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ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DOS CAI}DIOI}’H()CITOS ATRIAIS DE RATOS
ALBINOS SUBMETIDOS A ACAO DO FRIO

LUIZ BORROTCHIN, ANTONIO CARLOS LOPES, OSWALDO ALVES MOURA, MANUEL DE JESUS SIMOES,
CELSO FERREIRA, NADER WAFAE.

Foi estudada a ultra-estratura dos cardiemidcitos
atriais de ratos submetidos a a¢do do frio. Foram utili-
zados 8 ratos adultos, distribuidos ao acaso em dois
grupos: grupo I, controle; grupo II, colocados em gaiolas
metdlicas, sem alimentac¢do e dgua, dentro de um
criostato a -20°C durante quatro horas. A seguir, os
animais foram sacrificados e fragmentos dos dtrios
direitos fixados para microscopia eletréonica.

Os resultados mostraram fibras cardiacas bem
alteradas, onde se observa apagamento e lise em grau
varidvel das cristas mitocondriais (cristélise no grupo
submetido ao estresse pelo frio). Os autores discutem
ainda os possiveis fatores que poderiam ter influen-
ciado tais alteragoes.
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A acéo calorigénica das catecolaminas, principal-
mente da noradrenalina liberada pelo sistema nervoso
simpatico, é a principal responsavel pelo desenvolvi-
mento da resisténcia ao frio!. Esse efeito foi demons-
trado por Jansky e col?> ao verificar que injecoes de
noradrenalina produziam um aumento marcante no
metabolismo basal, proporcional ao grau de adapta-
cao ao frio que, segundo Selye?, é uma forma de es-
tresse.

Com relacdo ao miocardio, Sacchi*® estudou ratos
submetidos a temperatura corporal de 15 a 17(1C. Essa
autora descreveu entre outras as seguintes alteracoes:
atenuacdo da estriacdo transversal das miofibrilas,
dilatacao do sistema transversal do reticulo sarcoplas-
maético, opacificacdo da matriz, edema e perda de parte
das cristas mitocondriais, chegando a substituicéo por
volumosos vacuiolos. Observou-se também uma
diminuicao do conteddo de glicogénio intracelular su-
gerindo sua maior utilizacdo como substrato energé-
tico nessas condicoes.

Abedin e col® relacionaram as alteragoes ultra-es-
truturais e eletrocardiograficas de ratos submetidos
a 18JC. Os animais foram sacrificados no momento
exato em que se iniciaram arritmias cardiacas. Ao
microscopico eletronico, a inica alteracao encontrada
foi uma nitida separacéo dos discos intercalares, parti-
cularmente ao nivel da fascia adherens. Esses mesmos
autores estudaram também a recuperacéo desses ani-
mais, sacrificando um grupo 18 a 24 horas apés o inicio
das arritmias, ndo observando nesse momento as alte-

racdes ultra-estruturais ou eletrocardiograficas cita-
das.

Prosseguindo esta linha de pesquisa e levando em
consideracéo a literatura por nés apresentada, propu-
semo-nos realizar um estudo ultra-estrutural dos car-
diomidcitos atriais de ratos albinos submetidos & hi-
potermia profunda.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 8 ratos (Rattus norvegicus albi-
nus), da linhagem EPM-Wistar, com idade de 90 dias.

Os ratos foram divididos ao acaso em 2 grupos.
Grupo I, controle; grupo II, colocado em gaiolas
metdlicas, sem alimentacdo e dagua, dentro de um
criostato a -20°C durante 4 horas.

Todos os animais foram sacrificados por concus-
sdo craniana e imediatamente era realizada a abertura
do térax, exposicdo e remocdo do coracdo e, sobre o
mesmo, ainda com batimentos, gotejava-se solugdo
fixadora gelada de glutaraldeido a 2%. A seguir, proce-
dia-se a retirada do atrio direito, o qual era fixado
em glutaraldeido a 2% em tampao fosfato e proces-
sado segundo as técnicas habituais para inclusédo e
observacdo a microscopia eletronica. Os preparados
foram examinados e fotografados em EM Zeiss 9s2-60
KV.

RESULTADOS

Grupo I (controle) — O 4trio apresenta-se constituido
por fibras musculares estriadas cardiacas (car-
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diomidcitos) que estdo representadas por células alon-
gadas e ramificadas, envolvidas por um sarcolema.
Os nucleos, geralmente um por célula, estdo locali-
zados na porcdo central da fibra. As fibras contém
dois tipos de miofilamentos (espesso, contendo miosina,
e delgado, contendo actina), dispostos em feixes
designados como miofibrilas. As mitocondrias sdo muito
abundantes, caracterizando-se por suas numerosas
cristas; aglomeram-se na drea em torno do nucleo,
sob o sarcolema, entre os feixes de miofilamentos. Os
cardiomidcitos apresentam ainda na regido do ntcleo
(érea perinuclear) granulos eletrodensos, concentrados
junto ao aparelho de Golgi (fig. 1).

Grupo IT — nota-se que as fibras cardiacas apre-
sentam mitocondrias bem alteradas, onde se pode
observar edema, apagamento e lise em grau varidvel
das cristas, chegando ao desaparecimento e substi-
tuicdo das mesmas por dreas lacunares, ou seja, cristé-
lise. As mitocondrias em cristélise apresentam-se, em
geral, com volume aumentado em relacdo aquelas com
lise de cristas. Quanto as miofibrilas, observa-se uma
grande heterogeneidade de padrdes. Em alguns casos,
encontra-se estrutura préxima da normalidade e, as
vezes, rupturas com perda de sua continuidade.
Notam-se também dre as em que os miofilamentos se
encontram desarranjados e desintegrados no sarco-
plasma com perda total de sua estrutura. Junto as
faixas de contracdo, notam-se em algum as microgra-
fias, zonas de desaparecimento dos miofilamentos com
aspecto homogéneo correspondente & necrose parcial
dos mesmos. Em relacédo aos granulos atriais, obser-
va-se menor concentracdo dos mesmos na regido peri-
nuclear (fig. 2).

Fig. 1 — Eletromicrografia de corte longitudinal de cardiomiécito atrial
de rato pertencente ao grupo controle. Observar na regido paranuclear
granulos eletrodensos além de grande concentracédo de mitocondrias
(m). (N = nucleo). 7 200X.

DISCUSSAO

A acao do frio sobre os cardiomidcitos atriais de
ratos albinos permite-nos constatar, ao microscépio

Fig. 2 — Eletromicrografia de corte longitudinal de cardiomiécito atrial
de rato submetido ao estresse pelo frio. Notar grande concentracéo de
mitocéndrias a maioria alterada (m) e granulos eletrodensos dispersos
pelo sareoplasma. (N = nucleo). 7 200X.

eletronico, alteracoes de miofibrilas caracterizadas pelo
afastamento e desorganizacéo dos miofilamentos, perda
de sua estruturacdo tipica, por vezes com rupturas,
homogeneizacdo e mesmo necrose parcial. E freqiiente
o aparecimento de faixas de contracao.

Observa-se também uma diminuicdo na concen-
tracdo de granulos atriais nas dreas paranucleares.
Esses resultados, segundo Buchner’, sdo indicativos
de um estado de hip6xia aguda. No entanto, as altera-
coes mais eletivas desse estado foram encontradas
nas cristas mitocondriais. Essas constituiram-se por
afastamentos, apagamentos, rupturas, lise parcial e
total, chegando a formar areas lacunares correspon-
dentes as mitocéndrias com cristélise. Uma reviséo
exaustiva da literatura foi improdutiva, j4 que néo
encontramos relatos com os métodos aqui utilizados.

Em nosso estudo, utilizaram-se fibras atriais com
base na semelhanca ultra-estrutural entre essas e as
ventriculares, conforrne descrito por McNutt e Faw-
cett®. Poder-se-ia assim observar o comportamento dos
componentes celulares existentes nos cardiomiécitos
em geral, acrescidos dos granulos atriais.

E necessario salientar que as alteracdes encon-
tradas em nosso trabalho assemelham-se aquelas des-
critas na literatura, decorrentes da agdo da hipéxia e
das catecolaminas sobre os cardiomidcitos.

Assim é que Caulfield e Klionsky®, apés a ligadura
experimental da artéria corondria em ratos albinos,
demonstraram alteragdes isquémicas representadas
por edema intracelular abrangendo o citosol, o reti-
culo sarcoplasmaético e o complexo de Golgi, desorga-
nizacdo de miofilamentos, das faixas de contracéo e
alteracoes mitocondriais. Estas dltimas, apés 15 mi-
nutos de hipéxia, ja comecaram a apresentar edema
e, ap0s 4 horas, as cristas sofreram rupturas e mesmo
desaparecimento total. Parece licito inferir que esses
achados, de certa forma, consubstanciam os nossos
resultados, pois nossos animais também permaneceram
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4 horas sob a acédo do frio, o mesmo tempo utilizado
pelos autores citados para a producdo da hipéxia.

Ferrans e Roberts!®!!) utilizando varias espécies
animais, dentre as quais ratos, estudaram a producéo
de hipéxia por alteracdes na circulagdo corondria e
pela administracdo de drogas que alteram o metabo-
lismo da fibra cardiaca, aumentando o consumo de
oxigénio ou prejudicando sua utilizacao. Esses autores
descreveram o aparecimento de lesdes focais seme-
lhantes aquelas descritas nos nossos animais subme-
tidos ao frio, produzidas por catecolaminas exégenas.
Isto demonstra que as catecolaminas liberadas em
funcédo de varios fatores também o foram pela agdo
do frio, um “alarmégeno” que atua produzindo um
estado de estresse agudo®.

Quanto a necrose causada pela epinefrina, foi des-
crita por Ferrans e col em ratos da raca Holtzmann,
que também encontraram faixas de contracdo, desor-
ganizacdo de miofilamentos, mitocondrias apresen-
tando reducéo das cristas. Chamam atencéo esses au-
tores para o fato de que as areas de maior degeneracao
mitocondrial se encontravam necréticas.

Comparando os nossos resultados com os de Fer-
rans e col', fica nitida a semelhanca quanto as altera-
coes ultra-estruturais descritas no sarcoplasma e nas
mitocondrias. Contudo, em nossas micrografias ele-
tronicas, ndo foi possivel observar areas de necrose
tipica. Tal fato poderia estar relacionado ao tipo de
experimento e mesmo ao tempo de acdo do alarmé-
geno, pois, em nosso trabalho, foi de apenas 4 horas.
E possivel que tempos mais prolongados ou tempera-
turas mais baixas possam produzir tais alteracdes.
Em algumas micrografias eletronicas observamos
imagens semelhantes a necrose parcial de miofilamen-
tos, tomando como pardmetro a figura de nimero 8
do trabalho de Buchner’.

O encontro de faixas de contracédo foi estudado
por Hearse e col'?, que constataram serem as reservas
miocdrdicas de ATP as principais determinantes do
inicio e da progressdo da contratura isquémica, po-
dendo esta ser acelerada pelos procedimentos que le-
vam a uma diminui¢do do ATP. O maior fluxo intrace-
lular de calcio, determinado pelas catecolaminas cir-
culantes® e a falta de ATP para o relaxamento muscu-
lar!* seriam outros fatores que contribuiriam para a
manutencdo das faixas de contracdo.

Robbins e Cotran?'?; e Pontes!® verificaram perda
de estabilizacdo das membranas celulares durante a
hipéxia. Esta, prejudicando a respiragao aerdbica, leva
a reducdo na formacdo de moléculas de ATP, com
conseqiiente ativacdo de glic6lise anaerdbica, proces-
so que determina acimulo de 4cido latico e fosfato
inorgénico, provocando uma diminuicédo de pH intra-
celular. A baixa de ATP compromete também o meca-
nismo da bomba de sédio, que é dependente dessa
fonte de energia, com retencéo de fons sédio e, conse-
quentemente, edema intracelular. Estes fatores, ou
seja, a queda de pH e as alteragoes i6nicas, provocariam

a desestabilizacdo das membranas em geral, inclu-
sive das mitocondriais, contribuindo para suas
alteragdes estruturais.

Face ao exposto, acreditamos ter havido nos car-
diomidcitos dos animais submetidos ao frio uma grande
influéncia do fator hipéxia na génese das lesdes, pois
a maior demanda metabélica causada por esse tipo
de estresse ndo encontrou suporte energético nas
mitocondrias, que perderam a capacidade de produ-
cao de ATP, devido a profunda alteracdo de seus com-
ponentes. Naquelas mitocéndrias com cristélise to-
tal, haveria uma possivel perda de DNA, tornando-se
incapazes de se dividirem e, conseqiientemente, levando
a irreversibilidade do processo.

Abedin e col!, estudando a hipotermia profunda
em ratos (18°C), encontraram alteracdes ultra-estru-
turais minimas, caracterizadas apenas por afastamento
dos discos intercalares, insignificantes quando
comparadas aos nossos resultados. Porém, nessa tem-
peratura referida, ja detectaram nesses animais arrit-
mias cardiacas de importancia clinica.

Finalmente, gostariamos de relevar a importancia
de estudos futuros em relacio a sobrevivéncia desses
animais e, em particular, tentar utilizar uma droga
que pudesse minimizar os efeitos provocados pelo frio
sobre os cardiomiécitos.

SUMMARY

The authors intended to studg the fibers of atrial
muscle of rats submitted to cold. The results specially
showed the destruction ofthe mitochondria structure.
The cristae are destroyed in part by the stress provo-
ked. The possible factors that influence the stress pro-
voked by the cold are discussed.
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