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ULTRA-ESTRUTURA DA FIBRA MUSCULAR
CARDIACA DE RATOS JOVENS E SENIS
SOB A ACAO DA NICOTINA

Os autores descrevem os aspectos ultra-estruturais de fibra muscular cardiaca emratos
submetidos a acéo da nicotina. Dividem as alteracdes encontradas em: 1) alteragdes que
indicam aumento do metabolismo celular: vasodilatacdo, edema intersticial, goticulas de
pinocitose na parede do capilar e membrana celular, festonamento do sarcolema, aumento do
nimero e tamanho das goticulas de lipidio intracelular e 2) alteracdes que indicam sofrimento
celular: edema intracelular, desorganizacéo das miofibrilas, faixas de contracéo,
desorganizagéo das cristas mitocondriais e inclusdes intramitocondriais. Salientam a
conservacdo do glicogénio intracelular, indicando ndo ter havido isquemia miocérdica.

O estudo da célula através da microscopia eletronica
deixou de ser mera sofisticacéo, tornando-se Util para a
compreensdo do metabolismo efisiopatologiacelular.

Ap6s termos estudado aspectos histoquimicos dafibra
muscular cardiaca sob ago da nicotinal, interessou-nos
observar as alteracOes ultra-estruturais nessas mesmas
condigoes.

MATERIAL EMETODO

Foram utilizados 10 ratos (Rathus Norvegicus Albinus)
da col6nia 2 BAW, machos, divididos em 2 grupos. O 1.°
grupo eraconstituido por 5 animaiscom aproximadamente
3 meses de idade, peso variando entre 210 e 300g. O 2.°
grupo eraformado por 5 animais com idade entre 18 e 22
meses, pesando entre 320 e460g. Todos osanimaisestavam
em regime de alimentagdo habitual até o inicio do
experimento.

Em cada grupo, 1 animal serviu como controle, 2
receberam 0,4 mg/kg de peso corpora de nicotina e 0s
outros 2, 10 mg/kg de peso corporal de nicotina,
respectivamente, dose de agdo tipicaetdxica. A drogafoi
administrada por via subcutanea.

Umahoraapdsainjecdo, osanimaisforam sacrificados
eimediatamente autopsiados. Foram retirados fragmentos
de 1 mm?®dapontado coragdo. O material obtido foi fixado

em glutaraldeido a2% a4°C emtampéao fosfatoapH 7,2 ¢,
em seguida, refixado em tetroxido de 6smio a10%. Oscortes
ultrafinos foram corados com acetato de uranila e citrato
dechumbo. Telasde cobre de 200 mal hasforam empregadas
para suporte dos cortes.

O exame dos cortes ultrafinos, bem como de suas
micrografias el etroni cas, foram realizados em microscopio
eetrénico demarca“Karl Zeiss’ modelo EM - 952 a60KkV.

RESULTADOS

Os resultados mostraram, para os animais do grupo-
controle, aspectos ultra-estruturais semelhantes aos
descritos nos trabalhos basicos de Moore e Ruska 2 e
Stenger e Spiro®.

Cada fibra muscular cardiaca é envolvida por uma
membranadenominada sarcolema, ondelogo abaixo estéo
dispostas numerosas vesicul as de pinocitose. A membrana
celular semodificanosdiscosintercalares, local dejungéo
de duas fibras. O interior da célula é preenchido pelo
sarcoplasma e numerosas organelas e inclusdes
subcelulares. Situado no centro da célula ou
freqUentemente em posicdo excéntrica, encontra-se o
nucleo, envolvido por uma dupla membrana que mostra
poros. No interior do nlcleo observa-se aheterocromatina
disposta perifericamente, sendo que no restante do
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carioplasmaacromatina se mostradispersacomo granulos
deformasetamanho variaveis (eucromating). Encontra-se
ainda o nucléolo com componente granular semelhante &
cromatinanuclear. Oselementos miofibrilares contrécteis
s80 arranjados paralelamente ao maior eixo da fibra e
apresentam linhas e faixas com densidades Opticas
diferentes, que déo caréter estriado a célula muscular
cardiaca. Entre duaslinhas Z, que se mostram como linhas
de maior densidade dptica, selimitao sarcomero, que éa
unidade estrutural efuncional dafibramuscular cardiaca
Em cada sarcébmero vém-se faixas claras e escuras,
respectivamentefaixal efaixaA. NafaixaH estapresente
a linha M central. Entre as miofibrilas numerosas
mitocondriais alongadas ou ovais sdo encontradas,
envolvidas por uma dupla membrana, contendo no seu
interior cristas e uma matriz granular. O reticulo
sarcoplasmatico é uma rede de tabulos intracelular que
envolveasmiofibrilasetambém freqlientemente observado
junto ao sarcolema. Os sarcotubulos longitudinais
confluem para o tlbulo transverso (tlbulo T) naaturada
linhaZ. Encontram-se aindano citoplasmadafibramuscular
cardiaca granul os densos, freglientemente agrupados sob
a forma de rosetas, interpretados como granulos de
glicogénio, e eventuais goticulas de lipidios geralmente
préximas as mitocondrias, de formacircular (no plano), e
comdi@metrosvariaveis(fig. 1, 2e3).

No intersticio sdo frequentes os capilares e,
ocasionalmente, observam-se fibroblastos e colégeno.

No que diz respeito aos animais nos quais foi injetado
nicotina, passaremos adescrever, como resultado do exame
das micrografias el etronicas, documentadas nas figuras 4
a 10, as dteracBes por nds consideradas importantes.

Varias ateragdes foram comuns aos dois grupos de
animais (jovem e senil), outras no entanto foram observadas
apenas nos animais senis.

O intersticio mostrou-se alargado e preenchido por um
materia granuloso (fig. 4). A parede capilar apresentou
grande quantidade de vesicul as de pinocitose distribuidas
difusamente e vistas em todas as micrografias estudadas
(fig.4). Os capilares estavam dilatados e eventualmente
congestos. Essas alteragfes foram sempre mais evidentes
tanto nos animais senis quanto naqueles que receberam
maior dose de nicotina.

A fibracardiacatambém mostrou numerosas vesiculas
de pinocitose, localizadas ao longo do sarcolema (fig. 4 e
5), eventualmente com aspecto festonado (fig. 5). No
sarcoplasma observamos maior nimero de goticulas de
lipidios (fig. 4 e 5), ndo tendo havido, aparentemente,
diminuicdo dos granul os de glicogénio. O sistematubular
mostrou-sedilatado (fig. 6, 7 € 8). Em v&rias micrografias,
encontramos edema intracelular (fig. 9). Todas essas
alteracdes celulares foram comuns aos dois grupos de
animais, sendo que nos animais senis e que receberam 10
mg/kg de peso corporal de nicotina as alteragdes foram
mais acentuadas.

Alteragdes nas mitocondrias foram observadas nos
animaisjovens que receberam dose maior de nicotinaeem
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todos os animais senis, sendo que as alteracdes
observadas foram desde alargamento do espaco entre as
cristas até a diminui¢do das mesmas (fig. 7 e 10), tendo
sido mais fregiientemente observadas nos animais senise
que receberam dose téxicada droga.

Apenas nos animais senisforam encontradasinclusdes
mitocondriais com aspecto denso e granuloso (fig. 10),
bem como alteracBes das miofibrilas apresentadas por
desorganizacéo efaixas de contracdo (fig. 6, 7 €8).

DISCUSSAO

Os achados evidenciaram alterages da ultra-estrutura
que podem ser divididas esquematicamente em dois
grupos. alteracdes que indicam um estado metabdlico
aumentado e alteractes que caracterizam sofrimento celular.

O alargamento do espaco pericapilar, preenchido por
material granul0so, interpretado como edemaintersticial,
assim como o evidente aumento das vesiculas de
pinocitose no endotélio de praticamente todos os capilares
observados, sdo indicativos de aumento dapermeabilidade
capilar além doslimites normais, assim como de aumento
das necessidades metabdlicas da célula. Esses achados
foram também observados por Kodalenko e Sergeev* ao
estudar aultra-estruturado miocardio de ratos submetidos
a exercicio até a exaustdo. Ao lado desses achados, que
incluimos entre aqueles do primeiro grupo, observamos
festonamento da membrana celular miocérdica e grande
ndmero de vesiculas de pinocitose dispostas logo abaixo
do sarcolema, que interpretamos como indicativo de
aumento de trocas metabdlicas. Cumpre salientar aqui, de
acordo com Orth e Morgan®, que 0 aumento do nimero de
vesiculas de pinocitose ndo € indicativo de maior
transporte de glicose, umavez que esse transporte, mesmo
aumentado, néo se faz com formagdo de vesiculas.
Acreditamos poder incluir ainda entre as alteragdes do
primeiro grupo o aumento de goticulaselipidiosdentro da
célula substrato morfoldgico de nossos achados
histoquimicos.

As dteragOes caracteristicas de sof rimento celular por
nos observadas foram o edemaintracel ular, modificactes
na estrutura das mitocbndrias, inclusdes
intramitocondriais, desorganizac&o das miofibrilas, faixas
de contracdo e dilatagdo do sistema tubular. Entre esses
achados, Tomaneck e Karlsson 6, ao descreverem a ultra-
estruturado miocérdio de ratos senis, observaram apenas
desorganizacéo das miofibrilas. Jennings e Ganote ’
descreveram, em coragfes de caes submetidos a40 minutos
de isquemia seguidos de 20 minutos de reperfuséo,
alteragdes semelhantes aguelas por nds descritas para 0s
ratos que receberam nicotina, especialmente nos animais
senis. Chama-nos aten¢do, porém, o fato de esses autores
terem descrito diminuicdo no nimeros de granulos de
glicogénio, 0 que ndo ocorreu no nosso material, diantede
nossos resultados histoquimicos!, o que faz supor que
ndo tenha havido isquemiaou que, tendo havidoisquemia,
as reservas de glicogénio tenham sido poupadas gragas a
hiperglicemia e aumento da insulina circulante indu-
zidas pela nicotina®, como sugerem Syber e
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Fig.1- Micrografia eletronica de um corte ultrafino de coragdo de rato jovem (controle). A foto mostra parte de uma fibra muscular cardiaca
cortada longitudinalmente. Observar as seguintes estruturas: nicleo (N), com a dupla membrana apresentando poros nucleares (setas) e a
cromatina sob as formas de hetecromatina (h) e eucromatina (€); mitocondrias (m); miofibrilas com miofilamentos (mf); faixas isotrépicas (I);
faixas anisotropicas (A); faixas de Henle com as linhas M; linhas Z; reticulo sarcoplasmético (rs); tlbulos transversos (T); goticulas de lipidio
(1); granulos de glicogénio (g). Aumento: 17.600X.
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col. ° quando usam glicose, insulina e potassio na
protecdo do miocérdio isquémico. Deve-se salientar que
Ahmed ecol.10 descreveram, em ces sob agdo danicotina
a longo prazo, aumento no nimero de granulos de
glicogénio e no colageno intersticial.

Os achados da faixa de concentragdo, bem como
inclusBes nas mitocondrias, ja foram descritos em ratos,
apds 8 minutosdainjecdo intraperitonial deisoproterenol™,
sem que tenha sido concluido pelos autores ter havido
anoxia miocéardica. Podemos, pois, supor que a nicotina,

Fig.2- Micrografia eletrénica de um corte ultrafino de coragdo de
rato senil (controle), mostrando por¢des de duas fibras do miocardio
cortadas longitudinamente. Na fibra da direita pode ser visto o
nucleo (N) com nucléolo (Nc). Ainda podem ser observadas as
seguintes estruturas: sarcolema (s); disco intercalar (d); intertisco
(i); capilares com vesiculas de pinocitose (cp). Aumento: 6.040X.
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através de sua agdo sobre 0 sistema nervoso simpatico,
tenha agBes semelhantes a do isoproterenol. A
comprovagdo desses fatos foi feita através do uso de
drogas blogueadoras adrenérgicas precedendo o uso de
nicotina?, Asfaixas de contracdo representam sarcmeros
contraidos *® e estariam relacionados com a queda na
concentracdo do ATP intracelular **. A mitocondria,
aterada em sua estrutura, ndo supriria a célula em suas
necessidades energéticas, devido ao bloqueio da cadeia
respiratoria. O deposito de material eletrodenso com
aspecto granular na mitocdndria se deve a deposicdo de
fosfato de calcio por maior captacdo do ion célcio. Shene
Jennings ** descreveram esses depésitos na mitocondrias
dafibramuscular cardiacasubmetidaaisquemiatransitoria,
tendo ainda observado maior concentragdo no calcio
intracelular. Jennings e Ganote’ , na discussdo de seu
trabalho, referem poder haver acimulo declciointracelular
apos dose toxica de catecolaminas. O acumulo do célcio
se deve provavelmente a alteragBes no sistema
sarcotubular, responsavel pela captacdo do célcio no
relaxamento muscul ar, e que se mostrou dilatado em nossos
animais submetidos & nicotina. Essas alteragbes na
distribuicéo do calcio provocada pela nicotina ja haviam
sido sugeridas por Nayler .

O edemadafibramuscular cardiacase deve aateractes
na permesbilidade damembranacomo acimulo desddio e
&gua no meio intracelular. Finamente, as alteragdes da
estrutura das mitocondrias que observamos foram desde
edema com dissociagdo das cristas até perda das mesmas,
sendo substituidas por material amorfo, fato esse
classicamente considerado em coragdes submetidos a
isquemiacomo indicativo dairreversibilidade das|esbes.

SUMMARY

The effects of nicotine on cardiac ultrastructure were
evalued by studying the histochernical aspects of the rat
cardiac musclecell, after receiving sub-cutaneousnicotine.
The alterations were dividided in two groups:

1. Ultrastructural changesindicative of increased cellular
metabolism: vasodilatation, pericapillar edema, increased
number of pinocytotic vesicles at the capillary wall and
sarcolema, cytoplasmatic projections of the myocardial cell
and increased number and size of intracel lular lipid droplets.

2. Ultrastructura changesindicative of cellular damage:
intracellular edema, myofibril disorganization, contraction
bands, swollen mitochondria, intramitochondrial granules.
Itisstressed that the glycogen particles were not reduced
in number, indicating that the processis not ischemic.
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Fig.3- Micrografia eletronica de um corte ultrafino de coragdo de rato senil (controle). Observar as seguintes estruturas: reticulo sarcoplasmético
(rs); sistema tubular (T); miofibrilas com miofilamentos (mf) faixa 1; faixa A; faixa H com a linha M; linha Z; mitocondrias (m). Aumento:
35.200X.

Fig. 4- Micrografia eletrénica de um corte ultrafino de corag&o de rato jovem que recebeu 10 mg/kg de peso corpora de nicotina. A foto mostra
porcdes de duas fibras cardiacas, sendo que na fibra inferior sdo observadas numerosas goticulas de lipidios (I); ndcleo (N); linha Z ocupando o
centro da faixa 1; linha M; ocupando a faixa H, no centro de faixa A; sistema tubular (T); sarcolema (s); Intersticio (i); capilar com vesiculas
de pinocitose (c). Aumento: 6.040X.
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Fig. 5- Micrografia de um corte ultrafino de coragéo de rato jovem que recebeu 10 mg/kg de peso corporal de nicotina. A foto mostra por¢des
de duas fibras musculares cardiacas onde podem ser observadas: sarcolema (s), inclusive acompanhando aspecto festonado da superficie da fibra
inferior; mitocondrias (m); sistema tubular (T); goticulas de lipidios (I); intertisco (i). Aumento: 26.400X.
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Fig. 6- Micrografia eletrbnica de um corte ultrafino de coracéo de rato jovem que recebeu 0,4 mg/kg do seu peso corporal de nicotina. A foto
mostra desorganizagdo das miofibrilas (setas); faixas de concentracdo (fc) dispostas transversalmente na fibra; sistema tubular dilatado (T).
Aumento: 6.040X.
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Fig. 7- Micrografia eletrénica de um corte ultrafino de coragdo de rato jovem que recebeu 10 mg/kg do seu peso de nicotina A foto mostra
por¢des de duas fibras musculares cardiacas. Observar desorganizagdo dos miofilamentos (dm); mitocondrias com diminui¢do do nimero de
cristais e alargamento dos espacos entre elas (md). Entre as fibras edema interticial (Ei). Ainda podem ser observadas as seguintes estruturas:
sarcolema (s); sistema tubular (T); grénulos de glicogénio (g); disco intercalar (d). Aumento: 17.600X.
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Fig. 8- Micrografia eletrénica de um corte ultrafino de coragdo de rato senil que recebeu 0,4 mg/kg do seu peso corpora de nicotina A foto

mostra em maior aumento uma regido da figura 6. Observar desorganizac8o dos miofilamentos (dm): faixa de concentracdo (fc); sistema tubular
dilatado (T). Aumento: 17.600X
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Fig. 9- Micrografia eletronica de um corte ultrafino de coragéo de
rato senil que recebeu 10 mg/kg do seu peso corporal de nicotina. A
foto mostra extenso edema perinuclear (E); nicleo (Nc);
mitocondrias alteradas (ma); granulos de glicogénio (setas); complexo
de Golgi (G). Aumento: 17.600X.

Fig. 10- Micrografia eletronica de um corte ultrafino de um rato senil que recebeu 10 mg/kg do seu peso corporal de nicotina. A foto mostra
porcdo de fibra muscular cardiaca onde se observam mitocondrias com inclusdes (setas); mitocondrias com diminuicdo do nimero de cristais e
alargamento dos espagos entre as mesmas (md). Ainda podem ser observadas: goticulas de lipidios (I); granulos de glicogénio (g). Aumento:

35.200X.
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