com destaque a
maes com alta dependéncia da droga (CHERTOK et al., 2010). No recém-nascido, o
tabagismo aumenta duas vezes o risco da sindrome da morte subita em comparacéo
com bebés ndo expostos (NEFF et al., 2004; SARTIANI et al., 2004; CAMPOS et al,
2008; NAKAMURA et al., 2004).

Além dos efeitos descritos, ha relato da relacdo entre mal formacdes fetais,
como fenda oro-labial (LEITE et al., 2002), efeitos nos sinais vitais no nascimento,
segundo Nakamura et al. (2008), demonstrados por baixos escores Apgar’, a
relacdo com problemas respiratorios, como reducdo do crescimento dos pulmdes
(MACHADO et al., 2009), comprometimentos do desenvolvimento do sistema
nervoso central da crianca (CAMPOS et al, 2008) e quadros de isquemia e hipdxia
(CZEKAJ et al., 2002; NEFF et al., 2004; BAYKAN et al., 2005; CAMPOS et al, 2008)

Destacam-se nos componentes da fumaca do cigarro, a nicotina e 0
mondxido de carbono (MELLO et al., 2001). A nicotina € uma das mais perigosas
substancias do tabaco, pois é capaz de difundir-se pela placenta (CLARK et
al.,1992), além de liberar, no organismo materno, catecolaminas, causando no
organismo: vasoconstricdo periférica, taquicardia, aumento da pressdo arterial,
elevacdo da resisténcia periférica, acidose, hipercapnia respiratoria, reducdo da
perfusdo sanguinea uterina e hipoxia (CZEKAJ et al., 2002) resultando em uma
pobre nutricdo e oxigenacao fetal (NAKAMURA et al.,, 2004) . O mondxido de
carbono é produzido na queima incompleta do cigarro, e este realiza com a
hemoglobina uma ligacéo estavel. Weinberger & Weiss? (1996 apud Nakamura et
al., 2004) relatam que fumantes, com consumo de 40 cigarros/dia, apresentavam
elevacdo de 10% de carboxihemoglobina e a redugcdo de 60% do fluxo fetal

sanguineo.

! E 0 método mais comumente empregado para avaliar o ajuste imediato do recém-nascido a vida extra-uterina,
avaliando suas condicoes de vitalidade. Os aspectos avaliados séo: freqiiéncia cardiaca, esforco respiratdrio,
ténus muscular, irritabilidade reflexa e cor da pele.

2 Weinberger, S. E., Weiss, S. T. Doencas pulmonares. In: Burrow GN, Ferris TF, editors. Complicacdes
clinicas durante a gravidez. 4 th ed. Séo Paulo: Roca;p. 431-474, 1996.
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O feto é extremamente sensivel aos efeitos da hipoxia, causado pelo alto
nivel de carboxihemoglobina no sangue materno (SARTIANI et al., 2004). Um dos
resultados da hipoxia causada pelo fumo em modelos animais é o colapso do
sistema antioxidante do miocardio (CLARK e IRION,1992), sistema alvo de
pesquisas com foco em prevencéo de doencas cronicas (ZORNOFF et al., 2006).

Além dos efeitos do héabito tabagico na mulher, as criangcas e os recem-
nascidos séo particularmente vulneraveis aos efeitos perniciosos devido ao fato de
estarem em desenvolvimento e a sua condicdo de crianca, que a deixa sem opc¢ao
perante a companhia de genitores tabagistas (CAMPOS et al, 2008).

Devido aos conhecidos efeitos nocivos do tabagismo ao feto, a fumante tende
a interromper o habito de fumar, a diminuir o nimero de cigarros fumados, ou a
parar de fumar definitivamente (ALVES, 2006). Todavia, as gravidas, que param de
fumar, podem se tornar fumantes passivas, pelo fumo do cénjuge ou das pessoas
em seu ambiente de trabalho.

Para alcancar a pratica de habitos saudaveis durante a gravidez, recomenda-
se alimentacdo equilibrada e atividade fisica (MEIRELLES e GONCALVES, 2004;
TAYLOR et al.,, 2005; DANIEL et al., 2006). Em contrapartida aos maleficios do
cigarro, o exercicio fisico é considerado um importante hbito pelo seu efeito de bem
estar, preventivo e terapéutico (ARAUJO et al, 2010). Atualmente, ha o
reconhecimento dos profissionais da saude que o exercicio moderado nao oferece
risco a gestante, desde que esta ndo apresente sangramento vaginal, hipertensao
arterial ou incompeténcia cervical® (FABRIN et al., 2011). Além destes efeitos, esta
associado a diversos beneficios metabdlicos, cardiovasculares e neurovegetativos,
com relevante reducdo na morbidade e mortalidade, e melhora na capacidade
funcional global (ARAUJO et al.,2010).

A prética da atividade fisica traz beneficios para a mae e, consequientemente,
para o feto, por melhorar a condi¢éo cardiorrespiratoria (CAVALCANTE et al., 2009).
Em especial, os exercicios de intensidade leve a moderada podem promover
melhora na resisténcia e flexibilidade muscular, sem aumento no risco de lesdes,
complicacbes na gestacao ou relativas ao peso do feto ao nascer. The American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) orienta que a atividade fisica

durante a gestacdo seja realizada sobre supervisdo médica, com intensidade

® A incompeténcia cervical é a principal razdo dos nascimentos precoces e perdas durante a gravidez. Pode
resultar de uma dilatacdo forcada e precoce do colo do Gtero
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moderada por 30 minutos ou mais, preferencialmente todos os dias da semana
(FABRIN et al., 2011)

Os beneficios da atividade fisica em imersdo em &agua relatados sao
diminuicdo da possibilidade do edema gravidico, prevencdo ou melhora dos
desconfortos musculos-esqueléticos, incremento da diurese, aumento da capacidade
do organismo materno em eliminar calor, controle do estresse, relaxamento corporal,
suportar melhor o aumento de peso e atenua as alteracbes posturais decorrentes
desse periodo, maior gasto energético e aumento da capacidade cardiovascular.
(PREDEVEL et al., 2003, LIMA et al., 2005; FINKELSTEIN et al., 2006). Os efeitos
especificos da pratica de exercicios fisicos em ambiente aquatico fazem com que a
adesdao a técnica seja cada vez mais procurada, tanto por parte das gestantes como
dos profissionais que as acompanham no pré-natal (PREDEVEL et al., 2003). Além,
do baixo impacto articular, principal caracteristica do exercicio, é reconhecido
alteracOes cardiovasculares maternas como o aumento do retorno venoso, devido a
pressdo hidrostatica, e comportamento de frequéncia cardiaca e pressédo arterial
mais baixos (FINKELSTEIN et al., 2006).

A resposta da presséo arterial durante a imersdo, nas gestantes, pode ser
explicada pelo aumento do ténus vagal, durante o repouso, e pela acédo da pressao
hidrostatica que produz um redirecionamento sanguineo (FINKELSTEIN et al.,
2006). Este redirecionamento produz elevacdo do nivel da diurese e natridiurese,
através da estimulacdo de receptores, que conduzem ajustes reflexos hormonais e
neurais.

Embora os efeitos do fumo passivo e do exercicio fisico sejam conhecidos
nas mulheres gravidas, ndo foram encontrados estudos conclusivos sobre o
desenvolvimento do feto exposto intra-Gtero ao fumo passivo, em especial, com 0s
efeitos do tabagismo passivo materno em relacdo ao desenvolvimento do coracéo
fetal.

Desta maneira, o presente estudo pretendeu avaliar os efeitos do
condicionamento fisico aerébio materno, por meio do exercicio aquatico, associado
ao tabagismo passivo materno durante a prenhez e lactacdo no musculo ventricular

de filhotes de ratas fumantes
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2. Objetivo

2.1. Geral

Analisar aspectos morfométricos do musculo cardiaco ventricular de filhotes
de ratas submetidas ao tabagismo passivo associado ao exercicio fisico por meio da

natacdo, apos o periodo de lactacao.

2.2. Especificos

» Quantificar o nUmero de nascimentos por ratas.
» Avaliar o peso e o comprimento dos filhotes.
» Analisar morfometricamente o tecido ventricular

» Mensurar aumento de volume de cardiomiocitos do tecido ventricular

3. Material e Métodos

3.1 Animais

Para a realizacdo do experimento foram utlizados 24 ratas em idade
reprodutiva (trés meses) e oito ratos, da linhagem Wistar (Rattus novergicus, var.
albina, Rodentia, Mammalia), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista do Campus de Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério
do Laboratério de Histologia e Histoquimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
da UNESP em gaiolas plasticas coletivas medindo 30x16x19 centimetros, com trés
animais em cada gaiola. Esses animais permaneceram no biotério, sob temperatura
média de 22 + 2 °C e periodo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-
se as 7 horas. Os animais foram alimentados com racéo padrdo e agua fornecida ad
libitum.

Todos os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT/UNESP (Proc. N°47/2009)
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e seguiram os “Principios Eticos na Experimentagdo Animal” adotado pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2. Divisdo dos grupos

As 24 ratas foram divididas em quatro grupos com seis animais cada, sendo:
GC (controle), GE (submetido ao protocolo de exercicio na agua), GF (expostos a
fumaca de cigarro) e GEF (submetido ao protocolo de exercicio na dgua e expostos
a fumaca de cigarro).

Os oito ratos foram mantidos somente com a finalidade do acasalamento,

sendo que cada um fecundou trés ratas durante o experimento.

3.3. Procedimento Experimental

Quando as matrizes atingiram a idade adulta (90 dias), foi iniciada a anélise
do ciclo estral, avaliado por esfregaco vaginal; ao ser diagnosticada a fase estro, a
rata foi colocada na mesma gaiola que um macho durante uma noite; no dia
seguinte, foi realizado novamente o esfregaco vaginal para deteccdo da prenhez,
mediante presenca de espermatozéides (DIAS et al., 2001; MELLO et al., 2006).

Em paralelo ao processo de avaliagdo do ciclo estral, foi realizada a
adaptacdo ao meio liquido das matrizes. Apés a confirmacdo da prenhez, foi
realizada a primeira sessdo do treinamento aquatico e a primeira sessdo da
exposicao ao tabagismo passivo (PAIVA et al., 2003 e CASTARDELI et al., 2005).

Durante a prenhez, foi registrado: o dia do parto, nimero de filhotes, além dos
pesos e comprimentos semanais dos filhotes.

ApoOs o periodo de prenhez e lactacéo, foi realizada a eutanasia dos filhotes
por meio da decaptacdo, seguida da realizacdo de uma abertura cirdrgica no térax
para a obtencdo do musculo ventricular; que posteriormente foi emblocado em
parafina e cortado com microtomo rotatorio. As laminas foram coradas em
Hematoxilina-Eosina e foi realizado um estudo morfométrico de cardiomidcitos
(SILVA et al, 2011).
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3.4. Protocolo de exposicéo a fumaca de cigarro

O modelo de inalacéo utilizado foi descrito por Paiva et al. (2003), e Castardeli
et al. (2005) com adequacdes do espaco para gaiola e valvulas realizadas pelo
Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI) de Presidente Prudente - SP.

Como camara de inalacéo foi utilizada uma caixa, com estrutura de aluminio e
vidro, medindo 100 x 44 x 44 cm. A camara é hermeticamente fechada e dividida em
dois compartimentos, por um tabique de vidro escuro com um pertuito central com
uma polegada de didmetro. Um dos compartimentos da caixa é utilizado para a
colocacdo de cigarros acesos em um suporte, de forma que figuem na posicao
vertical. Outro compartimento é destinado a exposicao da gaiola com seis animais.

Do lado que ficaram os cigarros, foi conectada a camara, uma fonte de ar
comprimido com fluxo de 10 I/min permitindo a combustdo dos cigarros e
propiciando a conducdo da fumaca para o outro lado da caixa, onde ficaram os
animais, dentro da gaiola. No compartimento dos animais ha um orificio de
drenagem de ar, onde foi adaptado um Cooler com funcéo de exaustor da mistura.
Desta forma, o arranjo experimental aproxima-se mais propriamente de uma
situacdo de fumo passivo.

Foi utilizado cigarro adquirido comercialmente, com a composi¢cdo descrita no
maco pelo fabricante: mistura de fumos, acucares, papel de cigarros, extratos
vegetais, agentes de sabor, gerando para cada queima de cigarro o valor 0,7 mg de
nicotina, 8 mg de alcatrédo e 9 mg de monodxido de carbono.

Os animais dos grupos GF e GEF foram submetidos a um protocolo de
exposicdo a fumaca de cigarro que compreendeu duas fases: adaptacdo e
experimental.

Fase de adaptacédo: compreendeu os cinco primeiros dias de experimento,
onde os animais dos grupos GF e GEF foram expostos a fumaca de cigarro na
camara de fumo a uma temperatura de 23 °C + 1 (CZEKAJ et al., 2002), durante 10
minutos, uma vez ao dia, com 250 ppm (partes por milhdo) de CO (mondxido de
carbono) medido pelo detector de gas especifico TxiPro® da Biosystems. Os animais
dos grupos GC e GE foram submetidos a inalacdo de ar comprimido, com as
mesmas caracteristicas de tempo e periodicidade dos animais expostos ao fumo.

Fase experimental: consistiu na exposicdo dos animais dos grupos GF e

GEF a fumaca da combustdo de cigarro na camara de fumo a uma temperatura de
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23 °C + 1 (CZEKAJ et al., 2002), durante 30 minutos, duas vezes ao dia, seis dias
por semana, perfazendo 36 dias, com 350 ppm de CO por exposi¢cdo (EDIRISINGHE
et al., 2008). Os animais dos grupos GC e GE foram submetidos a inalacdo de ar
comprimido em caixa similar, com as mesmas caracteristicas de tempo e

periodicidade dos animais expostos ao fumo.

3.3. Protocolo de exercicio fisico na agua

Os animais dos grupos GE e GEF foram submetidos a um protocolo de
exercicio fisico na dgua, descrito por Volpato et al. (2006), que compreendeu duas
fases: adaptacao ao meio liquido e programa de natacéo.

Adaptacdo ao meio liquido: os animais dos grupos GC, GE, GEF e GEF
foram colocados em um tanque, medindo 100 cm de comprimento x 50 cm de
largura x 60 cm de profundidade, contendo &gua a 30°C no nivel de 10 cm, durante
15 minutos ao dia por cinco dias consecutivos. Sendo, o suficiente para adaptacao
ao meio liquido, evitando o treinamento fisico dos animais.

Programa de natacédo: os animais dos grupos GE e GEF foram colocados no
mesmo tanque, com a mesma temperatura e com agua no nivel de 40 cm, para ndo
apoiar a cauda no fundo do tanque, assim tendo o estimulo para nadar. Este
programa consistiu de sessdes diarias de natacao, seis dias da semana durante seis
semanas, perfazendo um total de 36 sessoées.

Fase de adaptacdo ao treinamento: as cinco primeiras sessdes de natacao
tiveram aumento progressivo de 10 minutos de duracao por dia, comec¢ando com 20
minutos e chegando a quinta sessdo com 60 minutos.

Treinamento: a partir da sexta sessdo foi mantido o tempo de duracdo de 60
minutos até a 36% sessdo. A intensidade do treinamento foi moderada, visto que
permitiu um esforco fisico aerébio entre 60 e 70%, pois a sobrecarga foi imposta
pela prenhez, devido ao aumento progressivo de peso.

Os animais do grupo GC e GF foram colocados no mesmo tanque e nas
mesmas condi¢cdes da fase de adaptacdo (10 cm de coluna de agua) durante o
periodo do programa de natacdo, para que sofressem 0 mesmo estresse do meio

liquido, entretanto n&o realizaram o treinamento fisico aerébio por meio da natacéo.
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Ao término de cada sesséo de natagdo, os animais foram colocados em uma
caixa de madeira aquecida por luz, onde permaneceram por aproximadamente 20 -

30 min até estarem secos, retornando em seguida para suas gaiolas-moradia.

3.4. Fases do ciclo estral

A duracdo média do ciclo na rata fémea € de quatro dias e a determinacao da
sua fase (proestro, estro, metaestro e diestro) € baseada na proporcéo de trés tipos
de célula (epiteliais, corneificadas e leucécitos), da seguinte forma (MARCONDES et
al., 2002):

1. Proestro: predominio de células epiteliais nucleadas;

2. Estro: constituida por células corneificadas anucleadas;

3. Metaestro: consiste na mesma propor¢cdo entre os leucécitos, células
corneificadas e epiteliais;

4. Diestro: predominio de leucécitos.

A andlise da celularidade vaginal foi realizada por meio de um esfregaco da
seguinte maneira:

1. Cada rata foi segura pelo dorso e foi introduzida na vagina uma pipeta
contendo solucéo fisioldgica, que foi instilada para dentro da vagina;

2. Em seqguida, foram aspiradas algumas gotas dessa solucdo, que
trouxeram em suspensao as células do epitélio vaginal, colocadas em uma lamina
de vidro lavada e sem gordura, examinada diretamente ao microscopio com
aumento de 10x.

Sendo detectado o inicio da fase feértil (estro), as ratas foram colocadas em
gaiolas separadas com um rato macho, onde permaneceram por uma noite (MELLO
et al., 2006). E na manha seguinte, a prenhez foi diagnosticada pela analise
microscopica do esfregaco vaginal, onde a presenca de espermatozdide
caracterizava o dia zero da prenhez (DIAS et al., 2001).

O primeiro dia da prenhez foi o primeiro dia da fase experimental do protocolo
de exposicdo a fumaca de cigarro, e neste dia também foi realizada a primeira
sessdo do programa de natacdo. Tanto o protocolo de exposicdo a fumaca de
cigarro, quanto o de atividade fisica na agua encerravam no 21° dia de
amamentacao, perfazendo 36 dias de intervengéo dos 42 dias compreendidos entre

inicio da prenhez e fim da amamentacéo.
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3.5. Andlise do peso e comprimento

Foram registrados: o dia do parto, o numero de filhotes nascidos vivos ou
mortos, bem como o peso e o comprimento dos recém-nascidos imediatamente apés
o parto (MO0), sete dias apds o parto (M1), segunda semana de lactacdo (M2) e
desmame (M3).

Para pesagem dos filhotes foi utilizada a balanca semi-analitica eletrénica da
marca Gehaka, com variacdo de 0,01 g, e para aferir o comprimento dos filhotes, foi

considerado o corpo e a cauda dos mesmos, utilizando-se um paquimetro.

3.6 Coleta do Material

Para a coleta do tecido cardiaco, os filhotes foram sacrificados por meio de
decapitacdo utilizando-se uma guilhotina para os pequenos animais, e prontamente
foi iniciado o procedimento cirargico.

Para a retirada do coracéo, o torax foi cuidadosamente aberto, preservando-
se as estruturas. ApOs este procedimento, o coracao era retirado e imediatamente
pesado em balanca analitica eletrbnica da marca Sauter e os dados foram anotados

em uma ficha para posterior analise estatistica.

3.7. Preparo do Material Histologico

Foi realizado um corte transversal ao eixo maior do coragdo, obtendo-se
apenas o ventriculo direito e esquerdo. Esses fragmentos do tecido cardiaco foram
fixados em formalina a 10% por 24 horas, iniciando-se em seguida o0 processo de
desidratacdo pela passagem das amostras em solucéo alcodlica com concentracao
crescente, seguindo-se a diafanizacao por xilol e inclusdo em blocos de parafina.

Os blocos foram cortados em micrétomo rotatorio pelo método semi seriado
com espessura de 5um e coradas pelo método Hematoxilina-Eosina para

visualizagdo em microscopia de luz.
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3.8. Anélise Morfométrica

As laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) foram utilizadas para
avaliacdo das caracteristicas do tecido cardiaco, conforme metodologia descrita na
literatura (SILVA et al, 2011).

Foi realizado um estudo morfométrico de cardiomidcitos, observando-se de 50
a 60 células por campo, observando-se o diametro da fibra (SILVA et al, 2011). As
observacdes, das possiveis variagdes do tamanho destes, foram realizadas por meio
de um sistema de analise por imagem computadorizada (Image-Pro Plus®) das

lAminas coradas em HE.

4. Anélise de Dados

Os dados obtidos foram analisados por um programa estatistico,
primeiramente submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk). A partir dos
resultados da normalidade, a diferenca entre os grupos foi mensurada pela anélise
de variancia (ANOVA-One Way) para dados normais, seguido do pds teste de

Tukey. Para todas as analises foi utilizada nivel de significancia de p<0,05.

5. Resultados

No momento do nascimento (M0), o GE apresentou o maior niumero de
filhotes e o GF o menor nimero. No M1 houve um numero de mortes reduzido nos
grupos GF e GEF, e pdde-se observar um maior nimero de mortes para o GE. No
M2, o GE continuou apresentando maior mortalidade, seguido do GC que mostrou
apenas algumas mortes. J4 na semana que antecedeu o desmame (M3) ndo houve
morte de filhotes, como pode ser observado no Gréfico 01. A partir da média do
nascimento de filhotes das ratas dos diferentes grupos do presente estudo, foi
verificada diminuicdo do numero de filhotes do nascimento até o desmame, sendo

observada maior porcentagem de mortes no GE no decorrer do tempo.
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Grafico 01 — Média do numero de filhotes dos grupos: exposto a fumaca de cigarro
(GF), controle (GC), exposto a fumaca de cigarro e submetido ao protocolo de
exercicio fisico (GFE) e submetido ao protocolo de exercicio fisico (GE), em quatro
momentos distintos: no nascimento (M0), com sete dias de amamentacao (M1), com
14 dias de amamentacao (M2) e com 21 dias de amamentacao (M3). Considere: p <
0,05.

Em relacdo as mensuracfes de comprimento, todos 0s grupos apresentaram
evolucdo em relacdo aos momentos. No momento do nascimento (M0), o GC
apresentava-se significamente maior que o grupo GEF (p=0,026), diferenca que
permaneceu no M1 (p=0,01). Além destas diferencas, no momento M2 todos o0s
grupos experimentais apresentavam-se significantemente menores que o GC, tendo
GF (p=0,001), GEF (p=0,004) e o GE (p=0,02). No desmame, a diferenca
apresentou-se restrita aos grupos expostos a fumaca de cigarro, GF (p=0,003) e
GEF (p=0,001), em comparacao ao GC (Tabela 01 e Grafico 02).

Tabela 01. Peso e comprimento dos filhotes do nascimento ao desmame.

Grupo MO M1 M2 M3

Peso corporal (9)
6.775 + 14.885 + 1.596"> 22.598 + 2.552% " 34.470 +
0.6738° c c 7.810"°¢
GE 6.528+0.6011 12.031+1.736  18.496 +2.341  28.725 + 3.782

GC
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GF 6.431+0.7402 11.720+1.257 16.797 £2.509  26.452 + 4.595
GEF 5.858 +0.6153 11.716 +2.273 17.159 +£2.748  22.547 + 4.682

Comprimento corporal (cm)

6.865 * 13.819£0.8154*  18.285+
GC 10.340 £ 0.6833° ) .
0.4259° e 1.838" ¢
6.8000 +
GE 0 3058 9.617 £0.6201 12.416 +0.7317  16.227 +1.160

GF 6.557+£0.4093 9.474+0.5448 11.326+0.7399 15.328 +1.054
GEF 6.359 +0.3476 9.301 +0.7890 12.063 £1.182 14.511 +1.492

Letras correspondem a presenca de diferenca estatisticamente significante (p <
0,05) entre: 2 GC e GE; ® GC e GF; © GC e GEF, em quatro momentos distintos: no
nascimento (MO), com sete dias de amamentacdo (M1), com 14 dias de
amamentacao (M2) e com 21 dias de amamentacgéo (M3). Considere: p < 0,05.
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Grafico 02 — A - Média do peso corporal dos filhotes; B - Média do comprimento
corporal dos filhotes. Grupos: exposto a fumaca de cigarro (GF), controle (GC),
exposto a fumaca de cigarro e submetido ao programa de natacdo (GFN) e
submetido ao programa de natacdo (GN). Momentos: nascimento (M0), sete dias de
lactagao (M1), 14 dias de lactagdo (M2) e 21 dias de lactagdo (M3). Considere: p <
0,05.

Observou-se que todos os filhotes, independentemente do grupo,

apresentaram evolucdo do peso corporal significativa, a partir dos valores médios da
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mensuracdo da massa (Tabela 01 e Grafico 02). Comparando-se o0 momento do
nascimento (M0), o peso dos filhotes do GC era significantemente maior em relacao
ao GEF (p=0,01); sendo que esta diferenca permaneceu apés M1 (p=0,005), M2
(p=0,003) e M3 (p=0,007). Em somatdria, o GC apresentava-se com peso corporal
superior ao GF a partir do M1 (p=0,08), M2 (p=0,003) e M3 (p=0,03). A diferenca
estatistica entre os grupos GC e GE foram estatisticamente significantes a partir da
segunda semana de lactacdo (M2) (p=0,023), desaparecendo no momento do
desmame.

Em contrapartida ao peso corporal, os filhotes do grupo GC apresentaram
mensuragdes significantemente menores em relagdo aos demais grupos (GE, GF e
GEF) no peso cardiaco, sendo que os filhotes do grupo GEF apresentavam
mensuracdes de peso cardiaco significantemente menores que os filhotes do grupo
GE.

Por outro lado, as alteracdes estatisticamente significantes, nas medidas de
peso corporal e peso cardiaco, ndo modificaram significantemente a relacao peso do

coracao/peso corporal, que ndo demonstraram diferencas importantes (Tabela 02).

Tabela 02: Pesos cardiaco e corporal e relacdo peso cardiaco e corporal dos filhotes

apos o desmame

Relacao peso

Grupo Peso cardiaco (g) Peso corporal (g) cardiaco e

corporal
0,2394 + 0,0480* 34,470 + 7,8100%
GC ) )
. c 0,0070 + 0,0011
GE 0,1883 + 0,0331% 28,7250 + 3,7820% 0,0065 + 0,0012
GF 0,1755 + 0,0332° 26,4526 + 4,5950° 0,0066 + 0,0007
GEF 0,1572 +0,0273 22,5471 + 4,6820 0,0070 + 0,0012

Letras correspondem a presenca de diferenca estatisticamente significante (p <
0,05) entre: *GC e GE; " GC e GF; °GC e GEF; “ GE e GEF; ° GF e GEF.

Entretanto, na analise comparativa dos diametros meédios dos cardiomiocitos
ndo foram percebidas diferencas significantemente maiores nas fibras cardiacas dos

filhotes entre os grupos (Tabela 03).
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Tabela 03: Média e desvio padrédo do peso (g) e morfometria do cardiomiécito (um)

do musculo ventricular dos filhotes

Musculo Ventricular

Grupo Morfometria
Peso (9)
(um)
0,2394 + 0,0480%
GC b 6,784 + 0,990
GE 0,1883 + 0,0331° 7,257 £1,104
GF 0,1755 + 0,0332° 7,090 £ 0,941
GEF 0,1572 £0,0273 7,115 £ 0,775

Letras correspondem a presenca de diferenca estatisticamente significante (p <
0,05) entre: *GC e GE; " GC e GF; °GC e GEF;  GE e GEF; ® GF e GEF.

6. Discusséao

O objetivo do deste estudo foi avaliar o efeito do tabagismo passivo e do
exercicio fisico aquético na prole de ratas submetidas aos protocolos. Foi possivel
avaliar o efeito negativo do tabagismo passivo nas medidas de comprimento e pesos
cardiaco e corporal dos filhotes, mesmo apdés a lactacdo. Todavia, ndo foi
confirmada a hipétese que o exercicio fisico aquatico poderia minimizar os efeitos
deletérios do tabagismo passivo.

A média dos filhotes por ratas submetidas somente ao programa de exercicio
fisico aquético foi superior a todos os grupos estudados. Provavelmente, devido a
maior perfusdo sanguinea desencadeada pelo exercicio fisico (WILLIAMS e
KANAGASABI, 1984), promovendo diminuicdo do risco de aborto espontaneo. A
mortalidade aumentada neste mesmo grupo pode ser justificada pelo maior gasto
energético da matriz durante o periodo de lactacdo

Segundo Araujo et al. (2010), os periodos intrauterino e neonatal exercem
maior influéncia sobre o crescimento e as condicbes de saude poés-natal do
individuo. Mello et al. (2006) propéem que a redugdo encontrada no peso e
comprimento dos filhotes em seu estudo, semelhantemente ao presente estudo, é
provavelmente decorrente da hipoxia fetal originada pela interacdo de dois

mecanismos: o efeito agudo da liberagdo de catecolaminas induzido pela nicotina,
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resulta em vasoconstricdo materna e perfusao uterina reduzida provocando o
aumento prolongado dos niveis de carboxihemoglobina fetal, promovendo Letras
correspondem a presenca de diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre:
hipoxemia fetal crénica.

Além do efeito do tabagismo durante a prenhez, a nicotina interfere no
acumulo lipidico na gestacao, podendo reduzir a capacidade da mae de suprir as
demandas energéticas proprias da lactacdo (MELLO et al., 2007). Em outro estudo,
filhotes de matrizes submetidas a inje¢cdes de nicotina durante a prenhez e lactacéo
apresentavam filhotes com mensuracdes significantemente menores na prenhez e
na primeira metade da lactagdo. Em contrapartida, a retirada da administracdo da
nicotina durante a amamentacao foi capaz de normalizar o peso em relacdo ao
grupo controle apds os 21 dias (BECKER apud MELLO et al, 2007%).

Apesar de demonstracdes na literatura do efeito negativo do tabagismo na
fertilidade (Mello et al., 2006), nosso estudo pode verificar alteracao significante na
fertilidade das ratas submetidas ao tabagismo passivo.

Com relacao ao exercicio fisico, em nosso estudo as taxas de comprimento e
peso foram menores nos grupos submetidos ao protocolo de exercicio fisico em
comparacao ao grupo controle. No estudo com matrizes submetidas ao exercicio
fisico em esteira ndo houve alteracbes de peso em seus filhotes (Monteiro et al.,
2010) em uma intensidade de 50% da velocidade méxima atingida em teste de
desempenho maximo e 70% do volume de O, absorvido pelo organismo (VOzmax),
diminuindo a intensidade conforme o desenvolvimento da prenhes. Considerando
que no presente estudo, a intensidade do exercicio fisico foi entre 60 e 70%, e com
a sobrecarga imposta pelo aumento de peso progressivo da prenhez,
provavelmente, a alta intensidade do exercicio fisico seja determinante para a
reducdo das medidas dos filhotes.

Ha relatos da melhora da funcdo cardiovascular implantada pelo exercicio
fisico regular, esta resposta decorrente de processos adaptativos como a hipertrofia
cardiaca, estas alteragbes sendo definidas por alteracBes no cardiomidcitos e
manifestada por alteracbes de volume, massa, constituicdo, geometria e funcao

cardiaca (Zornoff et al., 2007). Estes mecanismos foram amplamente estudados em

* Becker RF, Little CR, King JE. Experimental studies on nicotine absorption in rats during pregnancy. 3. Effect
of subcutaneous injection of small chronic doses upon mother, fetus, and neonate. Am J Obstet Gynecol. v.
100, p. 957-68, 1968.
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animais adultos, porém, encontram-se em déficit no periodo neonatal. Segundo
Portes (2006), o exercicio fisico aquatico induzem alteracdes benéficas para o
sistema circulatério relacionadas com a atividade simpéatica, parassimpatica, com o
sistema renina-angiotensina e com a reducéo da pés-carga, além do aprimoramento
da funcdo mecéanica miocérdica.

N&o foi possivel observar diferenca significante entre os grupos GF e GEF em
relacdo ao diametro dos cardiomidcitos, indicando que o exercicio foi insuficiente
para alterar significantemente as modificacbes nas fibras em associacdo com a
exposi¢do a fumaga do cigarro. Mcdonough e Moffatt, 1999 concluiram que o fumo
induz aumento no contetdo de monoxido de carbono sanguineo, o que pode reduzir
a tolerancia ao exercicio e diminuir a capacidade aer6bia maxima. Além desta
evidéncia, a exposicdo crénica ao monoéxido de carbono, resulta em aumento da
expressdo génica de endotelina-1 e induziu hipertrofia cardiaca, em um estudo

experimental realizado por Loennechen (1999).

7. Conclusao

O tabagismo passivo materno, durante prenhez e lactacdo, exerceu forte
influéncia negativa sobre o niumero de filhotes, sobre o0 peso e comprimento corporal
do nascimento ao desmame.

Por outro lado, o exercicio por meio do programa de natacdo influenciou
positivamente tais aspectos no momento do nascimento, mas que pelo maior gasto
energético requerido ndo possibilitou os mesmos beneficios durante todo o periodo
de lactacéao.

Associacdo do tabagismo passivo com o exercicio fisico gerou elevacao do
nivel de estresse, que influenciou negativamente as medidas analisadas e, dessa
forma, a hipo6tese levantada neste estudo nao foi confirmada.

Em contraposi¢do, ndo observou-se alteracbes morfométricas significantes
entre 0s grupos submetidos aos protocolos, levando a uma perspectiva futura de

analise histologica do tecido cardiovascular.
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