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EPIGRAFES

“‘Aprender € a unica coisa de
que a mente nunca se cansa,
nunca tem medo e nunca se

arrepende”.

LEONARDO DA VINCI

“Ele supde alguma coisa e nao
sabe, enquanto eu, se nao sei,
tampouco  suponho  saber.
Parece que sou um pouco mais
sabio que ele, exatamente por
Nao supor que saiba o que nao

sel .

SOCRATES



"Quanto a trypanozomiase
americana, nada custara
erradica-la das zonas extensas
onde é endémica, uma vez que
tudo ai depende da providéncia
elementar de melhorar a
residéncia humana, e ndo mais
consentir  que 0O  nOSSO
camponés tenha como abrigo a
cafua primitiva, infestada pelo
inseto que Ihe suga o sangue e
lhe injeta o parasita; cafua, as
vezes, imprestavel como
habitagdo de suinos e, de todo
incompativel com a civilizagao

de um povo".

CARLOS CHAGAS, 1934.



RESUMO

A doenca de Chagas € causada por um protozoario que infecta vérias
espécies de mamiferos, incluindo humanos de qualquer idade. Na maioria dos
individuos infectados, se manifesta inicialmente pela disseminacdo do parasita no
sangue e tecidos com formas clinicas diversas, desde assintomatica até miocardite
aguda com destruicdo de células cardiacas, inclusive mibcitos podendo causar
obito. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do exercicio fisico (natagéo)
nos granulos atriais e componentes dos cardiomiécitos de camundongos com
doenca de Chagas crénica. Foram selecionados 20 camundongos machos, divididos
em quatro grupos de cinco animais: Grupo controle sedentério (CS); Grupo controle
nadador (CN); Grupo chagasico sem exercicio (CHS) e Grupo chagasico nadador
(CHN). Nos grupos CHS e CHN, foram inoculadas 1000 formas de Trypanosoma
cruzi (cepa Y) por via intraperitoneal e apds 40 dias da infec¢do, comprovada a fase
cronica, iniciou-se o protocolo de exercicios. Os grupos CS e CHS realizaram o
exercicio durante 10 min/dia e os grupos CN e CHN seguiram o protocolo de
treinamento 5 vezes por semana, durante 30 min por 9 semanas. Os animais foram
eutanasiados e o atrio direito retirado. Foram feitos cortes ultrafinos submetidos as
analises morfométrica e estereoldgica, utilizando eletronfotomicrografias, obtidas por
microscopia eletrbnica de transmissdo. Os dados foram submetidos a estatistica
através do método ANOVA (dois caminhos) e teste post hoc de Tukey (p < 0, 05).
Os resultados mostraram que houve aumento na relagdo peso corpéreo final/peso
do coracao no grupo CS. Ao analisarmos a densidade numérica de granulos atriais,
observamos que ndo houve diferenca estatistica (p>0.05) entre os grupos

estudados. Verificamos que o grupo CHN apresentou a menor porcentagem de



granulos pequenos (58%), enquanto que o grupo CHS apresentou a maior
porcentagem destes (80%). Verificamos que a densidade de volume das seguintes
organelas: complexo de Golgi, granulos atriais, miofibrilas e mitocondrias, se
apresentaram diferentemente nos cardiomiocitos dos grupos estudados. Concluimos
que o exercicio fisico moderado apresentou efeitos benéficos no grupo chagasico

nadador.

Palavras chaves: doenca de Chagas crbnica, exercicios, granulos atriais,

morfometria, estereologia, ultraestrutura.



ABSTRACT

Chagas’ disease is caused by a protozoan that parasites many mammals
species, including humans at any age. The majority of infected individuals inicially
present dissemination of the parasite in the blood and tissues, with diverse clinical
forms, since asymptomatic until acute myocarditis with cardiac cells destruction
including myocytes, what may cause death. The aim of this study was to study the
effects of physical exercise (swimming) in the atrial granules and cardiomyocites of
mice with chronic Chagas’ disease. There were chose 20 male mice, divided into four
groups of five animals each: SDCT group: sedentary control; SWCT group:
swimming control; SDCH group: sedentary with Chagas’ disease and SWCH groups:
swimming with Chagas’ disease. The SDCH and SWCH groups were inoculated with
1000 forms of Trypanosoma cruzi (cepa Y) intraperitoneal and 40 days after the
infection, with the chronic phase proved, the physical exercise protocol was started.
The SDCT and SDCH groups were submitted to 10 swimming minutes/day and the
SWCT and SWCH groups followed the training protocol 5 times/week X 30
minutes/day X during 9 weeks. The euthanasia was done in the animals and the right
atrium was removed. There were made ultra-slight cuts that were submitted to
morphometric and stereological analysis, using electron-micrography obtained with
electronic microscopy. The data were submitted to statistical analyze ANOVA (two-
way) and pos hoc Tukey test (p < 0, 05). The results showed increase in the index
corporal weight/heart weight in the SDCT group. In analyzing the atrial granules
numeric density, we observe that there were no statistical difference (p>0.05)
between the studied groups. We verified that the SWCH group showed the decrease

percentage of small granules (58%) while the SDCH group showed the increrase



percentage (80%). We concluded that moderate physical exercise shows positive

effects in the group with Chagas’ disease that used to swim.

Key words: Chronic Chagas’ disease, physical exercise, atrial granules,

morphometry, stereology, ultra-structure.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, infeccao causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
foi descoberta, estudada e descrita pela primeira vez pelo médico Dr. Carlos
Justiniano das Chagas no ano de 1909, quando realizava investigagao
epidemiologica de Malaria em Minas Gerais (CHAGAS, 1909). Atualmente, com um
século desta importante descoberta e sua primeira descricdo original, esta
enfermidade parasitaria ainda continua representando um triste impacto sobre

milhdes de americanos.

Na Ameérica Central e do Sul, muitos individuos de ambos 0s sexos na idade
infantil, adolescéncia e adulta ficam doentes, perdem sua capacidade produtiva e
milhdes sdo gastos com assisténcia médico-social com estes doentes (CUBILLOS-

GARZON, et al., 2004).

Apesar de alguns paises Sul Americanos como o Uruguai, Argentina, Brasil e
Chile terem conseguido controlar os vetores transmissores nas ultimas décadas,
ainda em outros paises podemos observar todas as fases epidemiologicas causadas

pela doenca de Chagas (OPS, 2006).

Estima-se que atualmente existem na América Latina, cerca de 10 a 12
milhées de individuos contaminados, ocasionando cardiopatia em 25% a 30% dos
acometidos e comprometimento psicossocial em todos os que tém esse diagndstico.
(OPS, 2006). Estatisticamente comprova-se a incidéncia de 200 mil casos novos

por ano, e 45 mil ébitos anuais pela doenca de Chagas (ROCHA et al, 2003).



Em todas as regides brasileiras, estima-se que haja em torno de quatro
milhées de portadores de Trypanosoma cruzi (ROCHA et al., 2003). Dentre estes
infectados cerca de 30% apresentam ou apresentardao formas de comprometimento
clinico cardiaco. Aproximadamente 15% tém ou terdo formas mais graves da doenca
com insuficiéncia ventricular esquerda que pode evoluir para mortalidade

(BESTETTI, et al., 1994; MADY, et al., 1994; ROCHA et al., 2003).

Considera-se a doenca de Chagas com carater endémico na América Latina,
mas nao deixa de ser um problema de saude publica mundial, devido a migracéao
das pessoas doentes para outros paises como Europa, América do Norte e outros.
Mais de 100 mil migrantes infectados pelo T. cruzi, podem apresentar potencial de
risco de transmissdo se consideramos a pratica de doagao de érgaos e transfusao

sanguinea (MAGUIRE, 2006).

No seu ciclo evolutivo, a doenga de Chagas apresenta duas fases de
evolucao clinica bem distinta; uma aguda seguida de outra crénica, que se distribui
num tempo variavel podendo ultrapassar os 30 anos de infeccdo, para manifestacao
clinica bem definida da fase crénica (DIAS, 1989). A fase aguda nao tem sintomas
bem precisos, podendo até ser assintomatica, porém com intensa parasitemia e
invasdo de formas parasitarias em muitos tecidos, como coracao, colons e eséfago,
inclusive o sistema nervoso central (SNC). Apos algumas semanas do inicio da
infeccao, a resposta imunolégica do hospedeiro apresenta-se com intensa producao
de anticorpos anti-T.cruzi, e observa-se uma queda brusca na parasitemia e
parasitismo tissular, finalizando a fase aguda e surgindo os primeiros sintomas da
fase cronica, as vezes dificeis de serem definidas clinicamente (DIAS, 1989). Nesta

fase evolutiva o aspecto clinico das lesbées se modifica apresentando baixa



quantidade de antigeno parasitario e intensa inflamacdo com degeneragdao e
destruicdo de células e tecidos, inclusive células cardiacas e fibras musculares

(HIGUCHI et al., 2003, ROCHA et al., 2003).

Na fase cronica ocorrem as formas clinicas indeterminada e a determinada. A
forma indeterminada pode representar em torno de 70% dos casos, 0S quais sao
identificadas e diagnosticadas através de sorologia positiva para T. cruzi, com
auséncia de lesbes cardiacas e gastrointestinais, comprovadas com exames
cardiolégicos, diagndstico de imagem e dosagem plasmatica do peptideo natriurético
atrial (ANP) e peptideo natriurético do tipo B (BNP). A forma crénica determinada,
ou tipica caracteriza-se por sorologia positiva para T. cruzi e exames
complementares cardiacos e gastrointestinais positivos com evidéncia de lesdes

tipicas (ROCHA et al., 2003).

O aspecto de maior importancia da doenca de Chagas cronica é a Cardiopatia
Chagasica Cronica (CCC). O elevado indice de mortalidade se configura de grande
importancia médica e social (ROCHA et al., 2003). Hipertensdo do ventriculo
esquerdo, alteracao eletrocardiografica, baixo débito cardiaco, complexidade na
arritmia ventricular em repouso e no esforco fisico sdo algumas das manifestacdes
clinicas existentes (BESTETTI, et al., 1994; MADY, et al.,, 1994; ROCHA et al.,
2003). Quanto mais intensa for a disfuncao ventricular esquerda, mais importante se
torna o prognéstico da insuficiéncia cardiaca crbnica, do ponto de vista médico
(BESTETTI, et al., 1994; MADY, et al.,, 1994). Apesar da Cardiopatia Chagasica
Crbnica (CCC) ser de grande importancia médico-social, a mesma é pouco estudada

e compreendida.



Durante a fase aguda a destruicao de células pelo T. cruzi € not6ria, porém,
na fase crbnica nao é caracteristica, devido a desproporcionalidade entre 0 nimero
de parasitas possiveis de serem demonstrados, em relagdo aos tecidos lesados.
Esta desproporcao levou muitos estudiosos a admitirem a resposta imunolégica do
hospedeiro como mecanismo importante na patogenia da Cardiopatia Chagasica:
(GOIN et al., 1994; STERIN-BORDA et al., 1976). Outros fatores de natureza neuro-
hormonais patogenéticos e inflamatérios que conduzem a remodelagem do
miocardio foram descobertos, tais como a miofibrose (HIGUCHI et al., 2003),
inclusive a lesdao do endotélio dos vasos participantes, agregacao das plaquetas,
caracterizando a disfuncdo bi-ventricular, insuficiéncia cardiaca progressiva,
distarbios graves da conducao atrioventricular e intraventricular, arritmia, fenébmeno
tromboembdlico causando faléncia miocardica (DIAS,1989 in CANCADO &
CHUSTER, 1985; MADY, et al., 1994; MARIN-NETO, et al., 1999), resultando a
isquemia do miocardio (TORRES, et al., 1993). A insuficiéncia cardiaca (IC), de
maneira geral, caracteriza-se por uma variedade de sintomas cardiovasculares por
disfungédo ventricular sistélica e diastolica, ou ainda por faléncia circulatéria com
evidéncia de fadiga ao exercicio fisico e retencdo hidrica. Manifestam-se também
situacdes fisiopatoldgicas, onde o coracdo ndo € capaz de manter a irrigacao
sanguinea adequada dos tecidos e érgaos distantes com competéncia para manter

o metabolismo (COLUCCI & BRAZINWALD, 1997).

Os peptideos natriuréticos sado importantes marcadores de hipertrofia
ventricular e insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (MAACK, 2006), e possuem
valor, tanto no diagnéstico, como no prognéstico das cardiopatias (RICHARDS,
2007). Os peptideos natriuréticos, atrial (ANP) e ventricular (BNP), sao horménios

vasodilatadores, hipotensores que agem na diurese, e sao sintetizados a partir de



precursores, proANP e proBNP, que sdo armazenados em granulos do tecido atrial

e em midcitos ventriculares respectivamente.

Em condi¢cdes patoldégicas como comprometimento da contracdo e
relaxamento do miocardio, pode ocorrer queda do débito sistdlico e do oxigénio (O?),
e aumento do volume dos ventriculos. Aparecem mecanismos de compensacao
como aumento da frequiéncia cardiaca, vasoconstricdo periférica, retencao de sodio
€ agua e consequente, aumento da volemia. Os efeitos fisiolégicos do ANP e BNP
geralmente sdo opostos aos do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Todos
estes sintomas clinicos decorrem de uma acgéo conjunta do sistema neuro-hormonal
com mediacao adrenérgica do sistema renina-angiotensina-aldosterona, endotelina,
citocina, peptideos natriurético atrial ANP e BNP, prostaglandina e outros hormdnios
(BRAUNWALD, 2001). Esta sintomatologia pode ser discreta para uns e acentuada

para outros individuos (GHEORGHIADE & BONOW, 2001).

Quando comparadas a fisiopatologia da cardiopatia chagasica crénica com
insuficiéncia cardiaca de outra etiologia (miocardiopatia idiopatica ou isquémica),
parece nao haver diferencas referentes aos aspectos hemodinamicos inflamatérios e
neuro-hormonais (BESTETTI, 1994; MUCCILLO, 1997; HIGUCHI, et al., 2003).
Nestas condicdes, referindo-se a essas premissas, 0s resultados das grandes
pesquisas clinicas envolvendo insuficiéncia cardiaca, pode ser extrapolada a todos
os portadores de miocardiopatia, incluindo os de natureza chagasica (CANCADO &

CHUSTER, 1985).
1.2 Coracao

O atrio direito apresenta um arranjo muscular constituido por feixes

musculares, organizados e dispostos uniformemente, o que nao se verifica na



auricula, onde os feixes musculares estdo dispostos e concentrados de formas
multidirecionais. O conjunto atrio e auricula formam um complexo saculiforme com
paredes finas (PAGE & SHIBATA, 1981; WINEGRAD, 1984; BRADY, 1991). E
notério o esforco fisico atrio-auricular direito ao receber um grande volume de

sangue rico em gas carbbnico, proveniente da circulacao sistémica.

A auricula e atrio direito foram mais bem estudados com microscopia
eletroénica e foi possivel desvendar muitas duvidas que existiam no complexo atrio

auricular.

Pesquisadores, na tentativa de explicar a natriurese e diurese obtidas
através de modificacdes do volume sanglineo circulante, sugeriam que pelo menos
trés fatores poderiam estar envolvidos: um componente neural (GOETZ et al, 1986),
uma substancia inibidora da bomba de Na+ K+ATPase (DEWARDENER et al,1981)
e uma outra correlacionada com o sistema renina angiotensina-aldosterona

(ANDERSON et al, 1956 e BRENAN et al, 1971).

Uma equipe canadense chefiada por de Bold (1981) conseguiu resultados
que constituiram como o préprio pesquisador acentuou, verdadeiro desafio a um
conceito muito bem estabelecido: o de que as células miocardicas sempre se
apresentaram essencialmente diferenciadas para os fendmenos de excitacdo, de
condugdo e de contracdo e nao para a secreg¢ao. E, agora, revelam-se também

como 6rgao enddcrino.



1.3 Peptideo Natriurético Atrial (ANP)

1.3.1. Producao de ANP

No decorrer do ano de 1950, os fisiologistas acreditavam que a diurese era
controlada por duas funcdes neuro-hormonais: a vasopressina e o sistema renina-
angiotensina-aldosterona. No entanto, naquela época ja se acreditava existir um
terceiro fator interferindo na diurese, e ainda nao bem conhecido. Com relato de
pesquisadores sobre aumento da diurese associada a taquicardia supraventricular,
passou-se a suspeitar que o terceiro fator estivesse relacionado com o coracao.
Prevaleceu a classica descricdo do reflexo em que a dilatacao atrial seria capaz de

aumentar a diurese (HENRY, et. al., 1961; GAUER et. al., 1956).

Com a microscopia eletrénica, foi possivel observar a presenca de granulos
intracelulares nos midcitos atriais semelhantes aos vistos em células endécrinas.
Estava fundamentada a suspeita de que o coracao tinha funcao endécrina. No final
do Século XIX para o Século XX, o coracdo foi mais bem estudado em modelos
experimentais e foi possivel avaliar toda sua estrutura e ultra-estrutura,
possibilitando avaliar suas dimensfes, organizacdo dos midcitos, organelas e

granulos citoplasmaticos.

Até a década de 1950, admitia-se que a funcdo do coracdo era apenas
manter o fluxo sanguineo, através da contragcdo e relaxamento muscular. Com
estudos e pesquisas posteriores ficou demonstrado que dentre as fungcbes do

coracdo, evidenciou-se a de glandula secretora de horménios (KISCH, 1956;



PALADE, 1961; BOLD et al., 1981; IIDA, et al., 1988; CALIARI & TAFURI, 1993;

FRANCHINI et.al., 2001; SILVA et al., 2003).

Os corpos osmiofilicos esféricos descritos por Kisch (1956) isolados ou
aglomerados no citoplasma dos cardiomidcitos atriais de cobaias, foram entao
reconhecidos como granulos especificos dos cardiomiécitos secretores do Peptideo
Natriurético Atrial (ANP) (PALADE, 1961). Estes granulos podem apresentar
ultraestrutura heterogénea devido ao sentido do angulo dos cortes ou seccdes
transversais, obliquas e longitudinais (SKEPPER & NAVARATMAM, 1988).
Observou-se que os granulos medem entre 100 a 250 nm de didmetro, com
alterac6es da area de acordo com o sentido da seccao, ou podem variar também
com a espécie do modelo estudado. Os granulos podem estar localizados ao redor
do envoltério nuclear, préximo as mitocondrias e ao aparelho de Golgi, junto aos
reticulos endoteliais lisos, ou granulares. Os granulos secretores do ANP séo
abundantes nos miécitos atriais e raros nos miécitos ventriculares (PALADE, 1961;
JAMIESON & PALADE, 1964; IIDA et al., 1988). Estudos realizados por Avramovitch
e colaboradores (1995), mostraram em modelos experimentais com Insuficiéncia
Cardiaca Congestiva (ICC), uma concentracdo de granulos, em sua maioria,
pequenos, na periferia dos midcitos. Chapeau et al., (1985) e de Souza et al, (2005),
através de estudos feitos com animais, demonstraram que a auricula direita

apresenta maior quantidade de granulos que a auricula esquerda.

De acordo com o tipo das estruturas, contetdo e eletrodensidade os granulos
foram classificados em A, B, C e D. Os granulos do tipo A possuem conteudo
fortemente eletrodenso, com conteludo retraido deixando transparecer um halo vazio

na face interna da membrana. Ja os granulos do tipo B foram classificados como
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granulos palidos com granulacdes de aspecto fibroso, os granulos do tipo C foram
descritos como corpusculos residuais e os granulos do tipo D como granulos

pequenos extremamente eletrodensos (BERGER & RONA, 1971).

A presenga de granulos especificos atriais semelhantes aos encontrados em
células enddcrinas induziu pesquisadores a estudar melhor o conteludo destes
granulos. De Bold e colaboradores (1981), apds exaustivos estudos, realizaram a
classica experiéncia da injecdo de extrato de atrio e ventriculo em ratos. Os animais
que receberam extrato de atrio tiveram a excrecdo urinaria de sodio e potassio
aumentada quando comparada com os valores normais. Nao obtiveram estes
mesmos resultados quando os ratos eram inoculados com extrato de ventriculos.
Este experimento foi repetido varias vezes e os cientistas concluiram que no extrato
atrial havia um componente de alto potencial inibidor da reabsorcdo de cloreto de
sédio nos rins. Apés algumas denominacdes anteriores, o horménio produzido pelos
granulos atriais ficou denominado fator natriurétrico atrial (FNA) ou peptidio
natriuretico atrial (ANP) (PALADE, 1961). Muitos pesquisadores estudaram o
estimulo da producdo do ANP e concluiram que este estimulo ocorre quando ha
distensdo e pressado das paredes atrio-auricular, portanto na volemia, taquicardia e

exercicios fisicos (SILVA et al., 2003).

Li e colaboradores (2006), demonstraram que o ANP e BNP ndo séao
produzidos exclusivamente no atrio direito, pois com seus estudos, foram
encontrados também nas células da parede do estdbmago com elevada concentracio

dos granulos nas células da cardia.

1.3.2. Mecanismo de Liberacao do ANP
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As pesquisas no processo de liberacdo do ANP para o microambiente extra
celular, despertou grande interesse cientifico envolvendo varias metodologias.
Chapeau et al. (1985), usando cortes ultrafinos e criofraturas conseguiram observar
0s principios basicos estruturais do processo da exocitose do ANP e fusdo dos
granulos atriais que julgaram ser a via para a liberagdo deste hormdnio a caminho
da circulagdo. O estudo da mobilizacdo cinética dos granulos no citoplasma dos
miocitos também despertou grande interesse por parte dos cientistas e coube a lida
et al. (1988), o estudo da substancia monensina, que atua sobre a mobilidade dos
granulos atriais, demonstrando a agao estimulante desta substancia no processo de
interacdo entre os granulos e os microtdbulos, causando um carreamento destas
estruturas da regiao perinucleares para a periferia dos midcitos, onde ocorre a
exocitose. Wildey et al., (1988) estudaram a liberacado do ANP nos midcitos de ratos
e concluiram ap6s exaustivos trabalhos que a ativacdo do ANP ndo ocorre no
interior dos midcitos, mas apds a liberacdo do préhorménio para microambientes
extracelulares. As pesquisas de Tibault et al (1984) e Cho et al.(1991), estudando a
liberacdo do ANP em coelhos, demonstraram que o mais importante estimulo para
liberar o ANP é a contracao das fibras atriais e que a clivagem do prohorménio ANP
liberado ndo ocorre nos granulos intracelulares. Os ions calcio sdo indispensaveis
na excitacdo e contracao do musculo cardiaco, porém nao interfere na liberacdo do

ANP (MERCEDES et al., 1991).

Gilloteaux et al., (1991) estudando hamsters de todas as idades, verificaram
que apo6s inoculacdo de imunomarcadores estruturais, que possibilitam a
observacdo do trajeto seguido pelo préhorménio ANP até sua liberacdo na
circulacao, este hormdnio é liberado por exocitose e ao passar pelo endotélio dos

capilares é ativado, transportado e liberado para a corrente sanguinea.
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1.3.3. Locais de Acao do ANP

As primeiras descobertas cientificas sobre a acdo do ANP no organismo
humano e animal foram através de um tipo de peptideo sintetizado por células do
sistema &trio auricular, que foram denominadas por Forssmann et al. (1983), de
cardiodilatina. Estes estudiosos observaram que os referidos peptideos agiam na
musculatura lisa das artérias renais, aorta e nas atividades da excregéo renal. A
artéria aorta apresentou-se sensivel ao relaxamento causado pelo peptidio.

Observaram que a cardiodilatina tinha forte agao natriurétrica e diurética.

DE BOLD (1985) sugeriu que as funcdes de regulacdo organica pelo ANP
iam de encontro com as necessidades de cada espécie. Bianchi et al. (1985),
estudando ratos, usaram radioautografia e observaram que o ANP tem acao nas
glandulas supra-renais, pulmdes, hepatdcitos, vilosidades, musculos dos colos,
vasos renais e outros 6rgaos. Foi sugerido também que o ANP exerce importante
acao hemodindmica nestes 6rgaos e na regulagdo hidrica, transporte i6Gnico
principalmente no intestino delgado e metabolismo hepatico. Ohba et al. (2001), e
McGrat et al. (2005), estudando a acdo modeladora deste peptideo sobre alguns
sistemas organicos, observaram que ele interfere controlando o sistema renina-
angiotensina, modela a acao e resposta do sistema nervoso simpatico, aumenta o
fluxo e a permeabilidade capilar e, € um vaso dilatador redutor da pressao

sanguinea, reabsorve agua e sddio e facilita a diurese e natriurese.

Molkentin (2003), Lafontan et al. (2005) pesquisaram em diversos mamiferos
a acao do ANP e concluiram no final dos trabalhos que este peptidio tem acdo
antiinflamatdria e age energicamente no metabolismo lipolitico durante a hidrélise do

triacilglicerol.



13

1.3.4. Exercicio Fisico e ANP

Segundo Bianchi e colaboradores (1985), acdo do exercicio fisico sobre o
coragcdo normal oferece beneficios, pois 0 aumento da volemia provocada pelo
exercicio fisico eleva os niveis de ANP e BNP facilitando o metabolismo de todos os

6rgaos envolvidos.

Goodman et al., (1993) estudando ratos e camundongos que realizaram
exercicio fisico aerdbico prolongado, observaram acentuado aumento do ANP
plasmatico. Epstein, 1976, Krishna et al., 1983 em seus trabalhos estudaram o efeito
da imersdo do corpo em agua durante a natacdo, com a compressao negativa do
corpo, principalmente toracica, ocorre redistribuicdo do volume sanguineo, na regiao
dos grandes vasos e coragdo, causando aumento dos niveis dos peptideos
natriuréticos ANP e BNP, inibindo o Sistema renina-angiotensina-aldosterona

(S-RAA) e liberacao da vasopressina.

Nos trabalhos de Roffe (1998), ficou demonstrado que tanto individuos
saudaveis como os portadores de insuficiéncia cardiaca crénica (ICC) aumentam o
ANP plasmatico apds a pratica de exercicio fisico. Barletta et al., (1998), estudando
atletas saudaveis do sexo masculino submetidos aos exercicios fisicos intensos
como Dbicicletas e hand-grip, verificaram microlesbes do miocardio e
consequentemente aumento dos niveis plasmaticos do ANP e BNP. Engelmann et
al., (2005) pesquisaram e acompanharam os efeitos do exercicio fisico em
portadores de fibrilagdo atrial e observaram aumento dos niveis plasmaticos do ANP
e BNP. McGrath et al., (2005) observaram que quando individuos sao submetidos as

modalidades de exercicios fisicos aerbébicos na posicao vertical a pressao arterial
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ndao muda; porém os niveis plasmaticos do ANP se elevam consideravelmente

(GHORAYEB et al., 2005 e VOGELSANG et al. 2006).

A literatura é quase unanime sobre o efeito do exercicio fisico no ANP em
individuos saudaveis e também nos individuos com IC inespecifica, com raras
discordancias entre os autores. Nestes casos, o exercicio fisico, dependendo da
modalidade e intensidade, aumenta a producdo do ANP nos niveis plasmaticos

consideravelmente (GOODMAN et al., 1993; ROFFE, 1998).

1.3.5. Doencas de Chagas e ANP

O efeito do ANP no coracao chagasico depende da intensidade da patologia
nesse 6rgao, podendo se manifestar de forma intensa em alguns individuos com
sintomas caracteristicos, de moderado a grave e de pouca intensidade e até
assintomatico em outros individuos. Se considerarmos que a IC inespecifica eleva
os niveis plasmaticos do ANP, proporcionais ao nimero e volume dos granulos
atriais, a Cardiopatia Chagasica Cronica também eleva esses niveis, poderiamos
supor que o exercicio fisico teria um efeito coadjuvante no tratamento de pacientes

com Doenca de Chagas (GOODMAN et al., 1993; ROFFE, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Considerando o atrio e a auricula direita do coragdo como 6rgao de natureza
glandular, responsaveis pela sintese do ANP, o objetivo deste trabalho foi analisar o
efeito do exercicio fisico aerébio moderado (natacdo) nos cardiomidcitos de

camundongos com doenca de Chagas crénica.
2.2 Objetivos Especificos

Analisar através de técnicas morfométricas e estereoldgicas os efeitos do
programa de exercicios aerébio moderado (natacao) sobre os cardiomidcitos do atrio

direito de animais chagasicos crénicos. Os seguintes parametros foram analisados:

1- Peso dos animais;

2- Peso do coragao dos animais;

*

Densidade de granulos atriais no citoplasma dos cardiomidcitos;

4- Area dos granulos atriais;

i

Densidade de Volume dos Granulos Atriais (Vv [g]);

6

Quantidade de organelas distribuidas no citoplasma (Av [c]) dos cardiomidcitos ;

7- Alteragdes ultra-estruturais dos cardiomidcitos;



8- Peso corporal / coragéo.

METODOLOGIA
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3. METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 20 camundongos da linhagem Swiss, machos, com
aproximadamente 20 dias de vida, pesando aproximadamente 36 g, oriundos e
mantidos no Biotério do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Os animais
foram mantidos em condi¢cées ambientais com controle de temperatura (22 a 24°C) e
de iluminagao (ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro). Para todos os animais foi
fornecida racdo comercial referéncia para camundongos (Nuvital®) e agua ad
libitum. Os procedimentos utilizados nesta investigacao cientifica foram conduzidos

de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal (COEP-06/0207).
Os animais foram separados em quatro grupos:
e Grupo CS: 5 animais controle sem exercicio (CS) sacrificados aos 120 dias;
e Grupo CN: 5 animais controle nadadores (CN) sacrificados aos 120 dias;

e Grupo CHS: 5 animais chagasico sem exercicio (CHS) sacrificados aos 120

dias;
e Grupo CHN: 5 animais chagasico nadadores (CHN) sacrificados aos 120 dias.

3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
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3.2.1. Inoculacao de Trypanosoma cruzi

Foram inoculadas nos grupos CHS e CHN quando tinham 20 dias, 1000
formas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) por via intraperitoneal. Para o estudo dos
niveis de parasitemia (curva parasitemica) foram coletados diariamente de cada
animal inoculado, 5 ul de sangue periférico (ponta da cauda). Em seguida, a
contagem foi realizada até que nao se encontrou mais parasitas no sangue (+ 40

dias) apés a inoculagao, caracterizando o inicio da fase cronica.

3.2.2. Protocolo de atividade fisica

3.2.2.1 Processo de adaptacao dos animais

Apo6s 60 dias de vida, os animais dos grupos CN e CHN realizaram uma
adaptagéo prévia ao  protocolo de exercicio (natagdo), conforme mostrado na

Figura 1. O procedimento foi repetido durante 10 minutos por dia num total de 6 dias.

Figura 1. Camundongos nadando, acondicionados em aquério redondo com agua a
temperatura de 30°C e profundidade de 40 cm de didametro para impedir que os

animais se apoiem no fundo do aquario.
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3.2.2.2 Protocolo de natacao

O protocolo de treinamento dos animais dos grupos CN e CHN foi realizado
no periodo da manhd, em um aquario de vidro de 40 cm de didmetro, @ uma
temperatura de 30° C, por 30 minutos, durante 9 semanas. Os outros animais dos
grupos CS e CHS realizaram o exercicio somente durante 10 minutos/dia,
6 vezes/semana, com o objetivo de provocar um estresse semelhante ao do grupo

treinado.
3.2.3. Eutanasia dos animais

Os animais foram pesados, anestesiados com injecao de Tiopental
(40mg/kg de peso corpéreo, Sigma®, USA), intraperitorial e a seguir foi realizada
uma incisdo na regiao esternal para expor o coracdo. O sistema circulatorio foi
lavado com solucdo de PBS (0,01 M e pH 7,4) e heparina a 2% anteriormente a
fixacdo e apds foi retirado o coragcao, seccionando-se os vasos da base. O coracéo
foi pesado. e ap6s seccionados, o0s atrios direiro e esquerdo através do sulco

coronario.
3.2.4. Microscopia de luz

Esta técnica foi utilizada para que pudéssemos confirmar a presenca de
miocardite nos animais infectados com T.cruzi, segundo o critério de “Dallas”

(ARETZ, 1987).

Foram retirados segmentos do ventriculo esquerdo, fixados em solucao de
formol tamponado 10% (pH 7,2) por 48 horas o material foi deixado em &lcool 70%
por um dia. Para o processo de desidratacdo o material passou por baterias de

alcool 80% (1 hora), 95% (1 hora), 3 baterias de alcool 100% (30 minutos cada
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bateria). Apds foi processada a diafanizacao do material, sendo colocado em alcool /
xilol 1:1 (30 minutos), xilol (20 minutos) e imediatamente, ap6s este procedimento,
iniciou-se o processo de inclusdo em parafina liquida. O material incluido na

parafina.

Foram utilizados cortes histoldgicos transversais de 6 um de espessura,
através de micrétomo convencional, sendo cortes nao-consecutivos por animal. Os
cortes foram colocados sobre as laminas, corados pelos métodos HE, montados

entre lamina e laminula e examinados ao microscopio de luz.

3.2.5. Microscopia eletrbnica de transmissao para

visualizacao dos granulos atriais

Para todos os animais destinados aos estudos de microscopia eletronica de
transmissao tiveram o sistema circulatério lavado anteriormente a fixacao, e
apos, retirado o coragao. A lavagem procedeu por meio da inser¢cdo de uma canula
no ventriculo esquerdo, onde foi perfundida uma solucdo contendo salina
tamponada fosfatada (PBS) a 0,01 M e pH 7,4 e heparina a 2%. As veias jugulares
foram seccionadas previamente para permitir a completa lavagem do sistema. Apos
a lavagem do sistema, foi perfundida uma solucdo fixadora constituida por
glutaraldeido a 5% (Merck®) e formaldeido a 1% (Sigma®) em tampao cacodilato de
sédio (EMS®) a 0,125M e pH 7,4 (solucao fixadora de Karnovsky modificada). Em
seguida o coracao foi retirado, o atrio D seccionado e fragmentado em trechos com
cerca de 1mm?>. Apds, os fragmentos atriais foram lavados em solucdo tampao de
cacodilato de s6dio (EMS®) a 0,125M e pH 7,4 e imersos em uma solucdo aquosa
de tetroxido de 6smio (EMS®) 2%. As amostras permaneceram nesta solucao

durante 60 minutos, no escuro e sob agitagdo constante. Em seguida, foram lavados
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na mesma solucao de tampao cacodilato anteriormente referida, seguido de agua
destilada, para serem contrastados em blocos com a solucdo aquosa saturada de
acetato de uranila (Reagen®) durante 60 minutos sob agitagcdo constante e em

recipiente escuro.

Os fragmentos foram lavados com agua destilada, e desidratados em série
crescente de etandis com inicio em 50% , 70% e 90% por 10 minutos cada
passagem, e 100% por 20 minutos, sendo depois desidratados em Oxido de
propileno (EMS®) por 10 minutos. As amostras foram embebidas com uma solucao
de Oxido de propileno (EMS®) e resina araldite (502 Polyscience Inc.®), em
constante agitacdo e em diferentes proporcoes. ApGs estas etapas, os espécimes
foram transferidos para resina Araldite pura (502 Polyscience Inc.®) e levados a

estufa (60%), ai permanecendo durante um periodo minimo de dois dias.

Os blocos de resina formados foram trimados e posteriormente seccionados
com navalha de vidro a 2 um de espessura. A seguir, as sec¢des semifinais foram
coletadas sobre lamina e coradas com uma solucao de azul de toluidina alcodlica.
Apés foram cobertas com uma gota de Araldite (502 Polyscience Inc.®) e montados
sob laminula e observados em miscroscopia de luz, para avaliacado do material a ser

estudado.

Para estudos a microscopia eletrénica de transmissao, os blocos foram
seccionados num ultramicrétomo com navalha de diamante e obtidos cortes
ultrafinos, montados em tela de cobre e corados com acetato de uranila (Reagen®)
a 3% e citrato de chumbo (Sigma®). O material foi examinado ao microscépio
eletrébnico de transmissdo (Jeol, JSM, Japao), localizado no Laboratério de

Investigacao do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Sao Paulo.
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3.3. Analise morfométrica e estereoldgica

Para realizar a analise morfométrica (numero e area em micrOmetros
quadrados), os coracbes foram retirados, seccionando-se 0s vasos da base,
proximo ao 6rgao, e pesados em balanga analitica digital com acuracia de 0,001 g.
Foi utilizado para a pesagem o método de Scherle (SCHERLE, 1970), onde o
coragdo foi suspenso por um fio, imerso em um Becker com solugéo fisiologica,

sem que o mesmo tocasse as paredes do recipiente.

Foram fotografados aleatoriamente os granulos presentes em 500
eletronmicrografias, sendo 20 campos por animal no microscépio eletrénico de

transmissao com aumento de 3000 (3K), 7000 (7K) e 15000 (15K) vezes.

3.3.1. Medida da area de perfis (transseccao) dos

granulos atriais

Para a medida da area dos granulos foram utilizados 20
electronmicrografias digitalizadas por animal, com aumento de X15K. As medidas
foram realizadas utilizando um sistema computadorizado, contendo um programa de
andlise de imagem (Axio Vision Plus, Zeiss), no Laboratério de Estudos
Morfoquantitativos e Imunohistoquimics (LEMI) da Universidade Sao Judas Tadeu

(USJT).
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3.3.2. Densidade Numeérica dos granulos atriais (Numero

por Area)

Para a contagem do numero de granulos foram utilizados 20 campos por
animal com aumento de 15K. Foram contados os granulos que estavam no campo e
0s que estavam cruzados pelas linhas superior e lateral direita desprezando os que

estavam parcialmente cruzados pelas linhas inferior e lateral esquerda.

3.3.3 Densidade de volume dos granulos atriais (Av[g]) e
organelas citoplasmaticas (Av [c]) dos cardiomidcitos por

area de transseccao

A densidade de volume das organelas citoplasmaticas (complexo de golgi,
mitocéndrias, nucleos e granulos), intersticio e miofibrilas, expressam a fracdo de
volume ocupado pelas estruturas de interesse dividido pelo volume total de pontos.
Para se estimar a densidade de volume dos componentes do cardiomidcito, foi
adotado um sistema teste composto por pontos delimitados por linhas de inclusao e
exclusdo sistematica, uniformemente alocados, sobreposto sobre as seccdes de
referéncia, usadas para estimar as densidade dos componentes por area. O numero
total de pontos por area de seccao dos cardiomidcitos utilizados no sistema teste foi
de 400 (100%), sendo registrados apenas o0s pontos que caiam sobre cada
componente estudado na pesquisa. Assim, a seguinte equacao foi utilizada (BRUEL,

et al., 2002).
a) Granulos Atriais

Vv [g] (granulos Atriais) =2P[g] (granulos Atriais)/ ZP(cm) (cardiomiécito)
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Onde:

P [g] (granulos Atriais) =NUmero de pontos que caem no cardiomidcito.

P(cm) (cardiomiocito) = Numero total de pontos que caem no cardiomidcito.

b) Organelas Citoplasmaticas (complexo de golgi, mitocdndrias, nucleos e granulos)

Av [c] (citoplasma) =ZP(c) (citoplasma)/ ZP(cm) (cardiomidcito)

Onde:

P (c) (citoplasma) =Numero de pontos que tocam os citoplasma do cardiomidcito.

P(cm) (cardiomiocito) = Numero total de pontos sob o cardiomiécito.

O valor da densidade de volume foi expresso em percentagem considerando
100% o numero total de pontos (400) e o calculo para as estruturas estudadas foram

realizados a partir do nimero de pontos sobre as mesmas.

3.4. Analise Estatistica

Os resultados das medidas foram tabulados, as médias foram calculadas,
assim como seus respectivos desvios padroes. As médias de cada parametro dos 4
grupos foram comparadas estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA

dois caminhos) e Teste pos hoc Tukey (p<0,05).
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo assim apresentados: peso corpéreo (inicial e
final) e peso do coracdo, analise ultraestrutural dos grupos estudados, densidade
numérica e area dos granulos, densidade de volume dos granulos e das organelas

citoplasmaticas.

4.1 Analise da presenca de miocardite através da

microscopia de luz

Para a confirmagdo da presenca de miocardite nos animais contaminados
por T. cruzi, empregou-se o critério de “Dallas” (ARETZ,1987). Foram confirmadas,
através da microscopia de luz, a presenga de mais de trés células inflamatérias no
intersticio por campo, que ocasionaram lesées nos cardiomiocitos adjacentes,

mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Células inflamatérias caracterizando a miocardite chagasica (HIGUCHI, 2010).

4.2. Peso corporeo e do coracao dos grupos dos animais
estudados

Na tabela 1 podemos observar que os animais de todos oS grupos nao
apresentaram diferenca significante (p> 0,05), apesar de verificarmos que o grupo

CHN apresentou discreto ganho de peso corpdéreo durante o periodo de treinamento

(estatisticamente n&o significativo).

Tabela 1 - Valores do peso médio corpéreo (inicial e final) em gramas (g), nos animais dos

quatro grupos estudados (MED+EPM), (p> 0,05).

Grupos n peso inicial (g) peso final (g) diferenca(g) variacao (%)
CS 5 35,2+ 1,59 40,6 + 0,94 5,4 13,3
CN 5 37,8 +0,58 43,4 £ 0.62 5,6 12,9
CHS 5 35,6 + 2,06 425 +1,14 6,9 16,2
CHN 5 34,1 +£1,12 41,9 £ 0,45 7,8 18,6

Na tabela 2 verficamos que os animais do grupo controle sedentario

obtiveram resultado significante (p<0,01) em relagdo ao grupo CHS e (p<0,05) em

relacdo ao grupo CHN.
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Tabela 2 - Valores do peso do coragdo em gramas (g) e relagdo peso corporeo

final/peso do coragdo em %, nos animais dos quatro grupos estudados (MED+EPM) ,

(p>0,05).
Grupos n peso do coracao (g) peso corp. final/peso do coracao (%)
CS 5 0,19+ 0,03 0,47
CN 5 0,20 + 0,01 0,46
CHS 5 0,19 +£0,03 0,44
CHN 5 0,21 £ 0,04 0,49

* p<0,01xCHS e p<0,05xCHN

4.3 Analise morfoldgica ultra-estrutural do miocardio atrial.

4.3.1. Grupo controle sedentario (CS)

Ao analisarmos as eletronmicrografias, Figuras 3, 4, 5 e 6) do grupo CS,
observamos abundéancia de intersticio com arquitetura regular e presenca de fibras
coladgenas. No citoplasma observaram-se mitocéndrias, aparelho de Golgi,
miofibrilas e linhas Z conservadas. O nucleo apresentou cromatina com densidade
heterogénea, envoltério nitido de contorno irregular na interseccdo com o

citoplasma. Os granulos atriais apresentaram-se de tamanho e densidade diversas.
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Figura 3. Eletronmicrografias do éatrio direito de animais do grupo controle sedentério (CS).
Observar mitocondrias (M), muitas miofibrilas (mio), linha Z bem definida (Z), grande
quantidade de intersticio (l), granulos eletrodensos (G) e colageno (col). 15K.
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Figura 4. Eletronmicrografia do atrio direito de animais do grupo controle sedentario (CS).
Observar freqlentes mitocondrias (M). granulos com tamanhos e eletrodensidade
heterogénea (seta) aglomerados com outros menores e pouco eletrodensos (cabega de
seta), grande quantidade de miofibrilas com aspecto morfoldégico conservado (mio) pouco
intersticio (l). Complexo de Golgi (G), linhas (Z), nucleo (N) e cromatina (CR) no envoltério
nuclear_15K —

Figura 5. Eletronmicrografia do atrio direito de animais do grupo controle sedentario (CS).
Observar granulos com forte (seta) e fraca eletrodensidade (cabeca de seta), mitocondrias
(M), Intersticio (1), miofibrilas (mio), complexo Golgi (G). 15K.
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Figura 6. Eletronmicrografia do atrio direito de animais do grupo controle sedentario (CS).
Observar grande quantidade de miofibrilas (mio). Linha Z (Z), Nacleo (N), cromatina
concentrada no envoltério nuclear (cabeca de seta) e complexo de Golgi. 15K.

4.3.2. Grupo controle nadador (CN)

Ao analisarmos as eletromicrografias, conforme as Figuras 7, 8, 9 e 10 dos
animais do grupo controle nadador (CN), observamos intersticio reduzido
comparado ao grupo controle sedentério (CS). No citoplasma foram observadas
numerosas mitocondrias enfileiradas quando comparadas ao grupo controle
sedentario. Miofibrilas e linhas Z espessadas. O nucleo apresenta grande
concentracdo de cromatina e o envoltério nuclear com contorno extremamente
irregular e eletrodenso. A maioria dos granulos atriais apresentou tamanho e
eletrodensidade variavel, dispersos no citoplasma e em menor quantidade ao redor
do envoltério nuclear e proximo das mitocondrias e complexo de Golgi e periferia

dos midcitos.
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Figura 7. Eletronmicrografia do atrio direito de animais do grupo controle nadador (CN).
Observar a dispersdao dos granulos no citoplasma e na periferia junto da membrana

plasmatica (setas). 3K.

Figura 8. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo controle nadador (CN).
Observar grande numero de mitocondrias com morfologia bem definida (M), miofibrilas
(mio), sarcomero com linha Z (Z). complexo de golgi (G). intersticio reduzido (I) e granulos

de tamanhos e eletrodensidade variaveis (seta).15K.
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Figura 9. Eletronmicrografia do atrio direito de animais do grupo controle nadador (CN).
Observar grande numero de mitocondrias enfileiradas (M), miofibrilas hipertréfica (mio), com
espessamento das linhas Z (Z). Aparelho de Golgi (G). Nucleo (N) com grade concentragéao
de cromatina eletrodensa no envoltério nuclear. (seta cheia) e granulos de tamanho e
eletrodensidade heterogénea (setas). 15K.

E-
B

Figura 10. Eletronmicrografia do atrio direito de animais do grupo controle nadador (CN).
Observar granulos eletrodensos enfileirados na regiao da periferia da membrana
citoplasmatica. (seta) Mitocondrias (M), enfileiradas no citoplasma, Intersticio (l),
miofilamentos (mio). 3K.

4.3.3. Grupo chagasico sedentario (CHS)

Ao analisarmos as eletronmicrografias, conforme as Figuras 11, 12 e 13 do
grupo chagasico sedentario (CHS), observamos grande quantidade de fibras
colagenas no intersticio. O envoltério nuclear de alguns midcitos, apresentou-se com
uma espessura irregular e numerosas invaginagées, enquanto outros espessura

retilinea e limites precisos com o citoplasma. A cromatina nuclear apresentou
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eletrondensidade heterogénea, com regides intensamente densas junto ao
envoltério nuclear, algumas mitocondrias com cristas ndo evidentes. Presenca de

concentragdo de granulos pequenos em sua maioria, e na periferia dos miécitos. A

Figura 11. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo controle chagasico
sedentario (CHS). Miofilamentos bem definidos (mio), sarcobmero com linha Z integro (Z),
Granulos maiores e eletrodensos (seta) outros menores e menos eletrodensos (cabeca de
seta) Golgi (G). Nucleo (N) com pouca concentracdo de cromatina na regidao do envoltério
nuclear. (seta cheia). Regular nimero de mitocondrias (M). Intersticio (I) com pouco
colageno (col). 15K.
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Figura 12. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo controle chagasico
sedentario (CHS). Observar a localizagdo dos granulos de tamanhos e eletrodensidade
heterogénea ao redor do nucleo (seta), dispersos no citoplasma e na periferia préximo da
regido da membrana citoplasmatica (setas), Nucleo (N) com pouca concentragdo de
cromatinagme i3 i

Figura 13. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo controle chagasico
sedentario (CHS). Observar granulos atriais dispersos no citoplasma (seta), grande
quantidade de miofilamentos (mio) e sarcomero com linha Z bem definidos (Z), nucleo (NU),
envoltério nuclear com invaginacdes e pouca cromatina (seta cheia). 3K.

4.3.4. Grupo chagasico nadador (CHN)

As eletronmicrografias do atrio direito dos animais do grupo CHN, conforme
Figuras 14, 15,16, 17, 18 e 19, apresentou intersticio irregular com abundéancia de
fibras colagenas. A membrana citoplasmatica, na maioria dos midcitos, apresentou
contorno irregular e numerosas reentrancias (invaginagdes), Apresentou também,
citoplasma com mitocbndrias dispersas ou agrupadas, e raras sugestivas de
degeneracdo. A cromatina nuclear apresentou-se heterogénea com regides

eletrodensas e disseminada por todo o nucleo e, junto do envoltério nuclear. Ha
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predominio de granulos atriais pequenos, dispersos no citoplasma, nos poélos
nucleares e superficie da membrana citoplasmatica. A miofibrila e a linha Z

apresentaram espessamento.

Figura 14. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo chagéasico nadador
(CHN). Observar granulos na maioria grandes, com eletrodensidade heterogénea (seta),
dispersos no citoplasma, ao redor das mitocondrias (setas). Mitocondrias (M) isoladas e
agrupadas. Muitas miofibrilas hipertréficas (mio) Sarcomero com espessamento da linha Z
(2) Nucleo (N) com grande concentragéo de cromatina no envoltério nuclear e dispersa no
interior do ndcleo (cabega de seta) e complexo de Golgi (G). 15 K.
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Figura 15. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo chagéasico nadador
(CHN). Observar a estrutura do nucleo (N) com cromatina densa dispersa no interior do
nucleo e concentrada no envoltério nuclear (seta cheia). Observar as tortuosidade com

).

Figura 16. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo chagéasico nadador
(CHN). Observar abundancia de mitocondrias grandes (M), miofibrilas (mio) e aglomerado
de granulos eletrodensos ao redor do complexo de Golgi (G). 15K.
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Figura 17. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo chagasico nadador
(CHN). Observar grande quantidade de aparelho de Golgi (G) e mitocondrias (M)
enfileiradas de permeio ao sarcomero (seta) e linha Z espessadas (seta e Z). 15K.

Figura 18. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo chagésico nadador
(CHN). Observar grande numero de mitocondrias (M) pequenas se comparadas com as
fotos anteriores. Envoltério nuclear exibindo seliéncias e reentrancias com cromatina densa
(setas cheias). Intersticio (1) exibindo fibras colagenas (col). 7K.
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Figura 19. Eletronmicrografias do atrio direito de animais do grupo chagasico nadador
(CHN). Observar grande numero de granulos, de tamanho e eletrondensidade diversas,
aglomerados sugestivos de fusdo (setas cheia), de permeio as mitocondrias e enfileirados
na regido da membrana citoplasmatica sugestivos de exocitose (setas). Nucleos (N) com
muita cromatina densa e dispersa no interior do nucleo, Intersticio (I) com fibras colagenas
(col). 7,5K.

4.4. Analises morfométrica e estereologica

4.4.1. Densidade numérica de transsecoes dos granulos

atriais

Ao analisarmos a densidade numérica de granulos atriais, observamos que
nao houve diferenga estatistica (p>0.05) entre os grupos estudados (Tabela 3 e
Figura 20). Os dados sugerem que o grupo CHN apresenta densidade maior de
granulos comparado aos outros grupos, mas nao houve diferenca estatistica

(p>0,05).

Tabela 3. Densidade numérica dos granulos do atrio D de camundongos dos grupos CS,
CN, CHS e CHN.

Numero de granulos no atrio Direito

Grupo CS CN CHS CHN
Média tEPM 34,41+£28 34,04+t26 31,7134 40,1 £3,9

Valores descritos em média e erro padrao da média (EPM). (p>0,05)

50 -
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40 - L
35 1
30 1
25 4
20 1
15 -
10 4
5 4
0

(n2 de granulos)
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Figura 20. Densidade numérica de granulos atriais nos grupos estudados.

4.4.2. Area dos granulos atriais

Como mostra a Figura 21, os granulos atriais constituem uma populagcéao
heterogénea quanto ao tamanho, variando de 0,01 a 0,08 um2. O tamanho médio
dos granulos, representado pela area de seu perfil nos grupos CS foi de
0,228+0,001 um2, no CN, de 0,023+0,001 pm?2, no CHS, de 0,018+0,002 um? e no
CHN, de 0,0258%+0.005 pm2. Somente os valores dos grupos CHS e CHN

apresentaram diferenca estatistica (p<0.01).

0,026
0,023
0,02
0,018
0,015
0,013
0,01
0,008 |
0,005
0,003 4

&

Area (pm?)

CHS CHMN

Grupos
Figura 21. Valores médios (x EPM) das areas dos granulos atriais nos grupos CS, CN,
CHS e CHN. *Significante (p<0,01) em relagdao aos grupos CHS, CN e CS, **Significante
(p<0,01) em relagéo aos grupos CHN,CS e CN
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O histograma apresentado na Figura 22 mostra a distribuicao de frequéncia
(%) dos granulos quanto a sua area. Classificamos os granulos que apresentaram
area entre 0,01-0,02 um? de tamanho pequeno, 0.03-0,04 um?2 de tamanho médio e
acima de 0,05 a 0,10 um? de tamanho grande. Observamos que o0s granulos do
grupo CS se distribuiram em 65% pequenos, 30 (%) médio e 5 (%) de grandes. No

grupo CN 59 (%) eram pequenos, 38 (%) médios e 3 (%) grandes. No grupo CHS

80 (%) pequenos, 19 (%) médios e 1 (%) grandes e no grupo CHN 58 (%) pequenos,

36 (%) médios e 6 (%) grandes.
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Figura 22. Histograma de freqtiéncia dos granulos atriais quanto a area nos grupos CS, CN.
CHS e CHN.

4.4.3. Densidade das organelas e intersticio do

cardiomiocito atrial por area
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Ao analisarmos o atrio direito dos grupos estudados verificamos alteracoes
significativas na densidade de algumas organelas estudadas ap6s o protocolo de

exercicios (natacado) na Doenca de Chagas.

4.4.3.1. Aparelho de Golgi

Analisando o grafico de densidade do aparelho de Golgi por area (Figura 23 e
29), observamos aumento significativo no grupo CHS (p<0,001) em relacdo aos
outros grupos estudados. Entre os grupos CS, CN e CHN nao foi observada

diferenca significativa. (p>0,05).

m

—_—

Av{cg) %

CHS CHN
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Figura 23. Densidade do Complexo de Golgi por area (%) nos cardiomiécitos dos grupos
Controle Sedentario (CS), Controle Nadador (CN), Chagasico Sedentario (CHS) e
Chagasico Nadador (CHN). *p<0,001 em relagéo CS; p<0,01 em relacdo CHN e p<0,05 em
relacédo CN.

4.4.3.2. Granulos
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Analisando o gréafico da densidade dos granulos atriais por area (Figura 24 e
29), observamos que os grupos CS, CN e CHS nao apresentaram diferenca
significante (p>0,05) entre si. Na anélise do grupo CHS em relagdo ao grupo CS
houve aumento na densidade dos granulos (p<0,05), Comparando os grupos CN,
CHS e CHN néo foi observada diferenca significativa. (p>0,05). Entre os grupos CHS
e CHN, observamos que o CHN apresentou uma maior densidade do granulo por

area quando comparado ao grupo CHS (p<0,001).
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Figur_.

Sedentario (CS), Controle Nadador (CN), Chagasico Sedentario (CHS) e Chagasico
Nadador (CHN). *p<0,05 em relacdo CHN; *p<0,001 em relagéo CHS.

4.4.3.3. Intersticio
Na analise do grafico de densidade de intersticio por area (Figura 25 e 29),

nado foi encontrada diferenca significante entre os grupos (p>0,05), apesar do grupo

CN apresentar diminuicdo de 50% .



45

M

Av (Int) %

L

=) i CHS LHH
Grupos

Figura 25. Densidade de intersticio por area entre os cardiomiécitos dos grupos Controle
Sedentéario (CS), Controle Nadador (CN), Chagasico Sedentario (CHS) e Chagasico
Nadador (CHN). N&o houve significancia nos resultados (p>0,05) entre os grupos
estudados.

4.4.3.4 Miofibrilas

Na analise do grafico da densidade das miofibrilas por area (Figura 26 e
29), observamos que o grupo CHN apresentou reducao significante (p<0,001) da
densidade das miofibrilas por area em relagdo ao grupo CS. O grupo CHS
apresentou aumento significante (p<0,001) em relagdo ao grupo CHN. Entre os

grupos CS, CN e CHS néo foi observada diferenca significante (p>0,05).
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Figura 26. Densidade de area das miofibrilas (%) nos cardiomiécitos dos grupos Controle
Sedentario (CS), Controle Nadador (CN), Chagasico Sedentario (CHS) e Chagasico
Nadador (CHN). *p<0,05 em relagdo CS; *p<0,001 em relagdo CHN.

4.4.3.5 — Mitocondria
Analisando o grafico da densidade das mitocondrias por area (Figura 27 e
29) observamos que 0s grupos que realizaram exercicios apresentaram maior

numero de mitocondrias em comparagao com 0s grupos sedentarios.
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Figura 27. Densidade das mitocondrias por area (%) nos cardiomidcitos dos grupos
Controle Sedentario (CS), Controle Nadador (CN), Chagasico Sedentario (CHS) e

Chagasico Nadador (CHN). *p<0,05 em relagdo CN e CHN; *p<0,05 em relagdo CHS;
**p<0,01 em relagao CHN.

4.4.3.6 — Nucleo

Na andlise do grafico da densidade dos nucleos por area (Figuras 28 e 29)

nao foi observada diferencga significante entre os grupos (p>0,05).
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Figura 28. Densidade de nucleo por area (%) nos cardiomiécitos dos grupos Controle
Sedentéario (CS), Controle Nadador (CN), Chagasico Sedentario (CHS) e Chagasico
Nadador (CHN). N&o houve significancia nos resultados (p>0,05) entre os grupos
estudados.
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Figura 29. Distribuicdo das densidades das organelas citoplasmaticas por area entre os

grupos CS, CN, CHS e CHN.
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5. DISCUSSAO

Sabemos que a concentragdo do fator natriurético atrial (ANP) no plasma
aumenta durante o exercicio principalmente na natacdo, porque na imersao, ocorre
o estabelecimento de uma pressao negativa, devido a pressao da agua exercida
sobre a parede toracica e abdominal (EPSTEIN, 1976; KRISHNA et al.,, 1983,
BRENNER et al., 1990; RAY et al., 1990), promovendo uma redistribuicdo do volume
sanglineo, aumento no volume sanglineo central, inibicdo do sistema renina-

angiotensina-aldosterona e da liberacao de vasopressina.

Sabe-se que a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldesterona na
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) resulta em retencao de sédio e liquido,
ocorrendo aumento da volemia e pressdao venosa central com consequiente
distensao da parede atrial (RIEGER et al., 1986; AWAZU et al., 1989). Alteracdes
morfolégicas e morfométricas sdo observadas nas organelas citoplasmaticas

(CANTIN et al., 1990; RIEGER et al., 1988).

Na Doenca de Chagas aguda observa-se uma intensa miocardite associada a
alteracbes do complexo secretdério nas células mioendocrinas atriais com

consequente colapso cardiaco. Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo

avaliar a influéncia de um modelo de tratamento ndo farmacolégico, o exercicio
fisico, sobre um componente especifico do miocardio, os granulos de ANP em um

modelo experimental de doenca de Chagas crdnica.

Na analise morfolégica e ultra-estrutural do grupo CS, observamos morfologia
normal de todas as organelas e cromatina nuclear com densidade homogénea. Os

granulos analisados tinham tamanho e eletrodensidade heterogénea distribuidos ao
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redor do nucleo, junto das mitocondrias e complexo de Golgi. Achados semelhantes
ao nosso foi encontrado bem ratos com protocolo de treinamento de diferentes

intensidades de exercicio (PAN, 2008).

Durante nosso estudo ficou demontrado que o exercicio fisico moderado
beneficia as atividades endécrinas e mecanicas do coragdo, quando comparamos 0S
grupos dos animais exercitados e nao exercitados. Nos animais exercitados
observamos aumento na densidade de granulos por area € no numero das
mitocondrias, que de acordo com a literatura & sugestivo de possibilidade de
aumento do ANP plasmatico. Isto acontece devido ao aumento da pressao nas
paredes atriais causada pela volemia durante o exercicio fisico e consequientemente
induz ao aumento do ANP nos animais nadadores regulando a resposta
cardiovascular. Estes achados estdo compativeis com os resultados encontrados
por (MCGRANT et al., 2005; CLERICO et al., 2006), quando estudaram ratos
submetidos a exercicios fisicos e Shanshan et al. 2005, quando estudaram o efeito
do exercicio fisico na expressao genética do ANP nos receptores atriais. De acordo
com a literatura o ANP é produzido nos cardiomiécitos do atrio direito, e
armazenados em granulos eletrodensos. E excretado por exocitose na periferia da
membrana plasmatica. Estas observagdes também foram preconizadas por Theron

et al. (1978), Pagi et al. (1986) e Toshimori et al. (1990).

Analisando o peso corpéreo e peso do coragdo do inicio ao término do
periodo dos experimentos, entre os grupos estudados, verificamos que nos grupos
controle sedentario (CS) e chagasico sedentario (CHS) nado houve diferenca
significativa. O grupo controle nadador (CN), ndo apresentou diferenca significativa

no peso corporal, comparado com o grupo chagasico nadador (CHN). Entre os
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demais grupos, apesar do chagasico nadador (CHN) apresentar pequena diferenca

(19,7%) sobre os demais, esta ndo foi significante (p>0,05).

Durante a analise da morfologia ultra-estrutural do grupo CHS, encontramos
algumas diferencas em relagdo ao grupo CS. Encontramos os granulos com
tamanho e eletrodensidade heterogénea dispersos no citoplasma de permeio ao
sarcolema, condensacao citoplasmatica e alteracées caracteristicas na cromatina e
envoltério nuclear apresentando varias reentrancias no citoplasma, que falam a favor
de um equilibrio parasito/hospedeiro nesta fase e uma auto-regulacao da inflamacéao
pelo processo de apoptose das células efetoras da resposta imunolégica, resultados

semelhantes foram encontrados em cées por Andrade et al, 1997.

No estudo morfolégico ultra-estrutural do grupo controle nadador CN,
observa-se intersticio reduzido e irregular, com algumas fibras colagenas, de
permeio as membranas citoplasmaticas com invaginacées geralmente contendo
granulos muito eletrodensos sugestivos de exocitose. No citoplasma observa-se
grande numero de mitocondrias e miofilamentos espassados formando sarcomeros
com linha Z ndo bem definida. Foi observado que a maioria dos granulos se
apresentou dispersa no citoplasma. Este achado em nosso trabalho também foi

observado por (HU et al. 2005), em seus estudos envolvendo animais e humanos.

No estudo morfoloégico e ultra-estrutural do grupo chagasico nadador CHN,
observa-se intersticio reduzido membrana plasmatica de contorno irregular com
inimeras invaginacées contendo granulos eletrodensos. Foram observardas
também, numerosas mitocondrias, algumas com sinal de degeneracao. A cromatina
nuclear apresentou-se obscura e eletrodensa concentrada no envoltério nuclear e

dispersa no interior do nucleo. Foi observado nimero de granulos reduzido, com
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predominancia de granulos pequenos e dispersos no citoplasma e ao redor do
aparelho de Golgi e das mitocondrias e na regidao periférica da membrana
citoplasmatica. Estes dados observados em nosso trabalho também foram vistos por
(WALLACE et al. 1997; QUILES et al.2001) quando estudaram mitocondrias,

exercicio fisico e sintese de ANP em rato.

Quando comparamos o estudo da densidade numérica dos granulos atriais
dos quatro grupos de animais, verificamos que ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos (p>0,05).

Analisando a area dos granulos atriais, verificamos que 0s mesmos
apresentam-se heterogéneo em relacdo ao tamanho. Somente os grupos CHS e

CHN tiveram diferenga estatistica significativa sobre os demais. (p<0,01).

Observamos também que a distribuicao de freqiiéncia dos granulos quanto
as areas, o grupo CHS foi expressivo sobre os demais grupos apresentando 80% de
granulos pequenos e o CHN a maior porcentagem de granulos grandes; 6,0% em

relacdo aos demais grupos.

A analise estereoldgica dos grupos de animais, mostra que a densidade dos
componentes do cardiomiécitos por area variou dependendo das organelas
estudadas. O complexo de Golgi e granulos atriais apresentaram diferenca
significante entre os grupos, corroborando com os reultados encontrados em
trabalhos de Mifune et al. (1992), que compararam esta diferenca entre os atrios de
ratos exercitados e encontraram aumento de granulos atriais. Quanto ao intersticio
nao observamos diferenca significante entre os grupos sedentarios se comparados

com os grupos nadadores. Observamos diferencga significativa nas miofibrilas dos
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grupos nao exercitados (CS e CHS) comparados com os grupos exercitados (CN e
CHN). Observou-se também, diferenca estatistica significante nas mitocondrias dos
grupos nadadores se comparados com 0s grupos nao nadadores. Este aumento da
densidade das mitocondrias por area deve-se ao esforco fisico durante o exercicio
para fornecimento de energia nos trabalhos do coragdo tanto mecéanico quanto
endocrino na producao do ANP tanto em coracdo normal quanto em cardiopatias
inespecificas. Estes achados foram observados por muitos autores como Toft et al.
(1990) e Altenkirch et al. (1990) trabalhando com modelos humanos e animais
sedentarios e exercitados. Quanto a densidade dos nudcleos nao se observou

diferencga estatistica significativa.

Os resultados referentes as densidades de organelas por area, sao
contraditérios entre os autores; Rine et al. (1986), Chiu et al (1994) atribuindo estas
diferencas as espécies de animais modelos. Cantin et al. 1984, Skepper &
Navaratmam (1989), Avramovitch et al. (1995) relataram também que o atrio direito é
mais ativo ao esforco fisico que o atrio esquerdo na produgdo do ANP. Ficou
demonstrado por estes autores que as condicbes fisicas de temperatura,
desidratacdo, estado nutritivo e diferentes metodologias podem modificar a
densidade numérica e secrecdo do ANP dos granulos atriais de um animal

experimental.

Muitos autores preconizaram em suas experiéncias que durante o exercicio
além das catecolaminas e ANP, ocorre a lipdlise fisiolégica com acidos gordurosos
fornecendo importante nutricdo para o coracdo (MORO et al., 2004; LAFONTAN et
al., 2005) . HU et al. (1988) investigaram o efeito do exercicio fisico e a circulacao

do ANP nos pacientes com e sem doenca cardiaca isquémica e encontraram
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desproporcional elevacdo do ANP apds exercicio fisico na isquemia. Zhu et al,
(2007) analisaram o ANP pericardial pés-morte com resultado negativo com a
troponina cardiaca pericardial. Tanaka et al. 1986 , observaram que 0 o0s
cardiomiécitos do atrio direito sdo predominantes na producdo do ANP. Muitas
pesquisas foram realizadas com analise da relacdo existente entre a secrecdo do
ANP estimulada pelo exercicio fisico (VOLGELSANG et al., 2006; HALLER et al.,

1987; ENGELMANN et al., 2005; BARLETTA et al., 1998).

Nossos resultados sugerem que o exercicio fisico (moderado) realizado em
animais chagasicos é benéfico ao coracdo, promovendo uma readaptacdo das
sequelas deixadas pelas lesbes dos midcitos causadas durante a parasitemia no
decorrer da fase aguda da doenca. Este beneficio provavelmente foi devido ao
aumento da frequencia cardiaca, que em resposta estimula a producao dos
granulos atriais eletrodensos e a producdao do ANP, atribuindo maior volemia e

pressao das paredes atriais e consequiiente aumento da secrecao do ANP.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo sobre os efeitos do

exercicio fisico (natacdo) nos granulos atriais dos cardiomidcitos de camundongos com

doenca de chagas crbnica, podemos concluir que:

1-

Nem o exercicio, nem a doenca de Chagas influenciaram o niumero de granulos

por area;

O exercicio nao influenciou a area dos granulos;

A doenca de Chagas reduziu significantemente a area dos granulos;

O exercicio em chagasicos recuperou a perda de area dos granulos ocorrida

com a doenga;

Nem a doenca de Chagas, nem o exercicio influenciaram o numero de
miofibrilas, mitocdndrias e intersticio mas quando associados, reduziram o

numero de miofibrilas;

A doenca de Chagas aumentou o complexo de Golgi.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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