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RESUMO

Waked, D. Efeito da exposi¢éo crénica ao material particulado fino no tecido cardiaco de
camundongos predispostos ao Lupus Eritematoso Sistémico [dissertacdo]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Estudos epidemioldgicos e toxicoldégicos demonstraram que a inalagcdo de material
particulado (MP), um dos principais componentes da polui¢do do ar, esta associada ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV). A exposicdo ao excesso de MP a
longo prazo aumenta o risco de eventos cardiovasculares e pode reduzir a expectativa
de vida em alguns anos. O Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria
cronica de natureza autoimune, caracterizada pela producdo de autoanticorpos que
acomete diversos Orgaos, dentre eles o coragdo. Fatores hormonais, ambientais e
genéticos estdo diretamente associados ao desenvolvimento da doenca e a poluicdo
atmosférica tem sido evidenciada como um fator ambiental importante. Neste contexto,
a poluicdo atmosférica pode ser um fator determinante para a progressao da doenca e
comprometimento cardiovascular. Este estudo tem como objetivo investigar se a
exposi¢cdo a poluicdo atmosférica promove o aumento da inflamagéo e remodelamento
cardiaco em animais com lUpus eritematoso sistémico. Foram utilizados camundongas
fémeas da linhagem NZBWF1, expostos ou ndo ao MP2.5, utilizando um concentrador
de particulas ambientais. Foram analisados aspectos relacionados ao remodelamento
cardiaco, inflamac&o e morte celular no miocéardio dos grupos. Foram avaliados o ganho
de peso corporal dos grupos durante o periodo de exposicao, o trofismo cardiaco pela
razdo peso do coracao/corporal pds eutanasia, area relativa dos cardiomiocitos e area
fibrética no tecido cardiaco. Os animais que foram expostos ao MP2.5 apresentaram um
aumento da area dos cardiomiocitos, assim como a area relativa de fibrose, além disso,
observamos o aumento da imuno-marcacdo de IL-1 E C3 no tecido cardico,
demonstrando o aumento da inflamacdo. Deste modo, sugerimos que a poluicao
atmosférica € capaz de promover remodelamento cardiaco e aumento da inflamacao em

animais que desenvolvem o LES.

Descritores: Doencas cardiovasculares; Remodelamento cardiaco; Lupus eritematoso

sistémico; Doenca autoimune; Poluicdo do ar; Material particulado.



ABSTRACT

Waked D. Effect of chronic exposure to fine particulate matter on cardiac tissue of mice
predisposed to Systemic Lupus Erythematosus [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Epidemiological and toxicological studies have shown that the inhalation of particulate
matter (PM), one of the main components of air pollution, is associated with the
development of cardiovascular diseases (CVD). Long-term exposure to excess MP
increases the risk of cardiovascular events and can reduce life expectancy by a few years.
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory disease of an
autoimmune nature, characterized by the production of autoantibodies that affects
several organs, including the heart. Hormonal, environmental and genetic factors are
directly associated with the development of the disease and air pollution has been shown
to be an important environmental factor. In this context, air pollution can be a determining
factor for the progression of the disease and cardiovascular compromise. This study aims
to investigate whether exposure to air pollution promotes increased inflammation and
cardiac remodeling in animals with systemic lupus erythematosus. Female mice of the
NZBWF1 strain, exposed or not to PM2.5, were used using an environmental particle
concentrator. Aspects related to cardiac remodeling, inflammation and cell death in the
myocardium of the groups were analyzed. Body weight gain of the groups during the
exposure period, cardiac trophism by heart/body weight ratio post euthanasia, relative
area of cardiomyocytes and fibrotic area in cardiac tissue were evaluated. The animals
that were exposed to PM2.5 showed an increase in the area of cardiomyocytes, as well
as the relative area of fibrosis, in addition, we observed an increase in the immunostaining
of IL-1 and C3 in the cardiac tissue, demonstrating an increase in inflammation. Thus, we
suggest that air pollution is capable of promoting cardiac remodeling and increased
inflammation in animals that develop SLE.

Descriptors: Cardiovascular diseases; Cardiac remodeling; Systemic lupus

erythematosus; Autoimmune disease; Air pollution; Particulate matter.



1 INTRODUCAO

1.1 POLUICAO ATMOSFERICA

Dados recentes da Organizacao Mundial da Saude (OMS) demonstram que 99%
da populacdo mundial respira ar com altos indices de poluentes, além disso, a poluicéo
do ar representa o principal problema ambiental causando mudancas climaticas e
também promovendo danos a satde humana, sendo responsavel por cerca de 7 milhdes
de mortes prematuras a cada ano (OMS, 2022).

Hoje, nas grandes cidades a poluicdo do ar € decorrente principalmente da
crescente quantidade de veiculos e das atividades industriais. Levando em consideracao
que 80% da populacdo mundial vive em cidades onde a qualidade do ar ndo atinge os
padrées recomendados pela OMS, é essencial que a investigacdo dos impactos da
exposicao continua seja realizada, uma vez que esta exposicao ocorre de forma
constante e ao longo de geracdes (Gouveia et al., 2003). Sdo Paulo, a maior cidade da
América Latina se enquadra neste cenario, ou seja, as concentracdes de poluentes no
ar ambiente estdo acima do recomendado pela OMS. Dados de monitoramento diarios
de material particulado 2.5 (MP25s) disponibilizados pelo Instituto de Energia e Meio
Ambiente (IEMA) em uma grande via localizada em Sao Paulo, demonstram que nos
altimos anos por muitas vezes o indice de qualidade do ar chegou a niveis ruins (figura
1).

Poluente

200 indice de Qualidade do ar (IQAr)

Péssima

Concentragdo



Figura 1. Concentracdo média diaria de MP 2.5 monitorada durante os ultimos
anos. Adaptada de IEMA, 2022.

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) é o orgao responséavel pela fiscalizagdo ambiental e possui estacdes de
monitoramento que registram ininterruptamente as concentragbes dos poluentes na
atmosfera, disponibilizando esses dados diariamente e de forma gratuita (CETESB,
2018). Os poluentes sao classificados como primarios, cuja emissao é feita diretamente
da fonte para a atmosfera e os secundarios, que possuem sua formacdo a partir de
reacGes quimicas entre os poluentes primarios.

Os principais poluentes adotados universalmente como indicadores de qualidade
do ar sédo os materiais particulados (MP), diéxido de enxofre (SO2), mondxido de carbono
(CO), oxidantes fotoquimicos, como o o0z6nio (Os), hidrocarbonetos (HC) e 6xidos de
nitrogénio (NOx) (CETESB, 2018).

Entre os diversos poluentes atmosféricos, o MP é considerado um dos principais
responsaveis pelos efeitos negativos da poluicdo do ar na saude humana. O material
particulado sé@o particulas sélidas ou liquidas suspensas por conta do seu pequeno
tamanho, podendo se manter suspenso por muito tempo e deslocar-se na atmosfera
(Kim et al., 2015).

As particulas inalaveis sdo aquelas cujo diametro € menor que 10 um. Baseado
no tamanho aerodinamico, o MP é geralmente classificado em inalavel (£ 10 ym; MP10),
grosso (2,5-10 um; MP2,5.10), fino (< 2,5 um; MP2;s) e ultrafino (< 0,1 um; MPo,1). Quanto
menor o seu tamanho, maior a chance de causar problemas a saude, uma vez que
conseguem atingir todo o trato respiratério e se alojar nos alvéolos pulmonares (Mota,
2014), sendo ainda capazes de translocar a parede de capilares pulmonares, alcangando

a circulacéo sistémica (Brook, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Alcance do material particulado conforme o seu diametro no trato respiratorio.
Adaptado de Brito et al., 2018 (Rev. Virtual Quim. Vol 10).

Assim, altas concentracdes de MP, especialmente as particulas finas (MP25) e
ultrafinas (MPo,1), representam um grande risco para o aumento das taxas de morbidade
e mortalidade relacionadas principalmente as doencas respiratorias e cardiovasculares
(Host et al., 2008; Hsieh et al., 2013; Goodman et al., 2004; Franck et al., 2011).

No entanto, os efeitos negativos da poluicdo na satde humana néo se restringem
somente as condicdes patolégicas nos sistemas respiratorio e cardiovascular.

Ja foram evidenciadas consequéncias na funcdo reprodutora bem como no
desenvolvimento e crescimento fetal (Veras et al., 2010), em processos
neurodegenerativos (Calderén-Garciduefias et al., 2016; Cheng et al., 2015) e ainda, a
poluicdo do ar foi evidenciada como agravante em doencas autoimunes (Zhao et al.,
2019).

1.2 EFEITOS DA POLUICAO DO AR NO SISTEMA CARDIOVASCULAR

As doencas cardiovasculares sdo consideradas a principal causa de morte
segundo a Organizacdo Pan-americana da Saude (OPAS, 2017). Dentre as doencgas
cardiovasculares de maior ocorréncia, podem-se destacar doenca arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio, doencas valvares, doencas
hipertensivas e outros (Magalhaes et al., 2014). Diversos fatores contribuem para o
desenvolvimento e a progressdo dessas doencas, como o historico familiar e hébitos
pessoais e além disso, a poluicdo do ar representa um fator ambiental importante que


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0035378715009236

também contribui com altera¢des significativas no desenvolvimento dessas doengas no
sistema cardiovascular (Brook et al., 2010).

Revisdes bibliograficas evidenciaram uma série de estudos epidemiolégicos que
determinaram a associagao entre a exposicdo ao MP e doencas cardiovasculares (Brook
et al., 2010; Kodavanti et al., 2015). Dentre os efeitos prejudiciais descritos, incluem-se
alteracdes na funcéo cardiaca e no processo de remodelamento cardiaco (Liu et al.,
2015). O remodelamento cardiaco consiste em um conjunto de mudancas moleculares,
celulares e intersticiais, que se manifestam clinicamente por alteracées no tamanho,
massa, geometria e, consequentemente, podem levar ao prejuizo da funcao cardiaca
em resposta a determinada injaria (Azevedo et al., 2015).

InvestigacBes com foco no sistema cardiovascular demonstram que a exposicao
de camundongos ao MP2s promove alteracdes cardiacas (Bonilla et al., 2010) como
fibrose e elastose de artérias coronarias (Akinaga et al., 2009) e disfuncéo sistélica e
diastdlica (Wold et al., 2012). Também ha evidencias na diminuicdo da funcéo de
cardiomidcitos isolados de camundongos e aumento da expressao de marcadores
moleculares de hipertrofia cardiaca. Além disso, dentre os demais poluentes, o material
particulado fino destacou-se na associacao a arritmias cardiacas (Shahrbaf et al., 2021).
Outros trabalhos avaliaram a toxicidade da exposi¢céo aguda ao MP2,5 em camundongos
jovens e adultos, demonstrando que a funcdo cardiaca € prejudicada em ambos o0s
grupos (Tankersley et al., 2008; Simkhovich et al., 2007).

Os principais mecanismos pelos quais a inalagdo do MP desencadeia os eventos
cardiovasculares incluem:

1) acao direta das particulas ultrafinas e solaveis que translocam do pulméo para
a circulacao;

2) efeito indireto, induzido pela resposta inflamatéria e estresse oxidativo
pulmonar que liberam mediadores na circulagéo sistémica;

3) e disturbio do sistema nervoso autbnomo, com ativacdo do sistema simpatico
e/ ou atenuacao do sistema parassimpatico (Figura 3) (Brook, 2008; Robertson e Miller,
2018).
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Figura 3. Mecanismos aos quais o material particulado desencadeia eventos

cardiovasculares. Adaptado de Robertson e Miller, 2018.

1.3 POLUICAO DO AR E LUPUS

Lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca crbnica inflamatoria de
natureza autoimune, caracterizada pela producdo de autoanticorpos que acomete
diversos o6rgdos. As principais manifestacdes clinicas sdo lesdo de pele, lesbes
articulares, inflamacdao dos rins, alteracdes hematoldgicas, neuro-psiquicas e inflamacéo
das membranas que recobrem o pulmé&o e o coracéo (Fortuna & Brennan., 2013; Human
Genome Sciences and The GlaxoSmithKline Group of Companies., 2012). A inflamacao
nos tecidos deve-se a deposicdo de imunocomplexos e ativacdo do sistema
complemento (Galindo & Veiga., 2010).

Fatores genéticos, hormonais, imunologicos e ambientais estdo associados ao
desenvolvimento da doenca. O LES pode apresentar-se de forma lenta e progressiva ou

de forma rapida com a interferéncia desses fatores (Freire et al., 2011).
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Figura 4. Patogénese do Lupus eritematoso. Adaptado de Murtaza et al., 2018.

Endocrine, Metabolic & Immune Disorders - Drug Targets.

O LES afeta individuos de todas as racas, principalmente jovens em fase
reprodutiva e, em sua maioria, mulheres (Washio et al., 2019). Diversos estudos
comprovam o envolvimento de fatores ambientais no desenvolvimento da doenca, como
a exposicdo a silica, consumo de alcool, hormbnios, estresse oxidativo e mais
recentemente a poluicao do ar (Barbhaiya & Costenbader., 2017, Somers & Richardson.,
2015, Strickland et al., 2016).

No Brasil, ha estudos em que mostram uma incidéncia maior de LES
comparado a dados internacionais (Vilar et al., 2003) e uma alta taxa de mortalidade pelo
LES em si ou associado a outras doencas (Costi et al.,, 2017), sendo necessario a

investigagdo e controle dos possiveis fatores agravantes.

Evidéncias demonstram que a exposicdo as particulas atmosféricas aumenta a
inflamacé&o das vias aéreas, pulmonar e sistémica em pacientes com LES (Alves et al.,
2017). As principais manifestagdes cardiovasculares no LES, sdo doencga coronariana,
infarto agudo do miocardio e doencga vascular periférica (Lazou et al., 2020). Além disso,
0 dano autoimune no tecido vascular, aumenta o risco de aterosclerose (Cojocaru et al.,
2011). Assim, a exposicao a poluicado do ar aparece como um fator de agravamento do

lUpus, bem como um dos possiveis estimulos para o desenvolvimento da doenca.



Assim, diante do aumento na incidéncia de lapus, que ndo se explica apenas por
fatores genéticos, e sabendo que a poluicdo do ar aparece como um possivel fator
associado ao inicio da doenca e mesmo como um fator para agravamento, propomos
neste estudo uma investigacdo experimental dos efeitos da poluicdo do ar no sistema

cardiovascular de animais predispostos ao lupus.

1.4 MODELO EXPERIMENTAL

Modelos experimentais sdo importantes ferramentas para o estudo mais
especifico de determinadas patologias, permitindo a reproducdo de seus sinais e
sintomas e o entendimento consistente da doenca. Existem diversos modelos para o
estudo do LES (Mizui & Tsokos, 2020), dentre eles, estdo os camundongos NZBWF1,
derivados do cruzamento das linhagens New Zealand Black (NZB) x New Zealand White
(NZW). Estes animais desenvolvem espontaneamente o LES, permitindo a observacao
e o0 estudo do desenvolvimento da doenca e seus possiveis agravantes, terapias e
mecanismos fisiopatolégicos (Tejon et al.,, 2019). Esta linhagem j& foi utilizada em
diversos estudos relacionados ao LES, constatando ser um modelo eficiente no estudo
da doenca (Sharma et al., 2005; Wang & Sun., 2019).

Com base no que foi mencionado anteriormente, muitos trabalhos evidenciaram
alteracdes estruturais e funcionais, além de alguns mecanismos envolvidos na
patogénese das doencas cardiovasculares desencadeadas pela poluicdo atmosférica,
no entanto, sdo insuficientes os estudos a respeito dos efeitos dos poluentes nos
processos envolvidos no LES, especificamente no tecido cardiaco.



2. JUSTIFICATIVA

Embora muitos trabalhos tenham demonstrado uma associacao entre a poluicéo
atmosférica e os efeitos estruturais e funcionais no sistema cardiovascular, ndo ha
estudos que avaliaram os efeitos da exposicao crénica a poluicdo em modelo animal que
apresente espontaneamente o LES. Este trabalho poderd contribuir no melhor
entendimento dos fatores associados ao LES e do possivel agravamento da doenca pela

acao da poluicdo atmosférica de Séo Paulo.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar se a exposicdo a poluicdo atmosférica, especificamente o MP2.s, promove
o aumento da inflamacdo e remodelamento no tecido cardiaco de animais que

desenvolvem espontaneamente o LES (linhagem NZBWF1).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o impacto da polui¢cdo atmosférica no ganho de peso corpéreo dos animais

durante o periodo de exposicao;
e Avaliar aspectos gerais relacionados ao remodelamento cardiaco;
e Avaliar recrutamento de células inflamatérias, crescimento endotelial e morte

celular no tecido cardiaco;

e Determinar a influéncia da poluicdo atmosférica na atividade da doenca.



4. METODOS

Este projeto trata-se de um estudo experimental que esta vinculado a outro projeto
de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, com parecer do CEUA
namero: n° 095/17.

4.1 Animais e protocolo experimental

Foram utilizados vinte camundongas da linhagem New Zealand Black White F1
(NZBWF1), um modelo animal em que ocorre desenvolvimento espontaneo de LES. Os
camundongos foram adquiridos da instituicio de pesquisa The Jackson Laboratory
(https://www.jax.org). Utilizou-se animais jovens, expostos ou ndo a poluicao (MP2;s)
durante o periodo de 4 meses (n=10/grupo). As exposic¢des tiveram inicio aos 3 meses
de idade e foram realizadas no desenvolvimento de outro projeto do laboratério
(Yariwake et al., 2021). Os grupos experimentais utilizados séo:

- Grupo lapus exposto ao ar filtrado (LAF)

- Grupo lapus exposto ao ar poluido (LAP

/ Grupo lpus ar filtrado (LAF)- \/ Grupo lUpus ar poluido (LAP)- \

exposto ao ar filtrado por 4 exposto ao ar poluido por 4
meses. meses.

Figura 5. Delineamento experimental. Camundongos fémeas da linhagem NZBWF1/J

foram expostas ou ndo a poluicdo atmosférica (MP25) a partir do 3° més de vida. A



exposicao teve a duracdo de 4 meses, onde 0 peso dos animais foi acompanhado
durante este periodo. Ao término da exposi¢cdo, os animais foram submetidos a
eutanasia, o0 sangue e os tecidos foram coletados e pesados. N= 10/grupo (JAX® Mice,

Products & Services).

4.2 Exposicao a poluicdo atmosférica

A exposicdo a poluicdo atmosférica foi realizada no Concentrador de Particulas
Ambientais (CPA) (Figura 6), conforme ja utilizado pelo grupo de pesquisa (Davel et al.,
2012). O CPA possui a tecnologia de impactadores virtuais que permitem concentrar
MP2.5 em até 27 vezes a concentracdo ambiente, direcionando essas particulas para
uma camara de exposi¢do, onde 0s animais a serem expostos (grupo LAP) foram
colocados. O CPA também possui uma camara de ar filtrado, na qual ha um filtro do tipo
HEPA que retém o MP25, onde os animais do grupo ar filtrado (LAF) foram colocados. O
CPA localiza-se no campus da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
que esta aproximadamente 100 metros de uma estacdo de monitoramento da CETESB
e 20 metros de uma avenida com alta densidade de trafego (Av. Dr. Arnaldo x Rua

Teodoro Sampaio).

(b)

Figura 6. Concentrador de particulas ambientais (CPA). Na figura A as camaras de ar
filtrado (AF) e ar poluido (AP). Na figura B os impactadores virtuais que concentram o

material particulado (MP2s).



Os animais foram levados para a exposi¢cdo no CPA 5 vezes por semana, durante
o periodo de 4 meses. Foram colocados em suas respectivas camaras (AF e AP), em
caixas com livre movimentacéo e acesso a agua e alimentacdo. O tempo de exposicéo
variou de acordo com o nivel de MP2.5 do dia, o qual foi calculado de acordo com a

formula:

Tempo =[CA / CC] x 60 minutos

Sendo que CA é a dose de exposicao diaria de MP2.5 (600 pg/m3 por dia): CC é a
concentracéo dentro das camaras, atingida com o uso do concentrador (varia de acordo
com a concentracdo de MP2.5 do momento). A cada dia, a concentracao inicial de PM
2.5 foi medida e o tempo de exposicdo calculado. Em média as exposi¢des duraram 90
minutos. Entre as exposi¢fes, 0os animais foram mantidos em gaiolas de pléstico, em
uma estante ventilada com ar filtrado e temperatura controlada, num ciclo claro-escuro
de 12 horas.

4.3 Coleta de tecidos

Apbs o periodo de 4 meses de exposicdes, 0os animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico inalatério isoflurano (Cristdlia, Brasil). Apdés a eutanasia, o
sangue foi coletado, centrifugado, o soro recolhido e congelado em ultrafreezer para a
analise de anticorpos anti-DNA. O coracéo foi obtido, pesado e utilizado para analises
histopatoldgicas e imuno-histoquimicas.

O trofismo cardiaco foi avaliado pela razdo do peso total do coracao pelo peso

corpéreo do camundongo.

4.4 Processamento histoldgico

O material coletado passou por um processo de fixacdo, desidratagao,
diafanizacéo e incluséo em parafina:
a) Fixacao - o material foi fixado por 24 horas em formaldeido a 4% em PBS, para

conservagao do material e estrutura do tecido;



b) Desidratagédo - apds 24 horas em formaldeido, os tecidos foram transferidos
para recipientes contendo alcool nas concentracdes: 70%, 85%, 95% e em alcool
absoluto;

c) Diafanizacdo — apds a desidratacao, o tecido passou por 3 banhos de xilol, este
solvente permite a infiltrag&o da parafina no tecido.

d) Inclusdo — apls a diafanizacdo do tecido, foram realizadas passagens por
parafina liquida (56°C) para total infiltracdo no tecido cardiaco. Apdés o periodo de
infiltracdo, o material foi incluido em blocos de parafina, de modo em que fosse possivel
a obtencao de cortes do coragdo em seccéo transversal.

e) Posteriormente a inclusdo do material, com o auxilio do micrétomo, foram
realizados cortes de 5 um, corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina e Picro-Sirius
Red para as analises morfométricas da composicdo do miocéardio. Posteriormente, as
laminas foram escaneadas com o digitalizador de laminas e visualizadas através do
software Pannoramic Viewer (3DHistech, EUA) (figura 7). Também foram obtidos cortes

em laminas silanizadas para ensaios imuno-histoquimicos.

A) B)

1000 pm 1000 pm

Figura 7. Laminas do coragdo escaneadas apds o processamento histologico e
coloracdo. (A) Coloracdo de Hematoxilina & Eosina. (B) Coloracdo Picro-sirius Red.

Aumento de 20x.



4.5 Analise morfolégica

Imagens de 15 campos por lamina em objetiva de 40x foram capturadas pelo
software CaseViewer (3DHistech, EUA). A analise quantitativa da fibrose intersticial foi
realizada utilizando o software ImageJ, o qual mapeia diferengas de cores por pixels,
permitindo o calculo da fracdo de fibrose expressa como porcentagem de uma
determinada area de tecido. Com relagdo a andlise da hipertrofia cardiaca, além da
medida do peso do corac¢ao, foram quantificadas areas de cardiomidcitos individuais em
seccdo transversal e nacleo central na altura do musculo papilar (ventriculo esquerdo),

nas laminas coradas em HE, através do software ImageJ.

4.6 Avaliacdo imuno-histoquimica de marcadores inflamatorios, crescimento
endotelial e apoptose.

Apods a obtencédo dos cortes do tecido cardiaco e vascular em laminas silanizadas,
os tecidos passaram por um processo de desparafinizacdo em xilol e hidratacdo com
concentracbes graduais de &lcool (absoluto, 95%, 85% e 70%), seguido por agua
destilada. Apés a hidratacdo do tecido, o mesmo foi mantido em temperatura de 94°c por
20 minutos em tampao citrato de sodio (pH 6) para recuperacéo antigénica. O tecido foi
resfriado em temperatura ambiente e posteriormente realizado o bloqueio da peroxidase
enddgena utilizando uma solucdo de perdxido de hidrogénio 3% em metanol. Em
seguida, foi realizado o bloqueio de liga¢cBes inespecificas com albumina de soro bovino
(BSA) 2%. Apds o blogueio as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios
anti-1IL17 (ab214588; 1:100), anti-VEGF (sc-7269; 1:500), anti-caspase3 (ab4051; 1:250),
anti-IL1 (ab205924; 1:100) e anti-C3 (ab200999; 1:250) em camara umida a 4°c overnight
e no dia seguinte, apds a lavagem do anticorpo primario, as laminas foram incubadas
com o anticorpo secundario. A marcacdao foi revelada pelo cromégeno diaminobenzidina
(DAB) resultando em uma coloragdo marrom. As laminas foram contra coradas com
Hematoxilina de Harris seguido de desidratacédo, diafanizacdo e montagem da lamina.
Foi realizada a padronizagdo da concentracdo de cada anticorpo, para determinar a

melhor marcag&o do antigeno de interesse nos tecidos.

Foram investigados os seguintes marcadores:



e IL-1B (marcador de resposta inflamatoria);

e |L-17A (marcador de resposta inflamatoria);

e VEGEF (fator de crescimento endotelial);

e Complemento C3 (proteina do sistema imune relacionado ao LES);

e Caspase 3 (marcador de apoptose).

Apds o0 ensaio imuno-histoquimico e obtencdo das laminas imunomarcadas, foram
capturadas imagens microscopicas na objetiva de 40x e quantificadas no software
ImageJ, onde uma ferramenta especifica desfragmenta as coloracdes da lamina,
possibilitando a selecdo da cor do cromdgeno DAB e assim, a quantificacdo da area

marcada.

4.7 Andlise de anticorpos anti-DNA

Parte do sangue coletado (aproximadamente 900uL) foi destinado para a
deteccgéo de anticorpos anti-DNA. Para isso as amostras foram centrifugadas a 3500rpm
por 10 minutos e o sobrenadante (soro) foi recolhido e armazenado a temperatura de -
70°C até o dia das analises. A deteccdo de anti-DNA foi realizada pelo método de
imunofluorescéncia indireta com o kit NOVA Lite® dsDNA Crithidia luciliae (Inova
Diagnostics), seguindo as recomendag¢des do fabricante. Como conjugado, foi utilizado
o anticorpo Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor
488 (Invitrogen, A-11001) na concentracdo de 1:100. As analises foram realizadas no

Laboratério de Investigacdo em Reumatologia (LIM17) da FMUSP.

4.8 Analise estatistica dos dados

Todas as variaveis foram analisadas no software GraphPad Prism 6 (©2017
GraphPad Software, California, USA). A normalidade das distribuicdes foi calculada a
partir do teste de Shapiro-Wilk. Para a comparacao entre duas variaveis de distribuicdo
normal foi aplicado o teste t de Student (area relativa dos cardiomidcitos, C3 e IL17A).
Ja para a comparacao de duas variaveis com distribuicdo ndo normal foi aplicado o teste
nao paramétrico de Mann-Whitney (peso do coracéo/peso corporal, area relativa de
fibrose, anti-DNA, Casp3, IL1B e VEGF). Os dados de evolugdo do peso foram
analisados por meio do teste two-way ANOVA, seguido do post hoc de Sidak. Para todos

os testes foi considerado nivel de significancia de 5%.



5. RESULTADOS

5.1 Evolucéo do peso corporal

Para identificar se a poluicdo poderia influenciar no peso corporeo, foi
acompanhado o ganho de peso corpéreo de camundongos fémeas (NZBWF1) LAF e
LAP durante 4 meses de exposi¢cdo a poluicdo. Aqui, demonstramos que ndo houve

diferenca na evolugéo do peso entre os grupos (figura 8).

Evolucao de peso

-~ LAF
45- = LAP

N
3]

0 1 2 3 4
Tempo (meses)

Figura 8. Evolucao de peso (g) dos animais do grupo LAF e LAP ao longo dos 4 meses
de acompanhamento. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo. LAF:
lGpus ar filtrado. LAP: lapus ar poluido. Teste de two-way ANOVA/post hoc de Sidak
(p<0,05). n=10-7/grupo.

5.2 Parametros cardiovasculares

5.2.1 Peso do coracao

O peso do coracédo é utilizado para verificar uma possivel atrofia ou hipertrofia
cardiaca, por isso, ao final dos 4 meses de exposi¢cdo os animais foram eutanasiados e
0 peso do coragao coletado e normalizado pelo peso corporal. Quando comparados 0s

grupos LAF e LAP né&o constatamos diferenca significativa (figura 9).
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Figura 9. Peso do corac¢édo. Peso do coracao normalizado pelo peso corpéreo. Valores
representados em médiaterro padrdo. LAP vs LAF, teste de Mann-Whitney (p<0,05).

(n=7-10/grupo).

5.2.2 Anélise da area relativa dos cardiomiécitos

Acerca do remodelamento cardiaco, identificou-se através da mensuracédo da
area relativa do cardiomidcito, identificamos uma hipertrofia cardiaca, observado pelo
aumento da area dessa célula no grupo exposto a poluicdo quando comparado ao grupo
controle (p=0,0005) (figura 10).



15- *

104

Area relativa dos cardiomidcitos (%)

G

Figura 10. Analise da area relativa dos cardiomiécitos. Quantificacdo da area relativa
dos cardiomidcitos avaliada pelo Imaged (barras 20um) em secgdes transversais do
coracao utilizando coloracéo de HE. (A) LAF: lupus ar filtrado. (B) LAP: lupus ar poluido.
(C) éarea relativa dos cardiomiécitos. Resultados representados em médiatdesvio
padrdo. LAF: lupus ar filtrado. LAP: lGpus ar poluido. *diferenca estatistica significativa
entre LAF e LAP pelo teste t de Student (p<0,05). n=10/grupo.

5.2.3 Andlise da fibrose cardiaca

Para avaliar a deposicao de coldgeno no tecido cardiaco, a area relativa de fibrose
dos animais do grupo LAF e LAP foi quantificada. Quando comparados 0s grupos,
observamos um aumento no grupo exposto a polui¢ao (p=0,0001) (figura 11).
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Figura 11. Andlise da fibrose cardiaca. Quantificacdo da area de deposicdo de
colageno em cortes transversais do coracdo utilizando coloracdo com picrosirius red
avaliada pelo ImageJ (barras 50um). (A) LAF: lapus ar filtrado. (B) LAP: lGpus ar poluido.
(C) area marcada por fibrose. Resultados representados em médiatdesvio padréo. LAF:
lGpus ar filtrado. LAP: lupus ar poluido. *diferenca estatistica significativa entre LAF e
LAP pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). n=10/grupo.

5.3 Analise imuno-histoquimica

No ensaio imuno-histoquimico para andlise de marcadores inflamatorios,
crescimento endotelial e area de apoptose, nao foi observada diferenca significativa
entre os grupos quando analisado o marcador VEGF (figura 12). Foi observada uma
tendéncia ao aumento da area marcada pela IL-17 (figura 13) e caspase 3 (figura 14) e
no grupo exposto a poluicdo. Em relacdo ao marcador inflamatério IL-1p foi observado o
aumento no grupo LAP em relacdo ao grupo LAF (p=0,0286) (figura 15). Na analise de
deposicdo de complemento C3, também foi observado um aumento do grupo exposto
em relacdo ao controle (p= 0,0079) (figura 16).
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Figura 12. Analise imunohistoquimica de VEGF no coracdo. Quantificacdo da area
marcada revelada por DAB. (A) LAF: lupus ar filtrado. (A.1) controle negativo. (B) LAP:
lipus ar poluido. (B.1) controle negativo. (C) area marcada por VEGF. Resultados

representados em médiaterro padrdo. LAP vs LAF, teste de Mann-Whitney

(n=10/grupo).
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Figura 13. Analise imuno-histoquimica de IL-17A no coracéo. Quantificacdo da area
marcada revelada por DAB. (A) LAF: ltpus ar filtrado. (A.1) controle negativo. (B) LAP:
lGpus ar poluido. (B.1) controle negativo. (C) area marcada por IL-17. Resultados
representados em médiazerro padrao. LAP vs LAF, teste t de Student. (n=10/grupo).
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Figura 14. Analise imuno-histoquimica de Caspase 3 no corac¢ao. Quantificacdo da area
marcada revelada por DAB. (A) LAF: lupus ar filtrado. (A.1) controle negativo. (B) LAP:
lGpus ar poluido. (B.1) controle negativo. (C) area marcada por Caspase 3. Resultados
representados em médiaterro padrdo. LAP vs LAF, teste de Mann-Whitney (p<0,05).

(n=10/grupo).
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Figura 15. Analise imuno-histoquimica de IL-1B no coragdo. Quantificagdo da area
marcada revelada por DAB. (A) LAF: lupus ar filtrado. (A.1) controle negativo. (B) LAP:
l[Gpus ar poluido. (B.1) controle negativo. (C) area marcada por IL-1B3. Resultados
representados em médiaterro padrdo. *diferenca estatistica significativa entre LAF e

LAP pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05) n-10/grupo.
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Figura 16. Analise imunohistoquimica de complemento C3 no cora¢do. Quantificacdo da
area marcada revelada por DAB. (A) LAF: lapus ar filtrado. (A.1) controle negativo. (B)
LAP: lUpus ar poluido. (B.1) controle negativo. (C) area marcada por complemento C3.
Resultados representados em médiaterro padrdo. *diferenca estatistica significativa
entre LAF e LAP pelo teste t de Student (p<0,05). n=10/grupo.

5.4 Anélise de anticorpos Anti-DNA

Para verificar a interferéncia da poluicéo na atividade da doenca (LES), foi analisada
a producdo de anticorpos anti-DNA, por andlise semiquantitativa onde foi detectada
reacdo positiva para a producdo dos anticorpos, porém, nao foi observada diferenca

estatistica entre os grupos (figura 17).
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Figura 17. Andlise de anticorpos anti-DNA. Resultados representados em médiaterro
padrdo. LAP vs LAF, teste de Mann-Whitney (n=7-10/grupo).



6. DISCUSSAO

Neste trabalho, investigamos os efeitos da exposi¢do a poluicdo atmosférica (MP
2.5) sobre a morfologia cardiaca de camundongos fémeas da linhagem NZBWF1 que
apresentam lapus. A exposicdo ao material particulado fino foi feita no periodo de 4
meses para a avaliacdo dos efeitos crénicos da poluicao a longo prazo. A exposicao ao
PM2.5 teve inicio com os animais com 3 meses de idade, tempo aproximado em que a
doenca comeca a se manifestar nestes animais (Mizui & Tsokos, 2020). Nossos
resultados corroboram com resultados de outros estudos que mostram que a exposicao
a poluicado do ar pode agravar ou servir como fator para o desencadeamento da doenca
e que alteracdes cardiacas podem ser aceleradas devido a exposi¢cdo. Em nosso estudo,
a dose de poluicdo administrada foi de aproximadamente 600ug/m? por dia de exposicao,
sendo essa a dose estimada em que um morador de uma grande metropole é exposto
diariamente (Belloti, 2012 e Di Domenico, 2020). A ideia nesta pesquisa foi mimetizar o
gue aconteceria com um habitante da cidade de Sao Paulo, criando o gradiente de

exposicao para o material particulado fino (MP2.5).

O Lupus eritematoso sistémico € uma doenca autoimune que envolve varios
sistemas, acometendo principalmente mulheres adultas jovens, prejudicando a
qualidade de vida. Além da predisposicdo genética, diferentes fatores ambientais vém
sendo investigados, pois podem estar envolvidos no desencadeamento da doenca em
pessoas com predisposi¢céo. A exposicao aos raios UV e a polui¢cdo do ar séo destaques
em diferentes publicagbes, e recentemente nosso grupo de pesquisa mostrou que

animais predispostos apresentam um agravamento da doenca (Yariwake et al 2021).

O envolvimento dos fatores ambientais comecgou a ser estudado, pois estudos

gendmicos indicam particularidades nas mutacdes que néo explicam o desenvolvimento



e mesmo as manifestacdes da doenca. Além de fatores ambientais, fatores relacionados
ao estilo de vida podem estar associados, tais como: exposicao a silica, uso de alcool,
estrogénios exogenos, tabagismo e infecgbes (Goyes et al., 2021). Tendo e vista a
variedade de fatores que podem interagir e interferir na progressdo e no
desencadeamento do LES, estudos em animais podem contribuir de forma significativa
para o conhecimento dos principais fatores de risco e na compreenséao da fisiopatologia

da doenca (Blaskievicz et al., 2020).

Em nosso estudo avaliamos apenas fémeas de camundongos predispostos a LES
ja que a doenca € mais comum em mulheres em idade reprodutiva do que em homens;
a proporcédo é de 3 mulheres afetadas para cada homem e em criancas esta proporcao

é ainda maior, sendo de 9/1 (Yee et al., 2015; Lim et al., 2014).

O LES é uma doenca complexa com diversas manifestacdes clinicas, incluindo
artrite e alteracdes neuroldgicas, renais, cutaneas, gastrointestinais e hematoldgicas.
Além destes, os individuos portadores de SLE apresentam risco aumentado para

doencas cardiovasculares (Souza et al., 2011; Ferranz & Rodriguez, 1985).

Um revisdo sistemética de varios estudos mostra que o risco de doencas
cardiovasculares em pacientes portadores de IUpus, é duas vezes maior que individuos
normais e € uma das principais causas de morte entre estes individuos (Schoenfeld et

al., 2013).

Ainda ndo h& muitos estudos que tenham como foco os desfechos
cardiovasculares e mais raros ainda séo os que relacionam a exposi¢éo a poluigéo do ar

de individuos predispostos ao LES e efeitos no sistema cardiovascular.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6451423/#DMM036947C128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6451423/#DMM036947C128

A hipertensdo tem prevaléncia alta entre portadores de LES (Budman e
Steinberg, 1976; Mandell, 1987; Petri, 2000; Selzer et al., 2001; Al-Herz et al., 2003;
Sabio et al., 2011; Shaharir et al., 2015), porém ainda ndo se sabe ao certo as causas.
Especula-se que haja uma interacéo entre fatores comumente associados (idade, sexo,
etnia e obesidade), fatores relacionados a doenca (alteracdo no sistema imunologico,
inflamacé&o, alteracdes no sistema renina-angiotensina, efeitos colaterais de remédios) e
fatores ambientais sabidamente associados a hipertensdo, como por exemplo a poluicdo
do ar (Brook et al., 2014; Cancado et al., 2006; Sabio et al., 2001; Chaiamnuay et al.,

2007).

Apesar da importancia da funcéo renal para o controle de longo prazo da presséo
arterial, estudos que investigaram a relacdo entre alteracbes renais e doencas
cardiovasculares nem sempre encontram a resposta esperada. Por exemplo, Ward &
Studenski, 1992 e Petrin et al. 1993, verificaram que a hipertensdo ocorre independente
da nefrite e mais recentemente Shaharir e colegas (Shaharir et al., 2015) observaram
em uma corte de pacientes com LES, que 53% eram hipertensos porém nao
apresentavam nefrite. Contudo, ndo é arriscado dizer que prejuizos na taxa de filtracao
glomerular (GFR) e no fluxo de plasma renal estdo presentes em alguns dos pacientes

portadores de LES (Nakano et al., 1998, Daniel et al., 2001).

Um estudo anterior do nosso grupo, no qual fémeas de camundongos
predispostas ao LES (NZBW1) foram expostas a poluicdo, observamos a diminuicéo da
sobrevida, aumento de neutrdfilos circulantes, inicio precoce de proteindria e aumento
do peso do rim com aumento do cortex renal (Yariwake et al 2021). Neste trabalho, o
objetivo foi avaliar as repercussdes morfolégicas sobre o sistema cardiovascular usando

o0 mesmo modelo de feméas predispostas ao LES e expostas a poluicéo do ar.
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Ainda que nado tenhamos feito uma avaliagdo da funcdo cardiaca em nossos
animais, alterac6es no coracao foram observadas, indicando potencial para levar a uma
disfuncéo. Infelizmente por serem animais sensiveis e de custo muito elevado optamos
por ndo os submeter a exames de funcado cardiaca, ja que estes exigem a anestesia dos

animais.

Embora existam trabalhos na literatura demonstrando que a poluicdo do ar
contribui para o aumento do ganho de peso corporeo, em decorréncia a disfuncéo
metabdlica (An et al., 2018; Heyes & Zhu., 2019 e Deschenes et al., 2019) e relacionando
positivamente a exposi¢cao a poluicdo ao aumento do peso corporeo (Yang et al., 2019
& Deschenes et al., 2019), nossos resultados indicam que ambos 0s grupos ganharam
peso durante o periodo de exposi¢cao, porém nao houve diferenca significativa entre o
grupo exposto a poluicdo e o grupo controle. Alguns estudos demonstram um efeito
protetor do estrogeno em fémeas, resultando na resisténcia ao aumento de peso
(Stubbins et al., 2012), podendo este ter sido um fator pelo qual ndo observamos um

aumento da massa corporal no grupo exposto.

A avaliacdo do trofismo cardiaco foi feita pela pesagem dos coracfes e sua
normalizacdo pelo peso corpdreo, mas ndo observamos diferencas significativas. Um
estudo recente, mostra que a linhagem de camundongos NZBWF1 apresenta
espontaneamente um aumento na pressao arterial com 34 semanas de idade, e estas
alteracdes sao precedidas de alteracdes nos niveis circulantes de auto anticorpos, na
funcdo hemodinamica renal e injuria glomerular (Dent et al., 2020), porém neste estudo

ndo foram investigadas alteragdes morfolégicas no sistema cardiovascular.

Em nosso estudo os animais foram avaliados com 28 semanas, e é importante

ressaltar também, que em comparacao ao estudo de Dent e cols (2020), nossos animais



eram mais jovens e, portanto, as alteracdes observadas podem estar em estagio inicial
e provavelmente aceleradas pela exposicdo a poluicdo do ar. Além da hipertrofia dos
cardiomidcitos, varias alteracdes incluindo apoptose, fibrose e alteracdes na circulagcéao
coronariana também séo observadas e podem explicar o aumento do risco de desfechos
cardiovasculares (Gawatko et al., 2020). As quantificacbes da area composta por fibras
colagenas em nossos animais demonstraram um aumento da porcentagem de fibrose
cardiaca nos animais expostos a poluicdo por 4 meses, condizente com dados prévios
da literatura que demonstram a influéncia da poluicdo na deposicéo de fibrose cardiaca

e sugestivos de alteracéo na funcéo cardiaca (Belloti, 2012; Wold et al., 2012).

Em ratos hipertensos a exposic¢ao cronica ao MP2.5 induz disfuncéo cardiaca
e hipertrofia de cardiomiocitos e estas alteracdes sdo subsequentes a aumentos na
pressdo sanguinea e inflamacao sistémica (Ying et al., 2015), o que indica que as
alteracdes por nos observadas em nossos animais também possam estar associadas a

alteracdes na presséo e funcéo cardiaca.

As investigacGes das alteracdes no miocardio foram realizadas pela analise da
area relativa dos cardiomiécitos dos grupos. Apesar dos nossos dados néao
demonstrarem um aumento do peso cardiaco, no entanto, em nossa avaliacdo da
morfologia cardiaca, observamos que os animais que foram expostos a poluigcéo tiveram
um aumento da area da superficie dos cardiomiocitos, indicando que a polui¢ao foi capaz
de promover hipertrofia cardiaca. Este resultado apresenta-se semelhante a outros
estudos ja publicados e que observam estas alteracdes em roedores (Belloti, 2012; Ying

et al., 2009).

Para avaliacdo de marcadores inflamatorios, de morte celular e fator de

crescimento endotelial, foram realizados ensaios de imuno-histoquimica, uma técnica



eficiente para investigacao e quantificacdo de antigenos nos tecidos (Baldi et al, 2022).
Para avaliar a dindmica de crescimento endotelial, utiizamos o marcador VEGF
(vascular endothelial growth factor), esta proteina tem grande importancia no
desenvolvimento de novos vasos e no aumento da permeabilizacdo vascular (Valiatti et
al., 2011), além disso, niveis séricos de VEGF servem como um preditor independente
da atividade da LES, mas ndo ha estudos que mostrem altera¢cdes no musculo cardiaco
de pacientes com LES (Willis et al., 2017; Tang et al., 2019). Ao contrario do esperado,
nossos achados ndo demonstraram diferenca significativa na marcacdo de VEGF
guando comparados 0 grupo exposto a poluicéo e o grupo controle, contrapondo estudos
onde foi demonstrado 0 aumento da produc¢éo da proteina associada a exposi¢do aguda
ao MP2.5 (Finch et al., 2019; Sun et al., 2018). Porém, nosso estudo difere no modelo

utilizado, na dose de exposicao e no tempo de exposicao dificultando a comparacao.

Um dos marcadores inflamatérios analisados foi a interleucina-17A (IL-17A),
um elemento pro-inflamatério importante. Suas fungbes incluem recrutamento de
neutrofilos, resposta contra agentes patogénicos extracelulares e inducéo de inflamacéo
(Torres & Filipe, 2014), estando também relacionada a doencas autoimunes (Jin & Dong,
2013). Estudos evidenciaram que o bloqueio da IL-17 tem capacidade de diminuir
manifestacbes do LES (Hsu et al., 2008), apontando ser um agente importante neste
estudo. Nossos achados demonstraram uma tendéncia ao aumento da expressao de IL-

17A no tecido cardiaco, porém néo foi observada diferenca estatistica entre os grupos.

Contudo, ainda investigando inflamacéo, analisamos a interleucina-13 (IL-18),
uma citocina altamente inflamatoria produzida principalmente por macréfagos, monaocitos
e células dendriticas (Varela & Forte, 2001; Costa & Antunes, 2008). Em nossos
resultados, observamos um aumento da marcacao de IL-1B8, nos camundongos que

foram expostos ao MP2.5, quando comparado ao grupo controle, esses dados



corroboram com dados publicados, onde foi observado que a exposicdo a poluicéo
atmosférica esta diretamente associada ao aumento dos niveis séricos e moleculares de

IL-1B (Tsai et al., 2012; Fonken et al., 2012).

Também avaliamos a apoptose no tecido cardiaco dos animais expostos ou
nao ao PM2.5. A apoptose é um mecanismo de morte celular programada, onde em
condicdes fisioldgicas € um sistema de manutencédo das células e reposicéo de tecidos
(Gasques et al., 2013). Ja a apoptose patoldgica, pode ser desencadeada por fatores
nocivos que causam injuria celular, como por exemplo a poluicdo atmosférica (MP2.5),
que foi ja evidenciada como indutora de morte por apoptose em células epiteliais

brénquicas (Colasanti et al., 2018).

A caspase-3 € um marcador altamente utilizado em ensaios imuno-histoquimicos
para analise de apoptose (Gomes et al., 2008). O nivel sérico de caspase 3 e caspase 9
€ maior entre os pacientes com LES quando comparados aos controles, conforme
observado por (Hamza et al., 2020). Como mencionado, neste trabalho analisamos a
imuno-expressédo da caspase-3 no tecido cardiaco e nossos resultados demonstraram
uma tendéncia ao aumento desse marcador, porém estatisticamente ndo houve
diferenga. A caspase 3 foi avaliada pois a morte celular mediada intrinsecamente é
necessaria para o desenvolvimento de hipertrofia de cardiomiécitos (Putinski et al.,
2013). Contudo, este achado corrobora resultados descritos anteriormente (Fuchs, 2014;
Wang et al., 2019; Yang et al., 2019) onde houve um aumento da imuno-expressao de

caspase-3, em animais expostos a polui¢cdo do ar.

O complemento C3 é um mediador inflamatério que faz parte do sistema
complemento, utilizado como indicador importante da fisiopatologia do LES. Quando

ativado, pode desencadear citélise, recrutamento de leucécitos e inflamacéao nos tecidos



onde é depositado (Silva et al., 2011). Realizamos a analise da imuno-expressao de C3
e constatamos um aumento da deposicao este marcador, no miocardio dos animais que
foram expostos a poluicdo. Esse achado vai de acordo com dados encontrados na
literatura, onde ha um aumento da deposi¢cao de imunocomplexos em diferentes tecidos,
guando a doenca esta em atividade, bem como no tecido cardiaco (Utiyama et al., 2004;

Glovsky et al., 2004).

A avaliacdo do comprometimento cardiaco em modelos animais de LES
espontaneo (BXSB, MRL/1 e NZB/W F1) mostram que em todas as linhagens
desenvolvem lesGes nos vasos coronarianos e infartos do miocéardio, caracterizado por
necrose de cardiomiécitos e hemorragia focal, infiltracdo de leucdécitos, macrofagos e
formacdo de tecido cicatricial. Em nosso estudo ndo observamos estas alteracoes.
Depésitos de 1gG e complemento C3 sédo observados nos vasos dos atrios e ventriculos
em todas as linhagens, e, portanto, acredita-se que a deposicdo de imunocomplexos
desempenha um papel na patogénese subjacente (Accinni e Dixon, 1979; Sanghera et

al., 2019).

Outro marcador importante caracteristico do LES, € producéo de anticorpos anti-
DNA e esta diretamente relacionado a atividade da doenca, sendo utilizado por muitos
estudos, como um parametro de confirmacéo da doenca (Jesus et al., 2012; Marcon et
al., 2004). Nesse sentido, realizamos um ensaio para deteccdo desses anticorpos nos
animais lapicos, visando verificar a possivel interferéncia da exposicdo ao material
particulado, na producdo desse marcador. De acordo com os demais resultados,
presumiamos identificar um aumento na producdo destes anticorpos, entretanto, nao

observamos diferenca estatistica entre os grupos exposto e controle. Apesar deste



resultado, ambos o0s grupos apresentaram producdo de anticorpos anti-DNA,

reafirmando essa caracteristica do LES nos animais NZBW.

Finalmente, podemos observar neste estudo, a forte influéncia da exposicao
ao material particulado fino 2.5, na modulacao da producao de marcadores inflamatorios
no miocardio de animais que manifestam o LES, e consequentemente alteracdes
morfologicas nesse tecido. Nao se sabe ao certo todos os mecanismos envolvidos neste
processo, necessitando estudos mais especificos, possivelmente aos niveis moleculares
e genéticos, para melhor entendimento da interacdo entre o MP2.5 e 0 manifestacfes

cardiacas no LES.



CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que a exposi¢cdo ao material particulado fino, € capaz
de promover a hipertrofia de cardiomiocitos e aumento da deposicédo de coladgeno em
animais que desenvolvem LES espontaneamente, bem como aumentar a imuno-
expressdo de IL-18 e de C3, associados a inflamagcdo e a atividade da LES,
respectivamente. Esses dados sugerem que o MP2.5, é capaz de intensificar a atividade

da doenca e agravar os efeitos cardiovasculares associados.
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