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RESUMO

MARQUES, K.V. Caracteristicas estruturais e estereoldgicas do plexo cardiaco de
camundongos expostos a poluicio ambiental [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S3ao Paulo; 2012.

Os objetivos do presente trabalho foram determinar a morfologia do plexo cardiaco e
verificar se o coracdo de camundongos é alterado pela exposicdo a poluicdo atmosférica em
relacdo ao peso, ao numero de neurénios e ganglios. Camundongos foram mantidos em
camaras situadas préximas a vias de trafego intenso em S3o Paulo. Os animais foram
divididos em 4 grupos (n=5) segundo a exposicdo a poluicdo atmosférica no periodo
gestacional e/ou pds natal: ar filtrado (F-F), ar ndo filtrado (NF-NF), ar filtrado e ar ndo
filtrado (F-NF) e ar ndo filtrado e ar filtrado (NF-F). Ao atingirem 120 dias de vida, os animais
foram eutanasiados e seus coracdes removidos. O nimero de neurbnios cardiacos assim
como seu volume, volume do ganglio, drea do neurdnio, perimetro e o diametro de Feret
maximo (FMax) e minimo (FMin) foram estimados por meio de avaliagdes morfométricas e
estereoldgicas. Os neurdnios e ganglios cardiacos foram corados pelo método de Giemsa.
As fibras colagenas foram identificadas pelo método de Picro-sirius sob luz polarizada.
Verificou-se que as fibras coldgenas tipo Il sdo predominantes na capsula do ganglio nos
grupos NF-F e NF-NF. O peso corpdreo foi significativamente menor nos animais que foram
expostos no periodo pds natal (F-NF, NF-NF) quando comparados aos grupos F-F e NF-F. A
média do perimetro neuronal foi maior no grupo F-F que nos grupos expostos no periodo
gestacional e pds natal (F-NF, NF-F e NF-NF). O FMax foi estatisticamente diferente entre o
grupos expostos no periodo pds natal (F-NF e NF-NF) (p<0,05). Houve uma redugdo
significativa no volume dos neurdnios nos grupos F-NF e NF-NF. Os resultados permitem
especular que a mudancas no controle autondmico do coracdo resultante da exposicao a
poluicdo atmosférica, pode ser relacionado a altera¢des no desenvolvimento do plexo
cardiaco.

Descritores: Poluicdo do ar, Plexo cardiaco, Exposicdo ambiental, neuronios,
ganglios.



ABSTRACT

MARQUES, K.V. Stereological and Structural characteristics of the cardiac plexus in
mice exposed to environmental air pollution [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

The aims of the present study were to determine the cardiac plexus morphology and to test
whether or not the heart of the mice alters in weight, neuronal and ganglia number with air
pollution exposure. Mice were maintained in exposure chambers situated close to a busy
crossroads in S3o Paulo. Animals were grouped in to four groups (n=5) according to
prenatal and/or postnatal exposure to air pollution: filtered air (F-F); non-filtered air (NF-
NF); filtered and non-filtered air (F-NF); non-filtered and filtered air (NF-F). Reaching 120
days of life, the animals were euthanized for obtaining their hearts. The number of cardiac
neurons as well as their volume, ganglion volume, neuron sectional area, perimeter and
maximum (FMax) and minimum (FMin) Ferret’s diameter were estimated under the
stereological and morphometric aspects. The cardiac neurons and ganglia were stained
employing the Giemsa method. Collagen fibers were identified by Picro-sirius under
polarized light. Type lll collagen fibers predominate in the ganglion capsule of the NF-F and
NF-NF groups. Body weight was significantly reduced in those animals exposed to air
pollution postnatally (F-NF, NF-NF) when compared to groups F-F and NF-F. The average of
the neuronal perimeter was larger in F-F group than in those groups with gestational and
postnatal exposure (F-NF, NF-F and NF-NF). The volume, volume do ganglio, area do
neurdnio, perimetro e o diametro de Feret maximo FMax was statistically different among
the groups exposed to air pollution postnatally (F-NF and NF-NF) (p<0.05). A decrease in the
total neuronal volume was significantly detected in F-NF and NF-F groups. The mean
neuron volume was significant in the F-NF and NF-NF. Our results, allow us to speculate
that changes in autonomic control of heart resulting from exposure to air pollution may be
linked to alterations in the development of the cardiac plexus.

Descriptors: Air pollution; cardiac plexus, environmental exposure, neuron, ganglia
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1 INTRODUCAO

Evidéncias epidemioldgicas indicam que a poluicdo ambiental tem sido
considerada como capaz de desencadear prejuizos funcionais na saude e no sistema
cardiovascular, entre os quais sdo relacionados o descontrole do ritmo A&trio-
ventricular (Peters et al.,2001; Lanki et al., 2006), o infarto do miocardio (Nemmar
et al., 2002; Ruidavets et al., 2005) e as arritmias cardiacas (Pope et al., 2004,
Santos et al., 2008), conduzindo a um aumento de morbidade e mortalidade (Chang
et al. , 2007). Porém, os mecanismos de associacdo da poluicdo ambiental com as
doencas cardiovasculares ainda sdo desconhecidos (Zareba et al.,, 2001; Glantz,
2002). Embora haja um consenso sobre os efeitos da poluicdo ambiental na saude,
nao se encontram relatos na literatura sobre os efeitos da poluigao ambiental nos
neurdnios do plexo cardiaco.

Ainda, ndo estd explicado o mecanismo biolégico pelo qual a poluicdo
ambiental influenciaria o sistema cardiovascular. Uma hipdtese sugere que a
poluicdo ambiental alteraria o controle neural do sistema nervoso auténomo do
coracdo (Schwartz et al., 1994; Eilstein et al., 2001; Brook et al., 2002; D’lppoliti et
al., 2003; Nafstad et al.,, 2004). Outros acreditam que os niveis de poluicao
ambiental podem gerar respostas inflamatdrias no tecido cardiaco, disfungdes nos
canais i6nicos dos cardiomidcitos, aterosclerose e tromboses (Routledge et al.,
2003; Pope et al., 2004).

De modo geral, os dados limitam-se a analise da frequéncia cardiaca (Peters
et al.,1999; Devlin et al., 2003; Park et al., 2005), arritmias (Schwartz, 2002),
taquicardia (Pope et al., 2004), incidéncia de interna¢cdes em hospitais de grandes
centros urbanos de pacientes com doencas cardiovasculares (Linn et al., 2000;
Brunekreef e Holgate, 2002; Gouveia et al, 2003) e estresse oxidativo (Rhoden et al.,
2005; Chahine, 2007). Embora em diversas pesquisas os autores tentassem
descobrir quais os possiveis distlrbios do sistema nervoso autbnomo do coracdo

que estdo associados a poluicdo ambiental, o0 mecanismo que desencadeia essas
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alteracdes, bem como, o papel do plexo cardiaco na poluicdo ambiental ainda é
desconhecido.

E sabido que os neurénios do plexo cardiaco fazem a interacdo entre
ganglios isolados situados no epicardio e provém a modulac¢do do trabalho cardiaco.
Por isso, disfungGes nesses neurOnios podem ocasionar alteragdes nas bases
funcionais e anatomicas do plexo cardiaco (Armour, 1999; Randal, 2000). Como a
literatura é ainda escassa no que se refere ao estudo experimental utilizando
animais de laboratdrio expostos a condi¢cdes ambientais das grandes cidades, para
obtencao de dados sobre a eficiéncia dos ganglios e neurdnios cardiacos, o presente
trabalho propde avaliar as possiveis modificacdes do plexo cardiaco durante a
exposicdo de animais submetidos a poluicdo ambiental de forma qualitativa e

guantitativa por meio da estereologia.
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2 OBIJETIVOS

Avaliar o plexo cardiaco de camundongos expostos a poluicdo ambiental,
com o auxilio das microscopias de luz, estereologia e modelagem tridimensional, de

forma a obter:

[J Dados quantitativos dos ganglios como: a) O numero total estimado e a area
dos neurdnios reativos a Giemsa e NADH; b) O nimero total dos ganglios, o

volume médio do ganglio e neurdnios do plexo cardiaco.

[J Dados qualitativos como as rela¢cdes de elementos do tecido conjuntivo

(fibras colagenas e fibras elasticas).

[ A reconstrucdo tridimensional das estruturas do plexo cardiaco a partir de

observac¢des macroscopicas e andlises estereoldgicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Poluicao do ar e Sistema nervoso autonomo cardiaco

Tem sido descrito na literatura por diversos autores (Schwartz et al., 1994;
Eilstein et al., 2001; Brook et al., 2002; D’lppoliti et al., 2003; Nafstad et al., 2004)
que particulas ambientais podem alterar o controle do sistema nervoso auténomo
cardiaco. Essa hipdtese relaciona-se com o fato de que os poluentes atmosféricos
podem desencadear eventos cardiovasculares como angina pectoris (Poloniecki et
al., 1997), arritimias cardiacas (Watkinson et al., 1998; Donaldson et al., 2001),
bradicardia e hipotermia, em ratos (Watkinson, 2000); afec¢des cardiovasculares,
como a fibrilagcdo ventricular (Peters et al., 2000); maior viscosidade do sangue,
aumento de fibrinogénio, aumento da proteina C-reativa, aumento da frequéncia
cardiaca (Dockery, 2001), infarto do miocardio (Wellenius et al., 2002), oclusdo das
artérias corondrias em cdes (Wellenius et al., 2003), estreitamento da artéria
braquial (Brook et al., 2003); arritmias em ratos idosos (Nadziejko et al., 2004) e
lesdes na frequéncia cardiaca e na funcdo do ventriculo esquerdo em ratos (Yan et
al., 2008).

Zareba et al. (2001) e Glantz (2002) descrevem que embora, a modulacado
do controle autondémico cardiovascular seja uma proposta para definir os possiveis
mecanismos entre poluicdo ambiental e mortalidades cardiovasculares. Os
mecanismos bioldgico e fisiopatoldgico pelos quais a poluicdo do ar afetaria o
sistema cardiovascular ainda s3ao desconhecidos, contudo, vdrios sdo os
mecanismos que podem ser sugeridos para ocasionar disturbios cardiacos, tais
como: sistema nervoso autébnomo, respostas inflamatodrias, efeitos quimicos nos
canais i6nicos nas células do miocdrdio, respostas inflamatdrias nas células

endoteliais, arteriosclerose e tromboses.
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3.2 Sistema nervoso intrinseco cardiaco (SNIC)

As primeiras descricdes sobre neuronios intrinsecos cardiacos (NIC) em
humanos foram realizadas por Scarpa em 1794 (citado por Mitchell et al., 1952
apud Arora et al., 2003) e Lee (1849 a’ e b® apud King e Coakley, 1958), esses
autores notaram a preseng¢a de numerosos nervos que convergiam para a superficie
do coragdo de varios mamiferos e do homem, e consideraram que estes nervos
poderiam ser ganglios. A presenca destes ganglios foi relacionada com o sistema
nervoso autbnomo em uma variedade de mamiferos (Dogiel, 1899; Francillon, 1928;
Kuntz, 1934; Davies et al., 1952; King e Coakley, 1958; Robb, 1965; Shvalev e
Sosunov, 1985; Gagliardi et al., 1988; Yuan et al., 1994; Armour et al., 1997; Pauza
et al., 2000).

No plexo cardiaco existe uma cole¢do de neurdnios que sao classificados de
acordo com a morfologia aparente como: neurdnios unipolares, bipolares e
multipolares. (Francillon, 1928; Kuntz, 1934; Robb, 1965; Yuan et al., 1994; Edwards
et al., 1995; Armour et al., 1997; Cheng et al., 1997; Pauza et al., 1997, Arora et al ,
2003; Maifrino et al, 2006).

Os neurdnios localizam em cole¢bes de ganglios que podem ser identificadas
como plexos ganglionares na gordura epicardica (Gagliardi et al., 1988; Yuan et al.,
1994; Armour et al., 1997; Pauza et al., 2000; Pauziene et al., 2000). Esses neurdnios
cardiacos localizados na superficie epicardica também sdo reconhecidos como plexo
cardiaco (Akamatsu et al., 1999).

Estudos comparativos descrevem a localizacdo do plexo cardiaco em
coracGes de aves (Smith, 1971), anfibios como a rd (Mcmahan e Kuffer, 1971), em

mamiferos como a cobaia (Anderson, 1972), no rato (Pauza et al., 2000), em fetos

! Scarpa, A. Tabulae neurologicae; Ad illustrandum anatomiam cardiacorum nervosum, novi
nervorum cerebri glosso-pharingali et octavocerebri. Ticini. (As cited in Mitchell GAG, Brown R,
Cookson FB. 1952. Ventricular nerve cells in mammals. Nature 172:812. 1794.

> LEE, R. On the ganglia and nerves of the heart. Phil. Trans., 1849a pp. 43-46.

> LEE, R. Postscript to paper on the ganglia and nerves of the heart. Phil. Trans., 1849b.pp. 47-48.
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humanos (Smith, 1969; Shvalev et al., 1989), em humanos (Pauziene e Pauza,
2003).

Ainda quanto a localizacdo, o plexo cardiaco estd localizado principalmente
no tecido conjuntivo subepicardico limitando os grandes vasos, na parte cranial do
coragdao dos mamiferos em geral como o rato (Calaresu e St. Louis, 1967,
Burkholder et al., 1992; Akamatsu et al., 1999) o porco (Moller e Jensen, 1971;
Batulevicius et al., 2008), o homem adulto (King e Coakley, 1958; Janes et al., 1986;
Pavlovich e Shvalev, 1992; Sing et al., 1996; Pauza et al., 2000; Pauziene e Pauza,
2003), e na fase fetal (Smith, 1969; Shvalev et al., 1989).

As células nervosas ganglionares localizam no tecido subepicdrdico e sao
numerosas de acordo com King e Coakley (1958) em estudo realizado em varios
tipos de mamiferos, Calaresu e St. Louis (1967) em gatos, Moller e Jensen (1971) em
suinos, Smith (1971) em aves, Anderson (1972) em cobaias, Gagliardi et al., (1988)
em cdes, Singh, et al., (1996) em humanos, Pardini, et al., (1987), Burkholder et al.,
(1992), De Souza, et al. (1996), Akamatsu (1997), Cheng et al. (1997), em ratos.

Kukanova e Mravec (2006) descrevem que o plexo cardiaco é uma complexa
rede neuronal, constituida por varios neurdnios localizados em ganglios cardiacos.
Esses neurdnios processam informagdes a partir do sistema nervoso central e
enviam informacdes para o coracdao. Além disso, os neurénios cardiacos participam

da regulagdo da atividade cardiaca.

3.3 Aspectos morfoquantitativos dos ganglios subepicardicos

King e Coakley (1958), através de varias técnicas de coloragdo em
preparados de atrios de animais em varios mamiferos como a Platypus (espécie
aquatica de ornitorrinco), Echidna, Porco Espinho, Canguru, Ourico, Raposa-
voadora, Rato, Porquinho da india, Coelho, Cdo, Gato, Golfinho, Boi, Ovelha, Porco,
Cavalo, Tupaia, Macaca mullata, Homem (crianca e adulto), observaram que o
numero de ganglios no tecido conjuntivo subepicardico em cada animal é variavel.

Os ganglios se localizam espalhados na superficie dos atrios, mas localizados
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sempre em areas determinadas. Geralmente localizavam-se em torno da abertura
veia cava superior, no septo interatrial, parte superior do atrio esquerdo, alguns na
superficie ventral e dorsal do atrio direito e poucos ganglios préoximos das veias
pulmonares e veia cava inferior. No rato os ganglios estao localizados em torno do
orificio da veia pré-cava, parte superior da superficie dorsal do atrio esquerdo, veia
pré-cava esquerda (quando presente), em volta do seio coronario, abertura das
veias pulmonares, septo interatrial e seio corondrio. No cdo, numerosos ganglios
encontram-se na superficie do atrio direito, na parte superior da parede ventral e
dorsal e no septo interatrial. No homem, em corac¢do de criangas, ndao observaram
ganglios entre a abertura das veias pulmonares e nem na superficie ventral do atrio
esquerdo, o que ocorria no adulto. No homem adulto os ganglios estao espalhados
na parte superior da superficie dorsal do atrio direito e junto da veia cava superior e
veia cava inferior. Os autores ndo localizaram ganglios na regido das auriculas
desses mamiferos.

Calaresu e St Louis (1967), ao estudarem o plexo cardiaco do gato, por meio
de numerosos cortes histolégicos seriados, verificaram que os ganglios localizam
préoximos aos grandes vasos, aos atrios e septo interatrial, mas nunca sob o seio
coronario. Esses autores verificaram que no coragao do gato hd um numero total de
neurdnios estimadas em 8405.

Moller e Jensen (1971), ao estudaram os ganglios cardiacos no atrio direito
do coracdo de suinos, verificaram a presenca de ganglios dispostos como
numerosas células nervosas no tecido subepicardico. Eles utilizaram a técnica de
reacao da colinesterase e observaram grandes acimulos de ganglios em torno dos
nos sino-atrial e atrio-ventricular.

Ellison e Hibbs (1976), ao estudarem os ganglios cardiacos de rato, de
cobaia, de suino, de gato e de macaco, verificaram que em todas as espécies cada
ganglio era embainhado por uma capsula de tecido conjuntivo. As células nervosas
eram grandes e cada uma possui um grande nucleo com um ou mais nucléolos. Os
neurdnios cardiacos de rato e cobaia sdo redondos e ovais, sendo o nucleo grande e

palido com nucléolo proeminente.
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Randall et al. (1986), ao estudarem o plexo cardiaco da regido proxima ao no
atrio-ventricular do cdo, verificaram que nessa regidao ha ganglios cardiacos com 2 a
80 células neuronais associadas com numerosos troncos nervosos. Ganglios
individuais sao comumente envoltos por tecido conjuntivo.

Pardini et al. (1987) estudaram o plexo cardiaco de rato por meio de cortes
histolégicos seriados, verificaram a presenca de 3992 neurbnios no coracdo de rato
os quais localizam-se em ganglios em regides distintas do atrio: entre a veia cava
superior e a aorta, no septo interatrial superior, posterior ao atrio esquerdo,
posterior ao septo interatrial inferior. O didametro longitudinal do neurdnio foi de
26,9um e o diametro transverso foi de 22,1um e 16,1um para os valores de maior e
menor diametro respectivamente. As células ganglionares tinham forma redonda
ou oval, com grande nucleo claro e substancia de Nissl espessa, nucléolo pequeno,
redondo e densamente corado, em um nuimero de um a trés por nucleo. Fibras
nervosas e células de suporte eram frequentemente vistas entre os neuroénios.

Burkholder et al. (1992) observaram em cora¢Bes de ratos a presenca de
ganglios distribuidos em torno dos grandes vasos da base (artéria aorta, artéria
pulmonar e veia cava superior). Os ganglios eram envoltos por tecido adiposo e
geralmente adjacente ao musculo atrial, interconectados por feixes nervosos. Os
ganglios estdo imersos no tecido adiposo adjacente a camada muscular epicardica,
estando estrategicamente agregados em torno das raizes dos grandes vasos e septo
interatrial.

Yuan et al. (1994), ao estudarem a anatomia dos ganglios cardiacos de caes,
encontraram colecées de ganglios associados aos feixes nervosos e no tecido
adiposo. No atrio esquerdo, o plexo ganglionar se localiza no tecido adiposo da
superficie ventral. Ha ganglios no meio da superficie dorsal dos atrios e em torno do
Ostio da veia cava inferior. Os ganglios sdo compostos de varios neurénios com um
tamanho de 1x3mm.

De Sousa et al. (1996), estudaram os ganglios cardiacos por meio de
preparados de membrana corados pelas técnicas histoquimicas do NADH diaforase

e acetilcolinesterase, quantificaram os neurénios cardiacos e observaram em média
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975 neurdnios por rato, ocorrendo em grupos ou isolados. Encontraram os ganglios
em localizagBes precisas tais como cranial as veias pulmonares (44% do total);
cranial e a esquerda da veia cava superior (10%); junto ao septo interatrial (2%); a
esquerda da veia pulmonar esquerda (12%); caudal as veias pulmonares e na
parede do seio coronario (1%). Nenhum ganglio foi encontrado nas auriculas. Os
nervos entram no atrio ao longo da veia cava superior, ao longo das veias
pulmonares e ao longo do seio corondrio formando um plexo contendo os ganglios.

Sing et al. (1996) e Armour et al. (1997) relataram que algumas porc¢des do
plexo cardiaco de humanos sao desprovidas de ganglios cardiacos. No entanto, os
ganglios cardiacos sdo distribuidos principalmente em ambos os atrios e na base
dos grandes vasos préoximos ao nd sino-atrial e ao noé-atrioventricular, no septo
interatrial, na jungdo da auricula, sobre o sulco atrio-ventricular e isolados nos
ventriculos.

Akamatsu et al. (1997), ao estudarem o plexo cardiacos de ratos jovens e
velhos, verificaram que os neurénios nos atrios do coracdo de ratos de trés meses e
de vintes meses apresentam uma diminuicao de 70% a 80%. A area do perfil celular
do corpo dos neurdnios e a dos nucleos foram significativamente maior nos ratos
com vinte meses comparado aos de trés meses. Os ganglios apresentaram-se com
forma arredondada, ovalada, alongada, estrelada ou poligonal em ambos os grupos.
Foram encontrados exclusivamente sobre a superficie externa do musculo atrial, no
tecido conjuntivo subepicdrdico. A maioria dos neurdnios esta agrupada em
ganglios, mas ha alguns neuronios isolados. A forma do perfil da célula nervosa é
arredondada, oval, fusiforme em microscdpio de luz e em microscépio eletronico de
transmissdo mostra que os ganglios possuem capsula, onde estdo presentes fibras
eldsticas. Nos ganglios dos ratos de vinte meses detectou-se um aumento das fibras
colagenas, tanto na capsula como no interior do ganglio comparado aos ganglios
dos ratos de trés meses.

Armour et al. (1997), ao estudarem o plexo cardiaco de humanos,
verificaram que os ganglios cardiacos se localizam em cinco regides ventriculares e

cinco atriais. Os ganglios foram classificados de acordo com seu tamanho a partir de
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contagens neuronais com poucos neurdnios localizados em ganglios volumosos
medindo em torno de 0,5x1mm. O coragdao humano possui aproximadamente
14.000 neurobnios, cada coracdo contém em média 550 ganglios de dimensdes
variadas. O corpo neuronal varia em forma e tamanho, podendo ser unipolar,
bipolar ou multipolar. Os citoplasmas dos neurOnios apresentam complexo de
Golgi, reticulo endoplasmatico, ribossomos livres e numerosas mitocondrias. Muitos
axonios terminais localizam-se nos ganglios cardiacos intrinsecos e possuem um
grande numero de vesiculas pequenas, claras e redondas que formam sinapses
axodendritica assimétricas, contudo poucos axénios possuem grandes vesiculas de
centro denso (granulos de secrecdo). A capsula dos ganglios cardiacos é formada
por fibras colagenas.

Pauza et al. (1999), ao estudarem o plexo cardiaco em cdes pelo método
histoquimico de acetilcolinesterase, descrevem que a morfologia do plexo cardiaco
foi identificada em cinco regides adjacentes a veias pulmonares direita e veia cava
superior. Os nervos penetram no epicdrdio e ddo origem ao plexo cardiaco, esse
plexo varia de animal para animal e em relagdo a idade. O plexo cardiaco contém
em média 456 ganglios de diferentes tamanhos.

Pauza et al. (2000), ao estudarem a topografia do plexo cardiaco em
humanos através do método histoquimico por acetilcolinesterase, verificaram que o
coragdao humano contém em média 836176 ganglios epicardicos. A organizacao
estrutural dos nervos e ganglios no interior do plexo cardiaco varia
consideravelmente de cora¢do para coragdo e em relagdo a idade. O plexo cardiaco
de humanos pode ser dividido em sete subplexos os quais estdo distribuidos em
regides especificas do coracdo. O numero de neurdnios identificados nos ganglios
de adultos foi significativamente pequeno quando comparado com os ganglios em
criancgas. Por estimativa o numero de neurénios no interior dos ganglios cardiacos e
relacionados com o numero de ganglios cardiacos no epicardio foi calculado com
aproximadamente 43.000 neurdnios intrinsecos presentes no plexo cardiaco em
adultos e 94.000 neurénios foram encontrados em coragdes jovens (de fetos, de

neonatos, e de criangas).
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Her et al. (2000), em estudo de cultura neuronal de ganglios cardiacos a
partir de diferentes estdgios pds-natal em ratos, verificaram que a frequéncia de
crescimento e tamanho dos ganglios cardiacos é rapida no estagio pds-natal de
sete semanas, e lenta apds o desmame (21 dias pds-nascimento). Os neurdnios
cultivados foram classificados como unipolares, bipolares e multipolares. Cada tipo
de neurdnio pode representar diferentes fungdes no plexo cardiaco relacionadas
com o tempo de maturagao dos neuronios.

Horackova et al. (2000), em estudo sobre o desenvolvimento pds-natal do
plexo cardiaco de ratos, relatam que apds duas semanas de vida extra-uterina
ocorre uma subpopulacdo de neurdnios cardiacos no septo interatrial e circulando o
Ostio da veia cava superior. Os neurdnios cardiacos apresentam grandes mudancgas
durante a primeira semana de desenvolvimento pds-natal, isto pode estar
relacionado parcialmente com o desenvolvimento e maturagdo do controle
funcional do coragao e dos nervos extrinsecos. O numero total de neurdnios
presentes em cada ganglio cardiaco variou de 20-500 neurénios. A localizacdo dos
ganglios foi mais ou menos consistente entre os animais, sendo que o niumero de
ganglios em cada regido varia consideravelmente de preparacdo para preparacao e
aumenta com a idade do rato.

Arora et al. (2003), ao estudarem o plexo cardiaco no porco, descrevem que
os neurdnios se localizam em areas discretas do tecido adiposo no epicardio em
cinco regides atriais e seis regides ventriculares. As cinco regides do plexo
ganglionar atrial identificadas foram: (1) na face ventral do atrio direito, (2) na veia
cava e atrio direito, 3) na face dorsal do atrio direito, (4) no septo interatrial e (5) na
veia cava superior e um no atrio esquerdo. Os seis plexos ganglionares identificados
nas proximidades dos ventriculos foram (1) ramos da artéria aorta e artéria
pulmonar (craniomedial), estendendo ao longo da artéria corondria esquerda, (2)
artéria interventricular, (3) artéria circunflexa, (4) circulando a origem da artéria
coronaria interventricular dorsal, (5) artéria coronadria direita e (6) ramo marginal da
artéria corondria direita. Neuroénios isolados foram identificados nas proximidades

do septo interventricular na regido cranial. Aproximadamente 3000 neurénios
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foram estimados compondo o plexo cardiaco do porco. Alguns ganglios possuiam
mais que 100 neurdnios. Muitos destes neurdnios sao multipolares, sendo que uma
pequena populacdo de neurdnios unipolares foi identificada entre tecido atrial e
ventricular.

Kuder et al. (2003), ao realizarem estudo comparativo do plexo cardiacos no
Gerbil, no Spiny Mouse, Chinchilas e pombo, descrevem que os ganglios cardiacos
de todas as espécies estudadas encontram-se na gordura epicardica. A organizagao
estrutural dos neurdnios em ganglios cardiacos de todos os mamiferos examinados
foi uniforme em toda a superficie do corte, ja no pombo, os neurdnios se localizam
principalmente na parte periférica dos ganglios.

Maifrino et al. (2006), em estudo morfoquantitativo dos neurénios cardiacos
no atrio de camundongos utilizando a técnica de NADPH diaforase positivo,
descrevem que os ganglios cardiacos foram mapeados em 3 grupos distintos: 1) na
regido cranial da artéria pulmonar, 2) na regido caudal da veia pulmonar, 3) e sulco
atrial. Amplos grupos de neurdnios foram localizados cranialmente a veia pulmonar
(66%). Trés tipos morfolégicos de neurdnios NADPH-diaforase podem ser
distinguidos relacionados com a sua morfologia: células unipolares, células
bipolares e células multipolares. Os neurdnios unipolares sdo mais predominantes
(78,9%), enquanto que os neurdnios multipolares sdo menos frequentes (5,3%). O
tamanho dos neurdnios varia de 90um2 a 220um2. Morfologicamente, os trés tipos
de neurbnios foram similares e ndo ha diferencas significativas. O total de
neurdnios cardiacos foi de 530+£23

Saburkina e Pauza (2006), ao estudarem a localizacdo e variabilidade de
ganglios epicardicos em fetos humanos, relatam que os ganglios epicardicos
possuem localizacdo definida a partir das 15 semanas de gestacdo e que os
numeros de ganglios epicardicos ndao diferem significativamente entre o feto e
adultos humanos. O plexo cardiaco de fetos no periodo gestacional de 15-40
semanas contém 929162 ganglios, mas a quantidade de ganglios varia
consideravelmente de corag¢dao para corag¢ao, sem estarem relacionados com a

idade.
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Batulevicius et al. (2008), ao mapearam o plexo cardiaco em 11 porcos
jovens (3-4 semanas de idade) através da técnica de acetilcolinesterase,
descreveram que os ganglios se encontram em cinco regides: (1) vento-medial a
origem da artéria da veia cava superior, (2) dorsalmente a origem da veia cava
superior, (3) entre a veia pulmonar, (4) dorso-medial a origem da veia azigo, e (5)
ventral a veia pulmonar esquerda. O nimero de ganglios intrinsecos do coracdo de
porcos foi de 362+52. Aproximadamente 55% dos ganglios cardiacos do porco estdo
localizados no atrio esquerdo enquanto 36% encontram-se no atrio direito. Em

média o coragdo do porco contém aproximadamente 12.000 neurdénios intrinsecos.

3.4 Classificagao morfolégica de neurdnios do plexo cardiaco

Nos ganglios intrinsecos cardiacos existem diferentes tipos de neurdnios que
sdo morfologicamente classificados como: neurbnios unipolares, bipolares e
multipolares. (Francillon, 1928; Kuntz, 1934; Robb, 1965; Yuan et al., 1994; Edwards
et al., 1995; Armour et al., 1997; Cheng et al., 1997; Pauza et al., 1997, Arora et al ,
2003; Maifrino et al, 2006).

Em relacdo ao diametro os neur6nios de ratos sdo classificados em seu
aspecto morfoldgico em trés tipos (A, B, C), com base em seu tamanho e
distribuicdo de suas organelas. Os neurdnios do tipo A sdo grandes (40-75 um de
didametro), neurdnios do tipo B correspondem ao tamanho médio (20-50 um de
didmetro), enquanto que os neurdnios do tipo C sdo pequenos com diametros
menor que 20 um (Ramburg et al., 1983). Neurdnios do tipo A e B possuem fibras
mielinicas e sdo classificados como mecanoreceptores, ja os neurdnios do tipo C
possuem fibras amielinicas e sdo principalmente nociceptivos (Hunt et al., 1992;

Wotherspoon e Priestley, 1999).
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3.5 Alteragdes morfoldgicas do plexo cardiaco

Amorim e Olsen (1982) descrevem que 0s neurOnios cardiacos variam
morfologicamente em resposta as alteragGes patoldgicas durante doengas
cardiacas, sendo que em pacientes com diabetes ocorre atrofia dos neur6nios por
coloracdo de Nissl’s, em corac¢des isquémicos, um ter¢co dos neurdnios cardiacos
demonstram grande alargamento.

Modificagbes estruturais no sistema nervoso autdbnomo ocorrem em
diferentes periodos durante o desenvolvimento e maturidade relacionada a idade
e/ou doencas degenerativas (Edwards et al., 1995). A morfologia do plexo cardiacos
em diferentes espécies de mamiferos mostra que altera¢des morfoldgicas ocorrem
com a idade tais como perda neuronal (Gabella, 1989; Chiang et al., 1986; De Souza
et al. 1993; Gomes et al.,1997), acimulo de tecido fibroso (De Souza, 1988),
aumento de neuroénios (Gabella e Trigg, 1984; Gabella, 1989; Masliukov, 2001).

Koberle (1968) e Junqueira et al. (1992), em trabalhos realizados sobre a
influencia da doen¢a de Chagas no coragdo, descrevem que uma das alteragdes
morfoldgicas mais importantes que ocorrem durante a fase cronica da infecc¢do
chagasica humana é a lesdo do plexo nervoso parassimpatico dos 6rgaos ocos,
especialmente do coracdo e do tubo digestivo, acompanhada por destruicdo
neuronal. Esta despopulacdo (desnervacdo) é considerada a responsavel pela
patogénese das alteragdes cardiacas (arritmias, extrassistoles) assim como das
manifestacdes digestivas (megaesdfago e magacdlon).

Chapadeiro et al. (1999), em estudo realizado sob a despopula¢do neuronal
cardiaca em hamsters cronicamente infectados com o Trypanosoma cruzi,
verificaram que na doenca de Chagas os ganglios cardiacos mostram alteragdes
neuronais, ocorre reducdo no numero de neurdnios em todos os animais estudados
que variou de 0 a 428 neurdnios quando comparada com os controles. Em todos os
animais infectados, o nimero total de neurbnios esteve muito abaixo dos animais

controles.
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Jurgaitiene et al. (2004), em estudo realizado sobre as mudancas
morfoldgicas relacionadas a idade em ganglios cardiacos de humanos, relatam que
diferencas significativas ocorrem na morfologia dos ganglios intrinsecos cardiacos
em relacdo a idade. Essas diferencgas foram observadas com o aumento da idade na
area ganglionar, nos neurdnios e seus nucleos. Os ganglios apresentam forma
circular ou obliqua. A presenca da capsula de tecido conectivo ao redor dos ganglios
variou entre os grupos. A capsula de tecido conectivo nos ganglios cardiacos de
humanos adultos e velhos é mais definida do que em criangas. A capsula ganglionar
em coragdes de criangas é pouco notavel ou ausente.

Scorzoni-filho et al. (2004), ao aplicarem cloreto benzalcénio (CB) em ratos,
verificaram que ocorre aumento no indice cardiotoracico (ICT), da area cardiaca, da
pressdo arterial e do débito cardiaco, bem como do peso ponderal e do figado.
Nestes animais, a analise histopatoldgica mostrou redu¢do do numero de neurénios
atriais e congestdo passiva cronica do figado. A estimulacdo vagal ndo mostrou
diferencas entre os grupos experimentais. A ablacdo do sistema nervoso intrinseco
propiciou o aparecimento de cardiopatia dilatada com insuficiéncia cardiaca direita
e esquerda. Os autores concluiram que o CB ocasiona desnervacdo exclusivamente
intrinseca e provoca alteragdo na contratilidade cardiaca. A desnervacao intrinseca
se assemelha a cardiopatias dilatadas ndo isquémicas, como a cardiopatia chagasica
e a diabética. Nessas doencas, existe um desbalanco do sistema nervoso
autondmico e a desnervagdo intrinseca tem, sem duvida alguma, uma importancia
capital.

Akamatsu et al. (2007), em estudo sobre a influéncia da desnutricdo pré e
pos-natal no desenvolvimento da cdpsula ganglionar subepicdrdica em ratos,
descrevem que a capsula ganglionar subepicardica de ratos é constituida por tecido
conectivo, de colageno tipo | e de fibras raras do sistema elastico. A desnutricdo
estd associada a defeitos do tecido conectivo como lesbGes e alteragbes do
crescimento. O coldgeno é uma proteina presente em todos os tecidos, e sua
presenca foi avaliada no modelo de desnutrigdo protéica (5% de caseina) no plexo

ganglionar subepicardico em ratos de 21 e 42 dias. A desnutri¢ao protéica altera as
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fibras colagenas da cdpsula ganglionar do plexo cardiaco, e pode influenciar a

organizagao, desenvolvimento e maturagao de células nervosas.
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4 METODOS

4.1 Animais - Grupos experimentais

Foram utilizados camundongos Balb C fémeas, oriundos do Biotério Central
da Faculdade de Medicina - USP para a avaliacdo dos efeitos da exposicdo a
poluicdo do ar, sobre a morfologia e desenvolvimento do plexo cardiaco. Os
protocolos foram realizados de acordo com normas internacionais e institucionais
de experimentacdo animal American Veterinary Medical Association (AVMA, 2000)
e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina sob o nimero 0063/09).

Os animais utilizados correspondem a terceira geracdo (G3) de
camundongos que acasalaram, foram gerados e cresceram dentro das camaras de
exposicao, recebendo ar filtrado, ou limpo (F) e nao filtrado ou poluido (NF). A
terceira geracdo foi escolhida para evitar exposicdes maternas pré-gestacionais ao
ar poluido que poderiam ter ocorrido no Biotério Central da Faculdade de Medicina,
principalmente no grupo controle (F-F). A formagdo das geracdes precedentes (G1
e G2) ocorreu de acordo com o descrito a seguir.

A primeira gera¢dao (G1) foi constituida por camundongos com 20 dias de
idade, mantidos na camara filtrada (5 fémeas e 5 machos) e na camara nao filtrada
(5 fémeas e 5 machos), até atingirem a idade reprodutiva (60 dias). Neste estagio,
foram formados 5 casais nas respectivas camaras, mantidos separadamente em
caixas individuais. Os filhotes desse cruzamento constituiram a geracdo 1 (G1), e
foram mantidos em suas respectivas camaras, por um periodo de 21 dias. Apds o
desmame, os mesmos foram separados das maes e agrupados em suas respectivas
camaras em duas caixas, uma contendo 10 fémeas e a outra, com 10 machos,
escolhidos aleatoriamente. Ao alcangarem a idade reprodutiva (60 dias), foram
formados 10 casais em cada camara, cujos filhotes passaram a constituir a segunda
geracdo (G2). Apds o desmame, os animais de G2 (mesmo numero de G1) foram

separados e, atingida a idade reprodutiva, foram agrupados em casais que
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produziram os filhotes da terceira geragdo (G3), em suas respectivas camaras (F e
NF).

Apds o nascimento das ninhadas G3, os filhotes permaneceram com a mae
durante o periodo de lactacdo (21° dia). Apds o desmame, as maes e os filhotes
machos foram retirados do estudo. Metade das fémeas que estiveram durante o
periodo gestacional expostas na cdmara de ar filtrado passaram a serem expostas
na camara de ar nao filtrado, até a atingir a maturidade (120 dias de vida), e a outra
metade permaneceu sendo exposta na cdmara de ar filtrado até completar 120 dias
de vida. Da mesma forma, metade dos filhotes das fémeas que foram expostas a ao
ar ndo filtrado durante a vida gestacional, passou a ser exposta na camara de ar
filtrado até atingirem a idade adulta, e a outra metade, permaneceu na camara de

origem.

Assim, formaram-se quatro grupos de estudo:

Grupo 1 (F-F) = exposicdo gestacional e pds-natal a camara de ar filtrado;

Grupo 2 (NF-F) = exposicdo a camara de ar ndo filtrado no periodo gestacional e a

camara de ar filtrado no periodo pds-natal;

Grupo 3 (F-NF)— exposicdo a camara de ar filtrado no periodo gestacional e a

exposicdo a camara de ar nao filtrado no periodo pds-natal;

Grupo 4 (NF-NF)= exposicao a camara de ar nao filtrado nos periodos gestacional e

pos-natal.

Para os diferentes experimentos, apds completarem 120 dias, foram
utilizadas 5 fémeas de cada grupo (F-F; NF-NF; F-NF; NF-F), escolhidas de forma
aleatoria.

A escolha da terceira geracdo visou assegurar que os animais do grupo F
efetivamente ndo sofreram qualquer tipo de exposicdo ao ar poluido, uma vez que
os animais de G1, por serem obtidos diretamente do Biotério, poderiam apresentar
algum tipo de exposicao a poluicdo do ar. Da mesma forma, ficou patente que os

animais do grupo NF foram sempre expostos aos efeitos da poluicdo atmosférica.
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A Figura 1 ilustra os procedimentos para a obtencdo dos animais de G1, G2 e

G3.
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Figura 1-Representacdo esquemadtica do protocolo de criacdo e exposicdo dos
animais experimentais. As setas azul e vermelha indicam que os camundongos da
terceira geracdo (G3) passaram por exposices diferenciadas durante o periodo de
desenvolvimento embrionario/fetal e pds-natal.

4.2 Exposigao

A exposicao dos animais foi realizada no jardim da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), em camaras de exposicdo. A FMUSP estd
localizada na intersec¢ao da Rua Teodoro Sampaio com a Av. Dr. Arnaldo. Muito
proximo (100m) de uma estagdo de monitoramento da CETESB* (Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental) que registra continuamente os niveis de PMy,
NO,, CO e SO,. Foram usadas 2 camaras de topo aberto montadas lado a lado

(Fig.2): uma recebendo ar do meio ambiente (cdmara poluida), e a outra recebendo

* http://www.cetesb.sp.gov.br/
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ar filtrado (camara limpa). A entrada de ar ocorre na base do cilindro, sendo
distribuido uniformemente, através de furos, a um fluxo de 50 I/seg e exaurido pelo
topo por uma grande abertura. Esta cdmara é um sistema normobdrico, onde a
pressao interna nao excede 3cm de H,0. Na camara limpa foram colocados filtros: o
primeiro para as particulas grandes o segundo para particulas finas (Purafil, Sdo
Paulo, modelo TB e modelo JFL-90); e o ultimo para adsorver substancias quimicas.
No interior das camaras, os animais foram mantidos sob as mesmas condi¢des de

temperatura e umidade relativa do ar, (recebendo agua e racdo ad libitum).

Camara Filtrada Cémara n#o Filtrada

Ar poluido Ar poluido
i - | i
3 “*i Filtros P} —

- R S S — T S — .- ——— e

FONTE: VERAS et al., 2008).

Figura 2- Representacdo esquemadtica das cadmaras de exposicdo, mostrando os
filtros externos na camara filtrada e o sentido de circulacdo do ar em ambas as
camaras filtrada e ndo filtrada.

4.3 Caracterizagdao da Exposicao

4.3.1 Concentracdo ambiental

A concentragdo dos poluentes (MP, s = material particulado < 2,5um) dentro da
camaras foi determinada gravimetricamente, utilizando impactadores Harward (Air
Diagnostics, Harrison, ME) sob uma taxa de fluxo de 10 L.m* equipados com filtros

de policarbonato; os resultados sendo expressos em pg/m>. Ainda utilizando os



46

mesmos filtros, andlises elementares (Na, Al, Si, P, S, K, Ca, Ti, V, Fe, Ni, Cu, Zn and
Pb) foram realizadas com auxilio de um espectrofotémetro de fluorescéncia de raio

X (Shimadzu EDX 700)°.

4.3.2 Dose de exposi¢cao dos animais

A exposicao dos animais foi estimada com base na dose média didria de
exposicao ao PM,s, ja a dose de exposicdo durante o periodo gestacional foi
calculada multiplicando-se o volume total de ar inalado durante o periodo
gestacional (18 dias) pela concentracdo média diaria de PM2.5 no periodo, como

mostrado na férmula a seguir:

DOSE DE EXPOSIGAO=C * T* Txl

onde C é a concentracdo do poluente, T é o tempo de exposicdo e Txl é a

taxa de ventilagao
O volume de ar inalado por um camundongo em 1 hora foi considerado
0,0022 m3; desta forma, o volume de ar inalado em 18 dias = 0,0022 m3/h * 18

(dias) * 24 horas =432 * 0,0022 m3=0,95 m3 de ar.

Assim, por exemplo, hd uma concentracdo média de 10 ug/m3 a dose de

exposicdo acumulada seria de 0,95 2 * 10 ug/m2 = 9,5 ug.

4.4 Obtengao e amostragem dos coragoes

Apds o periodo de exposicao, as fémeas foram pesadas e eutanasiadas por

superdosagem de anestésico inalatério Isoflurane® (AVMA, 2000).

> http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/espectrometros/raios-x/eds/edx.aspx
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Em seguida, apds incisao na longitudinal mediana, tiveram a pele do térax
rebatida lateralmente para a realizagdao de uma toracotomia mediana com posterior
seccdo das costelas, a fim de facilitar a exposicdo do coracdo e a sua remog¢ao com
os vasos da base. O coragao foi entdo imerso em solucdo salina e, apds levemente
enxugado e pesado, foi fixado por imersao em solugdo de parafolmaldeido 4% em
PBS por 24 horas. Retirado do fixador, foi entdo transferido para o alcool 70%, até o
momento da andlise.

Finalizada a coleta dos espécimes, as carcacas dos animais foram
descartadas, seguindo as normas de descarte para residuos bioldgicos nado
contaminados da FMUSP, quando foram acondicionadas em sacos de lixo biolégico,

identificadas e destinadas a incineracao.

4.5 Mapeamento topografico da inervagao do plexo cardiaco

Este procedimento foi realizado para facilitar o entendimento e
reconhecimento das estruturas constituintes do plexo cardiaco. Desta forma, foram
utilizados 6 fémeas, com idade aproximada de 120 dias, provenientes de descarte
do Biotério da FMUSP.

Apds a eutandsia (3 animais), procedeu-se a laparotomia mediana para a
remocao das algas intestinais, permitindo-se a visualiza¢ao da a. aorta e da v. cava
inferior.

Os vasos foram entdo canulados com canulas plasticas adaptadas em
seringas plasticas contendo latex "Neoprene" 450 (Du Pont do Brasil S/A - Industrias
Quimicas) diluido em agua a 2:1 e corado com pigmento especifico (azul para veia e
vermelho para artéria). A injecao foi realizada lenta e progressivamente, até o
completo preenchimento dos sistemas arterial e venoso, quando entdo os vasos
foram clampeados. Apds toracotomia mediana, os animais foram imersos em
solugao de formol a 10% por um tempo minimo de 72 horas. Identificado o coragao
com os vasos da base, procedeu-se a uma minuciosa dissec¢ao desses vasos, a fim

de evidenciar seus trajetos, até onde fosse possivel acompanha-los
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macroscopicamente. Tal procedimento permitiu visualizar a regido atrial proxima
aos vasos da base, onde se localiza o plexo cardiaco.

Nos trés animais restantes, realizou-se a evidenciacdo do plexo cardiaco a
olho nu utilizando-se a reacdo da AChE®. Desta forma, apds a eutandsia e
toracotomia mediana seguida de sec¢do lateral das costelas, adentrou-se a
cavidade toracica com o intuito de se realizar ligaduras dos vasos da base. A seguir,
com os coragdes ainda na caixa tordcica, procedeu-se a uma sec¢ao do dapice
cardiaco quando, entdo, foi injetada em cada um dos ventriculos e com pressao
moderada, quantidade suficiente de solucdo salina tamponada7, para lavagem das 4
camaras cardiacas. Apds a lavagem, via ventriculos direito e esquerdo e respectivos
Ostios atrioventriculares, era injetada nos atrios direito e esquerdo, uma solugdo de
gelatina incolor a 10%, a fim de insuflar o atrio. Em seguida, retirou-se em bloco
Unico o coragdo, vasos da base, pulmdes e traquéia, que foram imersos em
paraformol 10% com tamp3o fosfato® (0,1 M; pH 7,4) por um periodo de 2 horas a
4°C. Findo esse periodo, promoveu-se a lavagem dos atrios a partir dos ventriculos,
com soluc¢do salina com hialuronidase® (0,5mg/100ml) e iso-OMPA (tetra-isopropil
pirofosfaramida)™® 0,05 nM para inibir as colinesterases inespecificas (ou pseudo
AChE), por um periodo de 2hs. A seguir, os blocos foram incubados por 24hs
conforme protocolo de Saburkina et al. (2010). Findo o processo de incubacdo, o
coragdao com os vasos da base foram cuidadosamente dissecados sob lupa cirurgica,
com o auxilio de pingas e tesoura oftalmoldgicas, exibindo-se os vasos da base,
ramos do nervo vago e a cadeia simpdtica. Os delgados ramos nervosos situados na

superficie da parede atrial foram evidenciados com a introducdo, via ventricular, de

6 Sigma-Aldrich

’ pBS (SOLUCAO SALINA TAMPONADA)- Cloreto de sédio = 9 g; Tamp3o Fosfato 0,1M (pH 7,2 a 7,4)
100 ml; Agua destilada completar para 1000 ml.

® TAMPAO FOSFATO DE SODIO 0,1M em pH=7,4.

Solucéo A: solugdo 0,2M de fosfato de sédio monobdsico, (NaH2P0O4H20; PM = 138,01): 27,6 g/1000
ml de 4gua destilada. Solucdo B: solugdo 0,2M de fosfato de sddio bibasico, (Na2HPO4; PM =
141,98): 28,4 g/1000 ml de dgua destilada. Misturando-se os volumes indicados solugdo A 19,0ml e
solucdo B 81,0 ml e completando-se para 200 ml com 4gua destilada pode-se fazer tampao fosfato
0,1M com pH=7,4

®2000 UTR Aspen.

'% Sigma-Aldrich.
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um sistema de fibra éptica. A documentacdo fotografica foi realizada com lupa

estereoscopica acoplada a um sistema de imagem”.

4.6 Avaliagdo estereoldgica e morfométrica do coracao e do plexo cardiaco

4.6.1 Amostragem

Depois de retirados, os coracdes dos animais de todos os grupos foram
pesados e incluidos rotineiramente em parafina, a fim de serem submetidos a
cortes seriados com espessura de 5um, transversais ao longo eixo do 6rgao, que
foram realizados no sentido da base para o apice cardiaco (Fig. 3). Desta forma,
foram feitos tantos cortes quanto necessarios a fim de se esgotar completamente a
regido dos atrios, cujo numero variou, de acordo com o volume atrial de cada
espécime (cerca de 200 a 600 cortes). O coracdao foi amostrado de forma
sistematica e uniforme, e um em cada 10 cortes (ou seja, uma distancia de 50 um)
foi coletado em laminas. Neste protocolo de amostragem o primeiro corte
selecionado ocorreu no intervalo entre a 12 e o 102 corte, sendo determinado
aleatoriamente. Por exemplo se o numero 1 foi sorteado, os cortes 1, 11, 21, 31, 41,
51, etc, foram coletados, se o numero 3 foi sorteado os cortes 3, 13, 23, 33, etc ..
foram coletados. Para o estudo imunoshistoquimico e para a analise das fibras do
sistema colageno e eldstico cortes aleatdrios também foram amostrados e

coletados em laminas silanizadas.

" Carl Zeiss Microimagin — Stemi SV6-Alemanha.



50

N\

i

Figura 3 - (a) Representagdo esquemadtica da orientagdo do coragdo para inclusdo em parafina e
realizacdo dos cortes seriados; em (b) representacdo dos cortes selecionados para anadlise corados
com técnica de Giemsa.

4.7 Colorag6es empregadas

Para se estimar o numero de ganglios presentes no plexo cardiaco bem como o
volume dos atrios e ganglios, os cortes, etc. foram montados em laminas contendo
3 cortes cada (ex.: 1, 11, 21) e corados pelo método nao-histoquimico de Giemsa
descrito por Barbosa (1978), uma vez que, como relatado por Erhart (1974),
Cormack (1995), Natali e Miranda-Neto (1996) e Sant’Ana et al. (1997), com essa
técnica é possivel distinguir no interior dos ganglios, neurénios com maior ou
menor intensidade basofilica. Estes mesmos cortes foram utilizados para
estimarmos o numero de neurdnios e suas dimensdes.

Inicialmente, os cortes foram desparafinados em xilol, submetidos a uma
série decrescente de alcodis (de 1002 a 709), lavados com agua destilada e
colocados por 2 minutos em solugdo tampao Sorensen (pH 6,9)*2. Em seguida,
foram imersos na solugdo corante de Gi com tampao Sorensen por um periodo de 5
minutos e, apds, colocados em uma solucdo de molibdato de amonio a 5% por 1

minuto, a fim de melhor fixar o corante, impedindo sua retirada quando do

> TAMPAO SORENSEN pH 6,9

Solucdo A: solugdo 0,06M de KH,PO, 0,816 g/ 100ml de agua
Solucdo B: solugdo 0,06M de Na,HPO,. 12H,0  1,074g/50ml de agua.
Para 100 ml de tampao, misturar 70 ml da solugdo A e 30 ml da Solugdo B.
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processo de desidratacdo, que foi realizado em série crescente de alcoodis (do 702 ao
absoluto) durante 1 minuto em cada fase. Apds diafanizados em xilol por 3 vezes
durante trés minutos, os cortes foram montados entre lamina e laminula com
resina Entellan®? (Figura 4).

Para as coloragdes que passardo a ser descritas, foram utilizados os cortes
dos intervalos entre aqueles utilizados no método de Giemsa, isto é, de 2 a 10; de
12 a 20; de 22 a 30, etc., que foram montados, alternadamente, em grupos de 3 em
cada lamina (Ex.: 2,6, 10; 3,7, 12; 4, 8, 13; 5, 9, 14, etc.).

O método histoquimico utilizado para evidenciar os componentes neuronais
do plexo cardiaco foi o da reacdo da B-nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH),
descrito como segue. Uma lamina de cada intervalo (ou seja, de 1 a 11; de 21 a 31;
de 41 a 51, etc.) foi escolhida de forma aleatéria (ex.: lamina com os cortes 2, 6 e
10). Essa laminas foram desparafinada em xilol e hidratadas em série decrescente
de dlcoois (de 1002 a 709), imersas por 30 minutos em solucdo permeabilizante
(Krebs contendo Triton X-1005 a 0,3%), submetidas a 3 lavagens em solucdo de
Krebs durante 10 minutos e, em seguida, mantidas por um periodo de 48 horas, no
seguinte meio de incubagdo: 25 ml de solucdo estoque de NBT* (soluco estoque
na concentragdo de 0.5 mg/ml), 25 ml de tamp3ao fosfato de sédio™ ph 7,3 (0,1M),
50 ml de dgua destilada e 0,05 g de B-NADH-d” (Gabella, 1969). Finalizado o periodo
de incubacdo as laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas como
previamente descrito.

Selecionadas de acordo com o descrito para o método da NADH, laminas
foram submetidas as coloragdes rotineiras da Resorcina-fucsina (Weigert, 1898)
para a evidenciagao das fibras do sistema elastico, e do Picrosirius analisado sob

luz polarizada (Junqueira et al., 1979), para a tipificacao das fibras colagenas.

B Merck, Darmstadt, Alemanha.
" Sigma-Aldrich.
' Sinth®BRA.
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4.8 Estimativa de volumes

4.8.1 Volume total do coragao e dos atrios (VAT)

O volume total dos corag¢des (Vcor, cm?3) foi obtido dividindo-se o peso (g)
pela densidade especifica do tecido, neste caso considerada 1,06 g/cm? (Briel e
Nyengaard, 2002).

J4 o volume dos 4atrios foi obtido utilizando-se o Principio de Cavalieri
(Gundersen e Jansen, 1987; Howard e Reed, 2005). Para que o corte pudesse se
visto ao microscopio em sua totalidade uma objetiva de pequeno aumento (2,5 x)
foi utilizada para se obter as fotomicrografias. Com o auxiliom do software Image)
um sistema teste de pontos (area associada ao ponto= 0,1 mm?2) foi sobreposto as
imagens e os pontos incidentes sobre os atrios foram contados diferencialmente
para o direito (ptAD) e esquerdo (ptAE) (Fig.4). E aplicando-se as equacgodes [1,2] a
seguir os volume total dos atrios e do atrio esquerdo e direito puderam ser
estimados:

[1] VAD=T x a(p) X 2Ptsap
[2] VAE=T x a(p) X 2ZPtsae

onde T é a distancia entre os cortes (nUmero de cortes multiplicado pela
espessura dos cortes = 50 um); a(p) = a area associada ao ponto, e ZPtsap e ZPtsue =
somatdria de pontos incidentes no atrio direito e esquerdo, respectivamente.

O VAT foi entdo obtido, somando-se Vap € Vag.
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Figura 4 - Exemplo da aplicagdo do sistema teste de pontos (ferramente GRID) e contagem do
nimero de pontos (ferramenta CELL COUNTER) utilizando o programa de analise de imanges Image J
para avaliagdo dos volumes das regides atriais.

Fotografados com objetiva de 40x sob lupa estereoscdpica com uma camera
acopladals, objetivando a captura das imagens, que apds serem transmitidas para
um computador munido de programa especifico'’, permitiu fotografar os ganglios
cardiacos. A estimativa do numero de neuronios foi realizada em todos os grupos
(F-F, F-NF, NF-F, NF-NF) corados pelos métodos de NADH. O Image J*® foi utilizado
para avaliar a drea do contorno dos ganglios, dos corpos neuronais, e quantidade de

corpos neuronais no interior dos ganglios.

' Carl Zeiss Microimaging, Axioshop 40, Germany
Y Carl Zeiss Microimaging, Axionvision, Rel. 4.6, Germany
'® http://rsbweb.nih.gov/ii/




54

4.8.2 Volume Total de ganglios (VTg)

O VT também foi obtido utilizando-se o método de Cavalieri. Para tanto,
todos os cortes corados pelos métodos de Giemsa e NADH que apresentavam
ganglios foram observados com objetiva 20x e fotografados. Optou-se por calcular
essa variante nos cortes com diferentes coloracdes, a fim de se comparar a
acuidade dos métodos empregados para a evidenciacdo de neurdnios. Novamente,
um sistema-teste de pontos com area associada ao ponto[ai)] de 300um  foi
sobreposto as imagens, e os pontos incidentes sobre todos os ganglios que
apareciam no corte foram contados. O VTg foi entdo obtido aplicando-se a formula
a seguir [3]

[3]VTs=T x a(p) x ZPtsg

onde T é a distancia entre os cortes (niumero de cortes multiplicado pela espessura
dos cortes = 50 um); a(p) = a area associada ao ponto , e XPtsg = somatdria de

pontos incidentes sobre os ganglios.

4.8.3 Numero Total de Ganglios (NTg)

O NT; foi estimado diretamente, avaliando-se com objetiva de 20x, todos os
cortes corados pelo método de Giemsa. Quando visivel, o ganglio era seguido
sistematicamente através dos cortes, e sua localizagdo anotada. Este procedimento
foi necessario para que o mesmo ganglio ndo fosse contado duas vezes, ja que
existia uma grande variabilidade no seu tamanho, para o mesmo animal. Na figura

5 pode-se observar uma representacao esquematica do método aplicado.
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Figura 5 — Esquema ilustrativo para localizagdo dos ganglios cardiacos no atrio de camundongos. Os
nuimeros representam a quantidade de nucleos encontrados em cada corte seriado. O esquema
representa a contagem de 5 (cinco) ganglios.

4.8.4 Volume Médio dos Ganglios (VMg) do plexo cardiaco

O VMg foi obtido indiretamente, dividindo-se Vg por NTg [4]:

[4] VMg= Vg, NTg

4.8.5 Volume Médio dos Neuronios (VMy) ganglionares

O VM foi estimado nos cortes corados pelos métodos de Giemsa e NADH,
com o mesmo principio estabelecido no item 3.8.1. Foram avaliados apenas os
neurdnios positivamente marcados; neurOnios que ndo possuiam os limites de
corpo neuronal, ntcleo ou nucléolo bem definidos, foram desconsiderados.

O volume médio dos neurdnios foi obtido pelo volume médio ponderado
que é um método de se obter estimativas de volume de uma particula e estd
baseada na medida de segmentos de interceptos sobre o perfil da particula em

cortes histoldgicos. A fundamentacdo tedrica do método estd descrita em Mayhew
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(1989) e Gundersen (1986). Este é método eficiente de se medir o volume médio

ponderado de uma particula e é realizado em duas etapas (Howard e Reed, 2005):

1) amostragem das particulas a serem medidas: realizada aplicando-se um
sistema-teste de pontos, avaliando-se os neurdnios sobre os quais um ou
mais pontos incidem;

2) estimativa do volume de cada particula: realizada medindo-se o
comprimento de uma linha isotrdpica que atravessa o ponto de
amostragem que encontra-se no interior do transecto da particula
visualizado no corte.

Assim, ao se realizar uma série de medidas, pode-se obter o volume

ponderado, aplicando-se a seguinte formula [5]:

(5) Vmn = [1t/(3*n)] * 3

onde n é o numero de medidas realizadas para uma mesma particula (no caso um
neurénio) e 31 a somatéria dos comprimentos medidos elevados a terceira

potencia.

4.8.6 Numero Total de Neuronios (Nneu)

O Nyey também foi obtido indiretamente dividindo-se o Vg por Vyonn,

segundo a férmula a seguir [6]:

[6] Nneu= VTs / VponN
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4.8.7 Area Seccional, Perimetro e Didmetro de Feret dos Neurdnios do

plexo cardiaco

A drea seccional, bem como o perimetro e diametros de Feret, foram
avaliados de acordo com métodos morfométricos. Embora ndo se tratem de
técnicas estereolégicas puras estas medidas foram realizadas, por serem
empregadas pela maioria da literatura referente ao tema do presente trabalho
(Pardini et al., 1987).

Todas estas medidas foram realizadas em 50 neurdnios por animal, num total
de 250 neurdnios para cada grupo (FF, NF-NF, F-NF, NF-F) sob objetiva de 40x, com
o auxilio do software Imagel. Apds a calibracdo do software, o contorno do corpo
celular dos neurdnios era marcado manualmente e medido. O software Image), a
partir desta medida estima os demais parametros (Diametro maximo e minimo de
Feret e area seccional). O comprimento do neurénio foi verificado por meio do
didmetro de Feret maximo (FMax), e a largura, pelo didmetro de Feret minimo
(FMin) (Walton,1948). O diametro de Feret é igual a distancia entre duas tangentes
paralelas a uma dada direcdo, que enquadram a silhueta do objeto (corpo celular
do neurdnio) representado através de reconstru¢ao em 3D pelo programa Image)
(Figura 6). A razdo entre o eixo longo e curto foi usada para verificar a
esfericidade para o corpo da célula (Kiang et al.,1984% apud Berglund e Ryugo,

1987).

Figura 6 — Desenho esquematico para demonstragdo do didmetro de Feret maximo (FMax) e
odiametro de Feret minimo (FMin ), CC (corpo celular), N (nucleo do neurdnio).

19 Kiang, N.Y.-S., M.C. Liberman, J.S. Gage, C.C. Northrup, L.W. Dodds, and M.E. Oliver (1984) Afferent
innervation of the mammalian cochlea. In L. Bolis, R.D. Keynes, and S.H.P. Maddrell (eds):
Comparative Physiology of Sensory Systems. Cambridge: Cambridge University Press, pp. 143-161.
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4.9 Avaliagdo qualitativa das fibras dos sistemas coldgeno elastico nos ganglios

Os cortes corados pelo método de Picrosirius e Resorcina-Fucsina foram
avaliados com auxilio de um microscépio de luz comum e polarizagdo para se
verificar a organizacdo das fibras da matriz. Estes dois métodos permitem
evidenciar as fibras do sistema colageno e eldstico, respectivamente. Os cortes
corados pelo método de Picrosirius quando observados ao microscépio de
polarizacdo tém as fibras do sistema colagenas discriminadas de acordo com sua
birrefringéncia: as fibras grossas sdao muito birrefringentes, caracterizadas com as
cores amarela ou vermelha, assim classificam-se em coldgeno tipo I. Algumas fibras
sdo finas, e apresentam-se menos birrefringentes, assim constituem o colageno tipo
[l com coloragdo esverdeada. O colageno tipo Ill ndo forma fibras e mostra uma
fraca birrefringéncia de cor variavel (Junqueira et al., 1978; Zambrano et al., 1982%°

apud Veras, 2004).

4,10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se os softwares estatisticos SPSS
17. As médias (M), os desvios padrdes (DP) foram calculados para cada grupo, com
relacdo aos parametros avaliados.

Teste t pareado de Student foi utilizado para se realizar as comparag¢des dos
valores da concentragdo de PM; s entre as camaras.

Uma analise multivariada (two-way ANOVA) foi realizada para se avaliar os
efeitos da exposicdo gestacional e o pds natal sobre os desfechos estudados. Este
teste produz um termo de interacdo que identifica se o efeito de um fator
(exposicdo gestacional) é ou ndo influenciado pelo efeito de outro fator (exposicdo
pos natal). Hipdtese nula foi rejeitada ao nivel de probabilidade de P<0,05. O

método grafico de regressao linear multivariada permite investigar ndo apenas se

2 Zambrano NZ, Montes GS, Shigihara KM, Sanchez EM, Junqueira LC (1982) Collagen arrangement

in cartilages. Acta Anatomica 113, 26+38.
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os fatores tem efeito significativo sobre a varidvel em estudo, mas ainda, se ha
interagdo significativa entre eles. Por intermédio do grafico de interagdo (interacao
significa que, ao mover uma variavel do valor baixo para o alto, uma outra é afetada
indiretamente), pode-se a saber se as distribuicdes da estimativa marginal da média
(EMM) mantém um paralelismo entre si (auséncia de interagao) ou se isso ndo

ocorre (interacdo significativa) (Beiguelman, 1994).

4.11 Reconstrucdo tridimensional do coragdo e dos ganglios cardiacos

Apds observacbes das estruturas macroscépicas do coracdo e andlise
estereoldgicas, utilizou-se uma ferramenta de modelagem para reconstru¢ao do
plexo cardiaco com possibilidades de variacdo de parametros anatémicos, a qual foi

composta de trés etapas:

1. A primeira foi a modelagem tridimensional da posicdo do coracdo em
relacdo a traqueia. A modelagem tridimensional do cora¢do do camundongo foi
composta pelos: atrios, ventriculos e vasos da base.

2. Na segunda, realizou-se a modelagem tridimensional da localizagao dos
ganglios que compdem o OS, envoltos por tecido adiposo epicardico.

3. Na terceira foi realizada a integracdo de todas as estruturas sob efeito de

animacdo, representando um atlas em 3D do Plexo Cardiaco

4.11.1 A Escolha do Software

Ao se optar pela escolha de trabalhar com modelagem em 3D foram
encontradas algumas restri¢des, como a versao para o sistema operacional em que
ele poderia ser utilizado (Linux, Windows, etc) e também o fator custo de aquisicao,
uma vez que, os principais softwares de modelagem 3D do mercado apresentam
custo elevado para sua licenga, o que inviabiliza a utilizacdo desse tipo de
ferramenta. Outro fator importante a ser considerado, é a qualidade final dos

modelos tridimensionais obtidos.
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Desta forma, optou-se pela utilizacdo do programa de reconstrucdo
tridimensional Blender, por ser um software para modelagem e animag¢des em 3D
gue possui cédigo aberto, e esta disponivel para download gratuitamente na pdagina

da organizagdo: http://www.blender.org. O Blender é uma suite de criagdo 3D

multiplataforma (Windows, Linux, Mac OSX, Solaris, Irix, etc), com diversos
recursos. Ele também permite a criacdo de cenas e objetos interativos (através do

chamado game engine).

4.11.2 Modelagem 3D

A seguir, sera descrita a metodologia utilizada no processo de modelagem
tridimensional das estruturas anatémicas do presente trabalho, assim como a
introducdo de alguns conceitos necessarios para o entendimento do funcionamento

da ferramenta e do processo de modelagem 3D.

4.11.3 A Interface de trabalho do Blender

A interface grafica do Blender é formada por barras de menus na parte
superior da tela, uma area de trabalho na regido central, e um painel inferior, o qual
é dividido em varias janelas compostas por diversas ferramentas com varias opc¢oes
de utilizagdo. Ao se abrir a plataforma Blender, a imagem padrao do programa é
composta por um cubo localizado na regido central da area de trabalho, uma

camera e uma fonte de alimentacgao.

4.11.4 Aquisi¢ao de Imagens

Varias técnicas de modelagem sdo disponiveis, porém, no presente trabalho
optou-se pela técnica denominada “Box modeling”, que consiste na deformacao de
uma primitiva 3D inicial, que nessa técnica é representada por um cubo. Para a
modelagem, sdo realizadas deformacgdes no cubo, que vao desde a subdivisdo dessa

estrutura inicial em um ndmero maior de pontos, vértices e faces, até a extrusdo e
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escalas das mesmas, que ao decorrer do processo de modelagem, vao dando forma
ao modelo.

O processo de modelagem com o Blender permite a utlizacdo de referéncias
visuais externas como desenhos em papel, ou fotos para referéncia na tela do
sofware. Assim, foi escolhida uma foto de referéncia e selecionadas as opgdes
“Background Image” no menu “View”. Apds importacdo da imagem na tela de
trabalho, o processo de modelagem prosseguiu em trés etapas.

A primeira etapa foi desenhar as vistas anterior e posterior do coracdo de
camundongo com os atrios, ventriculos e vasos da base.

Na segunda etapa foram utilizadas figuras de um atlas de camundongo da
parte toracica e da cabeca do animal com as exposicdes do coracdo, traqueia e
vasos da base, estendendo-se até a regido da cabeca.

Um dos processos mais utilizados durante o processo da modelagem foi a
extrusdo, um processo utilizado para alongamento da modelagem, que pode ser
baseado em pontos, faces ou arestas. Na maior parte dos casos, é assim que um
cubo se alonga em uma modelagem baseada no “Box modeling”. A medida que se
aplica extrusdes, sozinhas ou combinadas com operacdes de translagdo e/ou escala,
a primitiva inicial sofre deformacdo e vai, cada vez mais, se aproximando do
formato desejado pelo usudrio. Para se realizar um processo de extrusdo, basta
selecionar os vértices desejados com o mouse e pressionar a tecla “E”, que é uma
tecla de atalho referente ao processo de extrusdo. Nesse processo em especial, é
altamente recomendada a utilizacdo de uma das teclas de atalho que limitam a
influéncia da operacdo sobre o eixo desejado “X”, “Y” ou “Z”, de modo que a
extrusdo ndo realize deslocamentos em eixos ndo desejados. A figura 7 demonstra

a aplicagdo da aquisi¢ao de imagens com a utilizagdo da extrusao.



62

...... [=[5cE Seone 52 (224-224 | Mamcd 388 (1 30 Cytinger

Leh commen casotd antery
Subclavan anteey 4 Right comman carond arery
J e

ILatt cranial vena cava Innominale arlery

Rught cramial vena cava

Ao wrch

Azygous vein =, Right atriym

Laf guricle - 5 Right pulmonary artery (10p)
andvains  (bottom)
Left pudmanary snery (top)
nd vens: (botiom)

oy s y / o Caudal vans cave

Larft ventricte
Rightverrcle

[Bemmoe <] (@] (@ |<) BN [osa )@ [ EI-2] (@)
@ [

aumpevusry ik

uuuuuuu

e

i
Fow | oo ] e | o]
Assign_| Romeve Salect
T ——

Sel Smoolh | 5e1 5ed mvmmsug

O

ooy gy

[——

Figura 7 — Em (A) Modelo da primitiva inicial, sobre a imagem de referéncia utilizando a ferramenta
extrusdo; Em (B) Modelagem a ferramenta de extrusdo, esfera para iniciar modelagem ventricular, e
aplicacdo de textura sobre a veia cava superior esquerda, vista posterior.

Apds aplicagdes de extrusdes na imagem, a proxima etapa é a aplicacdo do
arredondamento das mesmas, bem como, a suavizacao das superficies sobre o
modelo. Assim, no decorrer da modelagem, aplicaram-se varios processos de
transformacao geomeétrica sobre a primitiva inicial e, em seguida, utilizou-se a
técnica de suavizacdo de superficies sobre o modelo. Desse modo, no final do
processo, obtém uma malha tridimensional, com representacdo equivalente a
imagem de referéncia utilizada. Todo esse processo foi desenvolvido em
colaboragdo com o laboratério de Bioinformatica do professor doutor Leandro

Garcia Guimaraes o qual desenvolveu a interface do programa.
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Dessa forma, para facilitar a utilizacdo do sistema, foram criados menus
através da ferramenta Blender Game Engine, que expdem as funcionalidades do
sistema para o usudrio. O menu esta composto de botdes que esbocam reacdes
como som, aumento de escala, sobras iluminadas, e aparecimento de legendas a
partir do momento em que o usuario movimenta o mouse sobre os mesmos. Essas
reacGes ajudam o usuario a entender quais sdo as acbes e funcionalidades

correspondentes aquele icone relativo a uma estrutura anatémica (Figura 8).
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Figura 8 — Em (A) Representacdo da interface do Programa plexo cardiaco 3D com
0s menus e em posicdo topografica no camundongo; Em (B) Representacdo da
interface do Programa Plexo Cardiaco com o coracdo e vasos da base e os menus,
do programa; Em (C) Vista ventral do coracdo com a presenca de tecido adiposo e
ganglios nos vasos da base; Em (D) Vista Dorsal do coracdo de camundongo com a
presenca de ganglios cardiacos imersos no tecido adiposo nas proximidades dos
grandes vasos da base; Em (E) Vista superior do atrio de camundongo com o tecido
adiposo removido indicando a disposicdo dos ganglios cardiacos; Em (F) Vista
latero-lateral evidenciando a disposicdo do plexo cardiaco no atrio, os ventriculos
foram removidos.
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5 RESULTADOS

5.1 Niveis de Poluicao

Durante o periodo de exposi¢do, quatro amostras semanais foram obtidas
para medir a concentragdo do PM,s nas camaras de exposi¢cdo. A concentragdo
média na cAmara recebendo ar ambiente (n3o filtrada) foi de 27,5 pug.cm™ (CV=44%)
e os valores foram similares a concentracdo medida no ambiente externo.
Entretanto, o valor médio (6,5 pg.cm™; (CV=49%) foi significativamente menor na
camara recebendo ar filtrado (p<0,001), o que representa uma reduc¢do de 71% na
concentragdo de PM,s. Os valores ambientais médios de NO,, CO e SO, foram 101
Hg.cm™ (CV=43%), 1,81 pg.cm™ (CV=50%) e 7,66% ppm (CV=64%), respectivamente.

A anilise elementar realizada em 102 PM,; filtros coletados no local da
exposicdo entre os meses de Agosto/2005 e Maio/2007, permitiu identificar a

composicdo deste material particulado (Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise descritiva da composi¢do elementar presente nas amostras de PM, s através da
Fluorescencia dispersiva de raio X. O carbono (C) foi utilizado como parametro para célculo
da composicdo elementar relativa dos demais elementos.

Elementos do PM; 5 Média (SD) em p.g.g1 n
Massa 0,47 (0,03) mg 97
Al 5054 (668) 101
Ca 3271 (541) 102
Cu 238,6 (340) 102
Fe 3182 (620) 102
K 2720 (395) 102
Na 5540 (246) 91
Ni 40,68 (5,97) 102
P 1415 (184) 102
Pb 97,96 (23,8) 102
S 9837 (1021) 102
Si 3545 (406) 102
Ti 188,1 (42,6) 102
v 64,78 (9,06) 102
Zn 757,8 (110) 102

C 98,0 (0,30%) 102
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5.2 Aspectos Morfolégicos e Inervacdao do cora¢ao de camundongos

A analise macroscdépica do coracdo de camundongos na posicao anatdémica
no interior da cavidade tordcica, na regido do mediastino médio, permitiu verificar
gue, como acontece nos mamiferos em geral, a maior parte do érgdo é formada
pelos ventriculos. Relativamente aos vasos da base, nos espécimes injetados com
Neoprene latex foi possivel verificar a presenca de trés veias cavas, sendo duas
craniais e uma caudal. As veias cavas craniais sdao denominadas de veia cava
cranial direita (VCCD) e veia cava cranial esquerda (VCCE), e a veia cava caudal

(VC) (Figuras 9 e 10).

Figura 9- Fotografia do tdérax de camundongo vista ventral com representagdo da inervagao
parassimpatica do coragdo proveniente do nervo vago. A seta vermelha representa a inervagao
simpatica proveniente da cadeia simpatica a partir do ganglio cervical médio. Os numeros se referem
a: 1) artéria carotida comum direita; 2) Nervo vago direito e esquerdo; 3) veia subclavia direita; 4)
auricula direita e auricula esquerda.
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Figura 10 - (A) Vista ventral do coragdo de camundongo injetado com Latex "Neoprene" 450, para
dissecacdo dos vasos da base. Os vasos em Vermelho evidenciam as artérias e, em azul as veias.
Vista ventral do coragdo (B) e vista dorsal do coragdo (C) de camundongo injetado com Latex
"Neoprene" 450. As fotografias realgam os vasos da base envoltos pela gordura epicardica
demonstrada pelas setas nas cores vermelhas. O circulo vermelho representa a localizagdo das
veias pulmonares. Nas fotografias verifica-se a artéria aorta (a.aorta), a veia cava cranial direita
(VCCD), veia cava cranial esquerda (VCCE), veia cava caudal (VC), seio coronariano (SC) e o atrio
direito (AD) e o atrio esquerdo (AE).
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Através das disseccdes verificou-se que a inervacao respeita o padrao dos
mamiferos, recebendo fibras simpdticas, e parassimpaticas provenientes do nervo
vago (Figura 09). Com a reacdo da AChE verificou-se que a cadeia simpdtica
descende a partir do ganglio cervical superior, lateralmente a a. carétida comum
(AC). O ganglio cervical superior foi observado no ponto de bifurcacdo da AC,
entre as aa. carodtidas interna (ACl) e externa (ACE), enquanto que o ganglio
cervical médio esta localizado no nivel de C2-C3. Ja o ganglio cervical inferior nao
foi observado, mas parece estar fundido com o primeiro ganglio tordcico para
formar o ganglio estrelado. A inervagdao se difunde pelo tecido adiposo
subepicardico onde se encontra o plexo cardiaco, distribuido na superficie dos
atrios entre os 6stios dos vasos da base (a. aorta, a. tronco pulmonar, vv. cavas

craniais direita e esquerda, v. cava caudal e vv. pulmonares) (figuras 11-12).

Esdfago

Traqueia ===

Aorta .':

-

A) vista lateral esquerda B) Desenho esquematico

Figura 11 - A) Fotografia da vista lateral-posterior esquerda do coragdo de camundongo, em relagdo
com a coluna vertebral, corado pela reagdo de AChE; a seta azul indica o componente simpatico da
inervacdo do coragdo proveniente da cadeia simpatica; a seta preta mostra a inervagdo proveniente
do nervo vago esquerdo passando abaixo do arco da aorta incluso no tecido adiposo (seta preta). B)
O desenho esquematico representa a disposicdo dos ganglios simpaticos cervical superior (GCS),
cervical médico (GCM) e ganglio estrelado (GE), o desenho esquematico é uma adaptac¢do do artigo
de TANAKA et al. (2007) para o Suncus murinu®’s.

2! Tanaka A, Tanaka S, Miyamoto K, Yi SQ, Nakatani T.Gross anatomical study of the sympathetic
cardiac nerves in the house musk shrew (Suncus murinus). Anat Rec (Hoboken).2007
May;290(5):468-76. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17393537
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C

Figura 12 — Fotografias de Mapeamento do plexo cardiaco de camundongo corado com a técnica de
acetilcolinesterase. A) Vista ventral do coragdo de camundongo, as setas azuis representam os atrios
direito (AD) e o esquerdo (AE) (5x lupa). B) foto ampliada do coracdo em A, seta preta indica o ramo
do nervo vago passando pelo tecido adiposo (seta verde (20x lupa)). C) - Fotografia do plexo
cardiaco em vista dorsal corado por AChE, veias pulmonares (VP), auricula esquerda (AE), veia cava
cranial direita (VCCD), veia cava caudal (VCC) e artéria aorta (a.aort) (10x lupa). Os ramos neurais
superficiais do plexo cardiaco sdo demonstrados por setas na superficie do atrio.

5.2.1 LocalizagOes topografica dos ganglios do plexo cardiaco

Nos cortes corados pelos métodos de Giemsa e NADH observou-se a
presenca de tecido adiposo unilocular (gordura branca) e multilocular (gordura
marrom), e que os ganglios do plexo cardiaco estdo imersos no tecido adiposo
unilocular. A parte ventral do plexo cardiaco se a frente do arco da aorta e ventral
a artéria tronco pulmonar direita, enquanto que a parte dorsal fica dorsal ao arco
da aorta, e ventral a bifurcacao da traquéia. A distribuicdo dos ganglios respeita
0s espacgos entre os vasos, mas também sdo encontrados ganglios na gordura
circunjacente a superficie atrial. Os ganglios e os neurbénios encontrados em seu
interior exibem diferentes tamanhos. Em todos os grupos, uma delgada cdpsula de

tecido conjuntivo foi verificada envolvendo o ganglio (Figuras 13 a 17).
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Figura 13 — Cortes transversais das regides atriais do cora¢do de camundongos do grupo da camara
de ar filtrado, corados pela técnica de Giemsa com aumento de 2,5x. Os cortes representa o
procedimento estereoldgico utilizado para contagem dos ganglios cardiacos a fim de evitar a
repeticdo de um mesmo ganglio, esse esquema também foi utilizado para mapeamento topografico
dos ganglios cardiacos entre os vasos da base.
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Figura 14 - Demonstragdo topografica dos cortes transversais de ganglios cardiaco de camundongo
do grupo limpo localizado no atrio na regido dos vasos da base corados com a técnica de Giemsa. A)
representa a contagem do primeiro ganglio identificado (1)disposto no espago entre os dstios da
artéria aorta (a.Aort), veia cava superior direita (VCSD) e a artéria tronco pulmonar (a.TP) em
aumento de 100x. B) Mesmo animal porem o nimero 4 representa o quarto ganglio localizado entre
artéria aorta (a. Aort) e a artéria tronco pulmonar (a.TP), aumento de 100x. O tecido adiposo
unilocular (U) e multilocular (M) é visivel.
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Figura 15 - Demonstragdo topografica dos cortes transversais de ganglios cardiacos de animal limpo
localizados no atrio dos vasos da base corados com NADH. A) Ganglio 1 disposto no espago entre a
bifurcagdo da artéria tronco pulmonar, aumento de 200x. D) Localizagdo do quarto ganglio situado
posterior ao atrio esquerdo (AE) aumento de 200x. Siglas: artéria tronco pulmonar (a.TP), atrio
esquerdo (AE) e atrio direito (AD).
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Figura 16 — Cortes de ganglios cardiacos de camundongos fémeas dos grupos F-F (A), F-NF (B), NF-F
(C), NF-NF (D), corados pela técnica de Giemsa. Notar o tecido adiposo unilocular (U) e capsula de
tecido conjuntivo (setas pretas). (Barra de calibragdo: 25um).
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Figura 17- Cortes de ganglios cardiacos de camundongos fémeas dos grupos F-F (A), F-NF (B), NF-F
(C), NF-NF (D), corados pela técnica de NADH. Notar o tecido adiposo unilocular (U) e capsula de

tecido conjuntivo (setas pretas). (Barra de calibragdo: 20um).
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5.3 Tecido conjuntivo associado ao plexo cardiaco

Algumas caracteristicas gerais do tecido conjuntivo foram evidenciadas pelos
métodos do Picrosirius para fibras coldgenas, e da Resorcina-fucsina para fibras
eldsticas.

Desta forma, de maneira geral, em todos os grupos estudados, os ganglios
do plexo cardiaco encontram-se envolvidos por uma cdpsula de tecido conjuntivo,
aparentemente mais espessa nos animais do grupo FF, de onde se destacam
delgadas laminas para o interior do ganglio, onde irdo envolver os neurdnios
individualmente ou em grupos. Tal disposicao pode ser aplicada, tanto para as
fibras colagenas, como para as fibras elasticas (Figura 18,19 e 20).

Nos cortes corados com Picrosirius e analisados sob luz polarizada, o
contorno dos ganglios, regido correspondente a cdpsula ganglionar apresentou uma
distribuicdao de fibras do tipo | (de colora¢gdo amarela, laranja ou vermelha) e do tipo
lll (na cor verde) de maneira indistinta, ndo permitindo inferir em qual grupo
ocorreu o predominio de algum tipo de fibra. Todavia, chama a atencdo o fato de as
fibras coldgenas do tipo | predominar no interior dos ganglios dos animais FF e, de
maneira totalmente oposta, serem encontradas no interior dos ganglios dos animais

NF-NF, somente fibras coldgenas do tipo Il (Figura 19 e 20).
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Figura 18 — Corte transversal de ganglio cardiaco dos grupos FF (A), F-NF (B), NF-F (C) e NF-NF (D).
Notar, a presenca de fibras eldsticas (setas) tanto na capsula como no interior dos ganglios,
envolvendo os neurdnios. (Resorcina-fucsina.. Barra de calibragdo: 20um).
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Figura 19 — Cortes transversais de ganglios cardiacos corados com Picrosirius, A- Visualizagdo sem luz
polarizada, onde se observa a presenca de fibras colagenas formando uma cdpsula delgada, no
interior do ganglio, envolvendo os neurbnios (setas). B- O mesmo ganglio, analisado sob luz
polarizada, com fibras coldgenas dos tipos I.(amarelo, laranja e vermelho) e lll (verde) distribuidas ao
redor e no interior do mesmo (setas). C- Ganglio de animal do grupo FF, onde é nitida a presenca de
fibras colagenas do tipo | na capsula ganglionar e no interior do ganglio, envolvendo os neurénios

(setas). (Barra de calibracdo: 50um).
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Figura 20 — Fotomicrografias de corte transversal de ganglio cardiaco (g) dos grupos FF (A); F-NF (B);
NF-F (C) e NF-NF (D). Em linhas gerais, todos os grupos exibem uma distribuicdo equitativa de fibras
colagenas dos tipos | e lll ao redor dos ganglios, bem como na constituicdo da cadpsula ganglionar. A
principal diferenca é notada no interior dos ganglios onde, em um extremo (grupo FF) predominam
as fibras do tipo | e no outro (grupo NF-NF) ha o nitido predominio das fibras do tipo Ill. (Picrosirius
sob luz polarizada. (Barra de calibragdo: 50um).



5.4 Aspectos Quantitativos

5.4.1 Peso corporal dos animais e peso do coragao
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As médias (* Desvio Padrao) do peso corporal, peso do corac¢do (g) e a relagao

entre peso corporal e peso do coracdo dos animais dos grupos estudados estdo

expressas na tabela 2.

Tabela 2 — Resultados da Média e Desvio padrdo (DP) do valor referente aos parametros peso
corporal (g), peso do coragdo (g) e a razdo entre ambos nos grupos F-F. F-NF, NF-F e

NF-NF.
Exposi¢do Exposigdo pods Desvio
Desfecho Média N p
Gestacional natal Padrdo
F F 25,010 1,128 5
NF 21,943 1,374 4
Peso (g) 0,03
NF F 23,036 2,224 5
NF 22,028 1,351 5
F F 0,103 0,007 5
NF 0,102 0,009 4
Peso do coracgéo (g) ns
F 0,102 0,014 5
NF 0,099 0,011 5
F F 0,0041 0,0004 5
Razdo Peso
NF 0,0047 0,0004 4
coracdo/Peso ns
NF F 0,0044 0,0003 5
Corporal
NF 0,0045 0,0003 5

F=filtrada; NF= nao filtrada; ns= ndo significativo

A andlise estatistica apresentada na Tabela 2 demonstra que existe diferenca

significativa para o parametro peso corporal entre os quatro grupos (p< 0,03).

Verifica-se que comparar as médias dos grupos F-NF e NF-NF com o grupo F-F

ocorre uma tendéncia na diminuicdo do peso corpdéreo dos animais expostos a

poluicdo no periodo pds-natal (p< 0,01) Além da variagao significativa do peso
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corporal, nota-se um efeito de interacdo estatisticamente significativo para os

animais que foram submetidos a exposicao pds-natal, pois ao retirar os animais de

um ambiente filtrado para um nao filtrado a média do peso corporal foi afetada.

Com a exposicdo gestacional o efeito foi o oposto, nada muda praticamente.

5.4.2 Volume total do coracao e dos atrios

Na tabela 3 estdo expressos os dados relativos ao volume do coragao,

volume do atrio direito (Vap), Volume do atrio esquerdo (Vae), Volume absoluto dos

atrios (Vat).

Tabela 3 — Resultados da Média e Desvio padrdo (DP) do valor referente aos pardmetros volume do
atrio direito (VAD), Volume do atrio esquerdo (VAE), Volume absoluto dos atrios (VAT)
e Volume total do coragdo (cm?3) e a razdo entre ambos nos grupos F-F. F-NF, NF-F e

NF-NF.
Exposicao Exposi¢do pos Desvio
Desfecho Média N p
Gestacional natal Padrdo
F F 0,098 0,006 5
Volume total do NF 0,096 0,009 4
ns
coracdo (cm?3) NF F 0,096 0,013 5
NF 0,093 0,011 5
F F 1,17 0,38 5
NF 1,18 0,32 4
Vap ns
NF F 1,22 0,82 5
NF 1,34 0,22 5
F F 0,53 0,20 5
NF 0,44 0,33 4
Vae ns
NF F 0,80 0,43 5
NF 0,94 0,51 5
F F 1,70 0,22 5
NF 1,62 0,52 4
Var ns
NF F 2,02 1,21 5
NF 2,27 0,60 5

F=filtrada; NF= nao filtrada; ns= ndo significativo
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A andlise permitiu verificar, em todos os grupos, que o volume do coracdo,
bem como dos atrios ndo sofre influencia da exposicdo a polui¢cdo do ar (Vcor =

p>0,822).

5.4.3 Volume ganglionar e nimero de ganglios no plexo cardiaco

Os resultados relativos a analise estereoldgica dos ganglios (niUmero total —
NTg, volume médio — VMg em um?3, e volume total — VTg em um?), e a Razdo Vol
ganglionar/Vol cardiaco) sdo observados na tabela 4.
Tabela 4 — Médias e desvios padrdes das varidveis estereoldgicas referentes ao volume total de

ganglios (VTg um?3), nimero total de ganglios (NTg), Volume médio de ganglios (VMg
(um3)) e a razdo entre volume ganglionar e volume cardiaco nos grupos F-F, F-NF, NF-F

e NF-N.
Exposicao Exposi¢do pos
Desfecho Média Desvio Padrdo N p
Gestacional natal
F F 12690000,0 5387412,4 5
NF 5647500,0 3555907,1 4
VTg (um3) 0,02
NF F 7290000,0 29324329 5
NF 8550000,0 2039586,4 5
F F 12,8 5,7 5
NF 13,8 1,5 4
NTg 0,01
NF F 20,0 6,2 5
NF 19,8 3,6 5
F F 1192024,5 707673,5 5
NF 478312,5 216773,1 4
VMg (um?3) 0,03
NF F 364471,8 79392,2 5
NF 431885,7 60658,4 5
F F 0,0013 0,0006 5
Razao
NF 0,0006 0,0004 4
VTe/Volume 0,02
NF F 0,0007 0,0002 5
Cardiaco
NF 0,0009 0,0003 5

F=filtrada; NF= n3o filtrada
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Para os diferentes parametros relacionados aos ganglios verificou-se
ocorréncias de diferengas estatisticas significativas entre os grupos (p<0,01).

Assim, o numero total de ganglios do plexo cardiaco do grupo N F-F foi maior
do que o observado para o grupo F-NF; do mesmo modo, ao se comparar 0s grupos
NF-NF e F-NF, notou-se um maior nimero de ganglios nos animais poluidos.
Quando se comparou o grupo F-F com os grupos F-NF e NF-F, notou-se que os
animais do grupo limpo exibiram volume total de ganglios maior (p<0,02); da
mesma forma, esses animais (F-F) apresentaram um volume médio de ganglios
maior do que aquele verificado para os grupos NF-F e NF-NF (p<0,03). Ao se analisar
os graficos de interacdo da EMM em relacdo a Expg € a Expy verificou-se que existe
interagado significativa entre as varidveis conforme observado nas figuras 21, 22, 23,

24,

Nuamero Total de Ganglios

exposi¢do posnatal

--F
—NF

20,000

18,000

16,000

14,0007

Estimativa marginal da Média

12,000

T T
filtrado Néo filtrado

Exposicdo gestacional

Figura 21 — Grafico da estimativa da média marginal do numero total de ganglios referente a
interacdo entre exposicdo pods-natal e exposicdo gestacional nos grupos F-F, F-NF, NF-F e NF-NF.
Observa-se a relagdo das variaveis da Exposicdo gestacional e exposi¢cdo pds-gestacional.
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Figura 22 - Grafico da estimativa da média marginal da relagdo do volume médio de ganglios
referente a interagdo entre a exposi¢cdo gestacional e a pds-gestancional, nos grupos filtrado e ndo
filtrado.
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Figura 23 - Grafico da estimativa da média marginal da relagdo do volume total de ganglios referente
a interagdo entre a exposicao gestacional e pds-gestacional, nos grupos filtrado e nao filtrado.
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Razao Volume Ganglionar/Volume Cardiaco
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Figura 24 - Grafico da estimativa da média marginal da razdo do volume dos ganglios e o volume do
coracdo, referente a interagdo entre a exposicdo gestacional e pds-gestacional, nos grupos nos
grupos filtrado e ndo filtrado.

Na tabela 5 estdo expressos os resultados relativos a andlise estereoldgica dos

neuronios constituintes dos ganglios do plexo cardiaco.

Tabela 5 - Médias e s padrGes das variaveis estereoldgicas para o Nimero Total de Neuronios (Nyey)
e Volume Médio dos Neurdnios (VMy) um3 do plexo cardiaco reativos a Giemsa e para o
Volume médio dos neurérios reativos a NADH (VMy naph + (Uum?3)).

Grupos NNEU Giemsa V'VIN Giemsa (um?.) VMN NADH + (umB)
F-F 4611,32+ 2179,15 2800,39+ 464,85 2239,48 + 126,50
F-NF 2923,89+ 561,97 2085,40+ 762,33 2487,07 £ 290,95
NF-F 3467,41+ 867,51 2072,04+ 389,97 2793,86 + 647,40
NF-NF 4555,17+ 1349,39 1906,94+ 182,30 2376,07 £471,15

Com relacdo ao numero total de neurdnios do plexo cardiaco marcados com
Giemsa, nao verificamos diferencas significativas entre os grupos (p>0,01), o mesmo

ndo pode se aplicar para as reacdes com NADH, pois a metodologia aplicada nao
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possibilitou a contagem de neurbnios totais reativos a NADH. Todavia, ao se
comparar as reagdes entre si, notou-se que o VMy de neurdnios evidenciados pelo
método de Giemsa foi estatisticamente significativo (p>0,01) ao detectado pelo
método da NADH, em todos os grupos avaliados, verificar grafico de Box plot figura
25.

O volume neuronal (VMy) do grupo F-F apresentou-se maior do que aqueles
observado para os demais grupos (F-NF, NF-F, NF-NF), esse fator foi significativo
quando analisamos o grafico de interagdo das varidveis Exps e Expy (p<0,33).
Verificou-se com a representagao grafica na figura 26 que a exposicao gestacional

exerce influencia no desenvolvimento do VMy de neuronios corados com Giemsa.

3500 0000

:
:

Z500,0000-]

2000, 00001

1:500,0000-]

volume médio neuronio GIEMSA (um?)

V000, 0000 -]

T T T T
Group F-F Group F-HF Group NFF Group NF-NF

Grupo

Figura 25 - Grafico Boxplot referente as médias de anadlises estereoldgicas do volume médio dos
neurdnios cardiacos corados com Giemsa.



86

Estimativa da Média Marginal para o volume médio do neurdnio corado com GIEMSA

Exposigao pos-natal

__F
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30000000+
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2600 0000 ™
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Eslimativa da Média Marginal
Py
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Figura 26 - Grafico da estimativa marginal da média em relagdo ao volume médio dos neurdnios
corados com Giemsa. Verifica-se que a interagdo significativa entre as variaveis foi de p<0,05, a
maior interagdo significativa ocorre na exposi¢do gestacional.

5.5 Morfometria

Na analise comparativa da area seccional verificou-se que os grupos F-F, F-
NF, NF-F e NF-NF ndo apresentam diferencas estatisticas significativa entre si
(P>0,08). Entretanto, os resultados para as variaveis morfométricas do perimetro
diferem significativamente (P<0,01) quando se compara o grupo F-F com os demais
grupos (F-NF, NF-F, NF-NF), ou seja, esse parametro é maior nos animais filtrados
(Tabela 6). Verifica-se que ocorre interagdo significativa no geral com p< 0,01. Ao
analisarmos as varidveis ExpG (p<0,036) e ExpN (p<0,023) ocorre interacdo
significativa em ambos os casos. Com relagao ao diametro (comprimento — Fmax - e
largura — FMin - do neurdOnio), observou-se um efeito grupo (p<0,05), em que o
didmetro do soma dos neur6nios do grupo exposto na camara de ar poluida é
significativamente mentor do que na camara filtrada (Tabela 6). Verificamos
também que a fase pds-natal exerce influencia no diametro do soma neuronal
(p<0,016). O diametro dos neurdnios corados com NADH-d ndo apresentam

diferencas estatisticamente significativas (p>0,2).
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Tabela 6 - Médias e desvios padrdes relacionado as analises morfoldgicas da Area Seccional (um?) e
Perimetro (um) do neurdnio para os grupos F-F, F-NF, NF-F e NF-NF.

Grupos Area Seccional
(um?)x DP

F-F 146,3082 + 29,7013

F-NF 118,6213 + 34,8607

NF-F 117,56 + 16,32

NF-NF 108,02 £ 6,27

Perimetro (um)t SD

46,95 +4,33
40,06 + 4,93
40,43 + 2,52

39,22 1,27

FMax
15,80+0,84

14,20+1,64

14,50+1,05

13,80+0,45

Diametro

FMin
10,80+0,84

9,60+1,14

10,00+0,89

9,40+0,55
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6 DISCUSSAO

Peso Corporal (g) e peso do coragdo (g) dos animais

As consequéncias de uma exposicdo gestacional a poluicdo atmosférica
urbana sobre o desenvolvimento fetal ainda é assunto desconhecido. Estudos
epidemioldgicos e experimentais em relacdo a essa tematica revelaram, entre as
diversas alteracGes que ocorrem na fase pds-natal, o baixo peso ao nascer (Wang et
al., 1997; Dejmek et al.,1999, Darrow et al., 2011)

Akinaga et al. (2009), cujas avaliacGes relativas ao peso corporal em
camundongos expostos a poluicdo do ar, verificaram que entre os grupos controle e
expostos ndao houve diferenca significativa, observaram que, para o peso dos
coragGes, ndao ocorreram diferencas entre os grupos. Esses dados foram
parcialmente confirmados por Lushnikova et al. (1999) pois, ao analisarem ratos
expostos a varios niveis de poluentes, verificaram semelhancas de peso no peso do
coragao e também no corpo dos animais normais e expostos.

Os dados da presente pesquisa confirmam aqueles dos autores acima
citados, no que se refere ao peso do coragdo, uma vez que a exposi¢cdo a poluicao
do ar antes e durante a gestacdo, ndo teve efeitos sobre o peso do coracdo em
todos os grupos (filtrados e nao filtrados). Todavia, relativamente ao peso corpéreo,
foi aqui demonstrado que o peso médio corporal apresentou-se significativamente
menor nos animais que cresceram em ambiente poluido, cujos pais (G2) também
haviam respirado ar carregado de particulas durante toda a vida. Tais divergéncias
podem estar relacionadas com as metodologias empregadas, uma vez que esses
autores utilizaram apenas a primeira geragdo (G1) de camundongos.

Veras et al. (2008) ao estudarem em camundongos da segunda geracdo, a
associacao da poluicao do ar com o peso ao nascer, descreveram que a polui¢do
durante a fase gestacional pode interferir no ganho de peso do feto ao longo do seu
desenvolvimento. Embora, ndo se tenha avaliado na presente pesquisa, o peso dos

animais de G3 ao nascimento, pode-se inferir que, mesmo que seus ancestrais de
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G2 tenham sido mantidos em um ambiente filtrado, o peso corporal de seus
descendentes ndo se recupera, permanecendo na fase adulta, o que foi aqui

confirmado.

Morfometria dos gédnglios e neurénios cardiacos

Os efeitos da exposicdo a poluicdo do ar aguda e crénica sobre o sistema
cardiovascular sdao conhecidos, podendo manifestar-se por Angina pectoris
(Hosseinpoor et al., 2005), arritmia cardiaca (Santos et al., 2008; Tsai et al., 2009;
Link e Dockery, 2010), diminuicdo da variabilidade da freqiéncia cardiaca (Tsuji et
al., 1996; Hampel et al.,, 2011), infarto do miocardio (Wellenius et al., 2002),
aceleracdo no processo de aterosclerose (Kiinzli et al.,2010) e acidentes vasculares
cerebrais (Gregory et al., 2012).

Como se admite que o plexo cardiaco participe ativamente da regulacdo da
funcdo cardiaca, mantendo um circuito reflexo neural (Cheng et al.,, 1997;
Batulevicius et al., 2003), ndo se pode deixar de correlacionar tais disfungdes, com
as possiveis alteracdes que diferentes fatores extinsecos possam vir a produzir em
seus componentes estruturais.

Os resultados demonstraram que a manipulacdo na fase pds-natal realizada
diariamente, durante os 120 dias de vida, induziu a reducao do diametro do soma
neuronal nos grupos expostos na camara nao filtrada. A avaliagao dos diametros
maximo e minimo de Feret do soma dos neurdnios nos diferentes grupos foi
utilizada a fim de se verificar a ocorréncia de um aumento compensatério nos
corpos neuronais, o que pode resultar em um aumento na excitabilidade cardiaca.
Assim, os dados demonstraram que o soma dos neurénios do grupo exposto, foi
significativamente menor do que os do grupo ndo exposto a poluicdo. Tal achado
permite admitir uma influencia na condugdo do potencial elétrico dos neurénios
cardiacos, uma vez que eles também exibiram diminuicdo quanto ao diametro, que,
quanto maior, mais rapido atua na conduc¢do do impulso nervoso. De acordo com a
classificacdo de Sommer et al. (1985) os neurdnios dos grupos expostos (F-NF e NF-

NF) exibiram, em média, um diametro menor que 20um, tendo sido classificados
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como do tipo C, com fibras amielinicas que normalmente conduzem velocidades de
2m/s ou menos. Sua acdo é diferente daqueles neurénios com fibras mielinicas, cuja
velocidade de conduc¢do pode atingir até 50m/s. Como segundo Linden (1973) os
neurdnios do tipo C sdo encontrados na regido atrial e, de acordo com Coleridge e
Coleridge (1977), alguns deles localizam-se na regido da aorta e veia pulmonar,
pode-se admitir que o predominio de neurénios do tipo C nos animais expostos a
poluicdo do ar representa um fator que efetivamente influencia no controle
cardiaco, podendo causar arritmias, conforme previamente descrito em alguns

trabalhos.

Estereologia
Numero de Ganglios Cardiacos

A situacdo dos ganglios do plexo cardiaco de camundongos no tecido
adiposo subepicardico respeita o descrito para outros mamiferos, como o rato, o
porco, o cdo a ovelha e o homem (Davies et al., 1952; King e Coakley, 1958; Yuan et
al., 1994; Armour et al., 1997, Hopkins, 2000; Batulevicius et al., 2003, Saburkina,
2010; Rysevaite et al., 2011). Na presente pesquisa foi possivel detectar dois tipos
de tecido adiposo na regido subepicdrdica, sendo o unilocular amplamente
difundido e o multilocular, formando grupamentos isolados. Desta forma, verificou-
se que, pelo menos em camundongos, os ganglios do plexo cardiaco eram
encontrados sempre imersos na gordura unilocular. A localizacdo dos ganglios do
plexo cardiaco dos camundongos do presente estudo em regides especificas do
atrio relacionadas aos vasos da base estdo de acordo com as observacbes de
autores como De Sousa et al. (1996) no rato; Pauza et al. (2000) no homem;
Maifrino et al. (2006) no camundongo.

Quando se avalia, na literatura, a disposicao dos ganglios do plexo cardiaco,
observa-se que uma série de trabalhos faz referéncia a sua distribuicdo sem,
contudo, realizarem mensura¢ées morfométricas (Pardini et al., 1987; Wallis et al.,
1996; Singh et al., 1996; De Souza et al., 1996; Batulevicus et al.,2003; Maifrino et
al.,2006; Gama et al.,2010).
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Dentre aqueles que se preocuparam em estimar o seu numero, observa-se
uma ampla variabilidade, dependendo da espécie estudada. Assim, pode-se citar as
pesquisas de King e Coakley et al. (1958), que determinaram uma média de 10
ganglios em diferentes mamiferos; Yuan et al. (1994) que determinaram uma média
de 20 ganglios para o cdo; Kuder (2003) e Rysevaite et al. (2011) que encontraram,
respectivamente, 19 + 3 ganglios para ratos jovens. Uma grande diversidade de
numero de ganglios no plexo cardiaco é relatada para os humanos, onde Armour et
al. (1997) encontraram 460 ganglios; Jurgaitiené et al. (2004) 815 ganglios, e
Hoover et al. (2009) 40 ganglios. Os dados do presente trabalho relativos aos
animais que nasceram em ambiente limpo corroboram com o descrito por King e
Coakley et al. (1958), uma vez que no plexo cardiaco dos animais F-F e F-NF foi
encontrada uma média de, respectivamente, 12,845,7 e 9,2+6,7 ganglios.

Todavia, ao se avaliar as médias dos ganglios referentes aos animais NF-NF
(20,0+6,1) e NF-F (19,843,6) observou-se um aumento expressivo na média desses
ganglios. Trata-se de uma informacdo interessante, uma vez que esses animais
foram gerados nasceram e viveram a maior parte de suas vidas em ambiente
poluido e, portanto, provavelmente tiveram esse parametro alterado devido a
poluicdo ambiental. Todavia, ndo foram encontrados na literatura, dados que
relacionassem a quantidade de ganglios com possiveis estados patolégicos como

infarto do miocardio, arritmias, entre outros.

Numero de Neurodnios Cardiacos

Diversos autores determinaram o numero de neurdnios contidos nos
ganglios do plexo cardiaco e, aqui também, verifica-se uma grande variabilidade, de
acordo ndo somente com a espécie abordada, mas com outros fatores associados,
como a idade. Assim, para o rato, Wallis et al. (1996) encontraram uma média de
neurdnios da ordem de 1993+184; De Souza et al. (1996) 975+150; Maifrino et al.
(2006) 530+23; Batulevicius et al. (2003) notaram uma diferenca entre ratos jovens

(5009+332) e idosos (6576+317) e em ratos submetidos a exercicios fisicos, a média
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de neurdnios do plexo cardiaco foi de 1104+205 contra 781198 nos animais
sedentdrios (Gama et al., 2010). No plexo cardiaco de humanos, Jurgaitiené et al.
(2004), verificaram a presenca de 1000 neurdnios; Armour et al. (1997) contou
14.000 neurénios.

Em preparados de membrana do plexo de camundongos jovens, Rysevaite et
al. (2011) encontraram uma média de 10821160 neurdnios, que corresponde a
aproximadamente a metade do aqui observado para todos os grupos estudados, e
cerca de 1/3 a % da marcacdo realizada pela técnica de Giemsa. A diferenga dos
dados da presente pesquisa com os de Rysevaite et al. (2011) provavelmente reside
no fato de esses autores terem utilizado métodos imunohistoquimicos em
preparados de membrana. De fato, quando se confronta os dados aqui citados com
os diversos autores que quantificaram neurénios do plexo cardiaco, verifica-se que
as metodologias utilizadas influenciam na estimativa do nimero total de neurénios,
e que pode ser comprovado nos trabalhos com cortes histoldgicos que apresentam
maior quantidade de neurdnios (Wallis et al., 1996; Armour et al., 1997; Batulevicus
et al., 2003; Jurgaitiené et al., 2004), enquanto que os pesquisadores que utilizaram
contagem de preparados de membrana descrevem uma menor quantidade dessas
células (De Souza et al., 1996 (NADH e AChE Histoquimica); Maifrino et al., 2006
(NADPH-diaphorase); Gama et al., 2010 (B-NADH diaphorase); Rysevaite et al.,
2011 (Acetyltransferase — ChAT).

Ao se comparar, em todos os grupos aqui estudados, a média dos neurbnios
corados com Giemsa com aquelas dos neurénios evidenciados pelo método da
NADH, pode-se admitir que o método ndo histoquimico foi mais eficiente,
corroborando as afirmag¢des do autores Miranda-Neto et al. (2005), os quais
descreveram que a técnica de evidenciagdo neuronal pela atividade da enzima
NADH, marca apenas os neurbnios com grande atividade respiratéria, e nao
necessariamente toda a populagdo neuronal. Segundo a literatura, a técnica de
NADH-diaforase evidencia parte da densidade neuronal, sendo que o nimero de
neurdnios marcados é menor que o identificado pela coloracdo de Giemsa (Sant’ana

et al., 1997; Furlan et al., 1999; Miranda-Neto et al., 2000).
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As diferengas entre varios estudos relacionados ao plexo cardiaco
demonstram que o método utilizado para contagem dos neurOnios e ganglios
cardiacos interfere nos resultados. A metodologia de avaliacdo aqui empregada
(estereologia), seguramente auxilia em uma melhor determinag¢do da quantidade
dessas células, sem subestimar ou sobreestimar o resultado, fato que pode ocorrer
em contagens utilizando métodos convencionais, conforme citado nos trabalhos de
Gundersen et al. (1999), Veras et al. (2008). Assim, o método estereoldgico aplicado
na presente pesquisa contribui para uma melhor analise quantitativa relacionadas
as alteragOes estruturais, de forma a possibilitar comparacgdes estatisticas confidveis
entre os grupos estudados. Como em camundongos Balb C ndo foram encontrados,
até o momento, dados estereolégicos relativos ao plexo cardiaco (niumero total de
neurénios, ganglios e diametros), pode-se considerar os resultados ora
apresentados como inéditos, que contribuem para uma melhor elucidagdo acerca
dos seus componentes.

Os resultados para os diferentes grupos da presente pesquisa, a partir de
cortes histoldgicos utilizando as duas técnicas de Giemsa e NADH-diaforase numa
mesma populacdo de camundongos, comprovam que no camundongo ha uma
quantidade maior de neurbnios quando comparado aos dos ratos descritos na
literatura, variacdo esta que pode estar relacionada com o emprego de preparados
de membrana coradas com a técnica da NADH-diaforase. Isto é corroborado pelas
afirmacGes de Batulevicius et al. (2003), que descrevem que a técnica de preparado
de membrana leva a uma subestimac¢do de neurdnios no plexo cardiaco, quando
eles comparam seu trabalho utilizando ratos idosos e jovens, com o trabalho de
Akamatsu et al. (1999) que também utilizou ratos velhos. Batulevicius et al. (2003)
encontrou uma média de 6576+ 317 neurdnios no plexo cardiaco em ratos velhos,
enquanto Akamatsu et al., (1999) com a técnica de preparado de membrana
descreveu a presenca de somente 1000 neur6nios no coracao de ratos idosos. Nos
resultados da presente pesquisa, como ja citado comprova-se essa reducdo, mesmo
utilizando-se cortes, uma vez que a técnica da NADH evidenciou menos neurénios

do que o verificado com a técnica de Giemsa, que foi amplamente utilizada em
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trabalhos com as diversas partes do tubo digestério (Gomes, 1995) e no plexo

cardiaco (Akamatsu et al., 1999).

Estrutura do plexo cardiaco

Em relacdo a arquitetura geral do plexo cardiaco, a coloragdo de
acetilcolinesterase (AChE) demonstrou ser um método eficiente para o seu
mapeamento, como ja descrito em diferentes mamiferos como o cdo (Pauza et al.,
1999; 2000); o homem (Hopikins, 2000) e o rato (Batulevicius, 2003; Arora et al.,
2003; Rysevaite et al., 2011). Quando se compara as observa¢des da inervagdo do
coracdo de camundongo com os trabalhos realizados com coracdes de ratos
(Batulevicius, 2003; Rysevaite et al., 2011), evidencia-se uma semelhanca da
anatomia dos componentes do plexo cardiaco.

Assim, ao se avaliar a estrutura dos ganglios, verifica-se também, que como
descrito para outros ganglios autbnomos como os do plexo mioentérico (Gomes et
al., 1997), o mesmo exibe uma cdpsula de tecido conjuntivo constituida por fibras
colagenas e elasticas, com septos que se prolongam para o seu interior, envolvendo
neurdnios individualmente, ou em grupos. Pauzine e Pauza (2003) em humanos e
Akamatsu (2007) em ratos também descreveram esse tipo de estrutura no plexo
cardiaco; todavia, nenhum deles detectou a presenca de fibras elasticas, como
descrito aqui para o camundongo. Relativamente a essas fibras, ndo foram
evidenciadas diferencas significativas entre os grupos, diferentemente do que foi
descrito por Gomes et al (1997) para o plexo mioentérico, quando observou um
substancial aumento de fibras elasticas em individuos idosos. Esse fendmeno foi
interpretado pelos autores como uma maneira de preenchimento do ganglio, em
decorréncia da perda de neurénios ocasionada pelo processo de envelhecimento.
Assim, como a distribuicdo dessas fibras ndo diferiu entre os grupos do presente
estudo, indiretamente pode-se afirmar que a polui¢dao pode alterar o tamanho dos
neurdnios, mas ndo diminuir a populacdo neuronal no interior dos ganglios do plexo

cardiaco.
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Em ratos nutridos e desnutridos, Akamatsu (2007) relatou a presenca de
fibras colagenas do tipo | na capsula dos ganglios do plexo cardiaco, e Gomes et al.
(2006) detectou fibras dos tipos | e Ill na capsula dos ganglios mioentéricos; além
disso, esses ultimos observaram a predominancia de fibras coldgenas do tipo Il nos
animais submetidos a desnutricdo protéica, uma clara alusdao ao atraso no processo
de desenvolvimento de animais desnutridos. Como as fibras do tipo Ill também
estdo envolvidas em processos de reparac¢do dos diferentes tecidos pode-se admitir
gue a predominancia delas nos animais expostos a poluicdo, esteja relacionada a
um processo de remodelagdao ganglionar, determinado pela alteragdao do tamanho

dos corpos neuronais do plexo desses grupos.

Remodelag¢ao 3D

Finalizando, cumpre tecer algumas consideracdes acerca do processo de
reconstrucdo tridimensional aqui empregado. Dessa maneira, varias técnicas de
reconstrucdo de imagens em 3D sao utilizadas a partir de uma série de sec¢bes de
imagens transversais por meio de técnicas convencionais como: Tomografia
Computadorizada, Tomografia por Emissdo de Pdsitrons, ressonancia magnética,
ultra-som em 3D, e o raios-X (Liu et al., 2003; Yankeelov et al., 2011). Com o
surgimento de programas de reconstru¢ées 3D a partir de cortes histolégicos como
o software Reconstrucet 3D, e o Biovision 3D, varios autores tem utilizados as
técnicas de coloragdes histoldgicas de secgbes bidimensionais (2D) combinando
com softwares de reconstru¢cdo computadoriza sob efeitos tridimensionais (3D)
para uma melhor caracterizacdo de estruturas anatdmicas, como observado para
reconstrucdo do mapeamento de células adrenérgicas no coragao de ratos adultos
(Kingsley et al., 2011) e para o mapeamento molecular e anatémico do feixe de His
no ventriculo direito e esquerdo de ratos (Atkinson et al., 2011).

No entanto, alguns dos programas sdo pagos, fato esse que possibilitou a
utilizacdo do Blender em nosso trabalho por ser um programa gratuito. Assim, a

utilizacdo de um programa de reconstrucdo 3D, os cortes histolégicos 2D e a
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associacdo da estereologia uma técnica para contagem em 3D foi possivel mapear a
distribuicdao especifica dos ganglios e neurénios cardiacos no plexo cardiaco para
obtermos um mapa topografico abrangente de suas posi¢cdes anatémicas.

As dificuldades de visualizacdo do plexo cardiaco em imagens de duas
dimensdes tornam dificil o entendimento desse componente. A modelagem em 3D
do coracdo associada ao plexo cardiaco, separando suas diferentes camadas,
permiti ao usuario visualizar cada uma das estruturas dos vasos da base e plexo
cardiaco separadamente, podendo ocorrer a disseccdo do érgao em tempo real,
retirando e inserindo na visualizagdo as estruturas que forem desejadas. O atlas
criado dispdoe também de uma intuitiva interface de interacdo com os objetos,
utilizando mouse e teclado, para mover, girar e aplicar zoom. Todos o0s recursos
presentes no atlas podem ser utilizados em computadores convencionais sem

comprometimento do seu desempenho.
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7 CONCLUSOES

De acordo com as proposi¢cOes estabelecidas, a metodologia empregada e os

resultados obtidos neste trabalho, é licito concluir-se que:

[ A morfologia geral do plexo cardiaco de camundongos assemelha-se ao
descrito para outros mamiferos, com seus neurdnios organizando-se em ganglios
dispostos na gordura unilocular;

J Nos animais submetidos aos fatores de poluicdo, os ganglios cardiacos
apresentam-se em maior nimero e exibem maior volume;

[JA técnica de Giemsa permite evidenciar uma quantidade maior de neuronios,
guando comparada a metodologia da NADH,;

[JEm todos os grupos, verificou-se uma cdpsula ganglionar, formada por tecido
conjuntivo e constituida de fibras coldgenas e de fibras do sistema el3stico;

UFibras coldgenas dos tipos | e Ill foram detectadas na constituicdo da capsula
dos ganglios de todos os grupos estudados, com predominancia daquelas do tipo
[ll nos animais expostos a poluicao;

[ISeptos formados por fibras coldgenas e eldsticas foram encontrados no
interior dos ganglios dos animais de todo os grupos;

JAnimais expostos a poluicdo exibiram diminuicdo no didmetro do corpo
neuronal;

[JA utilizagao de técnicas de reconstrugdo tridimensional associadas a modelos
estruturais de anatomia humana apresentou-se como uma excelente ferramenta

aliada ao melhor entendimento do plexo cardiaco.
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