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RESUMO 

A acetilcolina (ACh) é o mediador químico do sistema nervoso parassimpático, e no 

coração ativa receptores pós-sinápticos específicos, chamados muscarínicos, gerando 

redução da frequência cardíaca, diminuição da força de contração e do metabolismo 

celular. Para que a ACh seja liberada na fenda sináptica e desempenhe seu papel na 

musculatura cardíaca é necessário que aconteça um importante evento da 

neurotransmissão colinérgica que é a internalização do neurotransmissor (NT) nas 

vesículas sinápticas via transportador vesicular de ACh (VAChT). Prado et al. (2006) 

geraram uma linhagem de camundongos que apresenta expressão reduzida (knockdown) 

do gene do VAChT para avaliar a importância funcional deste transportador na 

neurotransmissão colinérgica. Estudos a respeito das alterações cardíacas desses animais 

têm demonstrado uma diminuição da função cardíaca do ventrículo esquerdo com 

diminuição do índice de contratilidade e sinais sugestivos de hipertrofia cardíaca. Este 

trabalho pretende investigar possíveis alterações cardíacas no ventrículo esquerdo 

durante o desenvolvimento de animais selvagens e transgênicos para o VAChT nas 

idades de 21 dias, 3 e 12 meses. Utilizando a técnica de microscopia óptica realizamos 

medimos a frequência volumétrica de alguns parâmetros tais como: núcleos celulares, 

fibra muscular, vasos e tecido conjuntivo. Através dessa análise nós observamos que os 

animais VAChT KDHOM não apresentaram nenhuma alteração significativa nas idades 

de 21 dias e 3 meses e que os animais VAChT KDHOM com a idade de 12 meses 

apresentaram um aumento no perfil de vasos sanguíneos. Utilizando ainda a 

microscopia de rotina, realizamos a medida do diâmetro dos cardiomiócitos nas três 

idades estudadas. Os animais VAChT KDHOM animais somente nas idades de  3 e 12 

meses apresentaram um aumento significativo no diâmetro dos cardiomiócitos quando 

comparados aos animais VAChT WT. Com o intuito de realizar uma investigação mais 

detalhada, utilizamos a microscopia eletrônica de transmissão para analisar a 

musculatura ventricular esquerda destes animais no plano ultrasestrutural. Medimos a 

frequência volumétrica de alguns parâmetros tais como: perfis de mitocôndrias, 

miofibrilas, núcleos, túbulos T, ente outros. Através dessa análise nós observamos que 

os animais VAChT KDHOM nas idades de 3 e 12 meses apresentaram um aumento na 

quantidade de miofibrilas e uma diminuição no perfil de mitocôndrias quando 

comparados aos animais VAChT WT. Esses dados poderão ser usadas para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o controle de aspectos 



 

relacionados à disfunção colinérgica no envelhecimento e em doenças que cursam com 

comprometimento da função cardíaca.  



 

ABSTRACT 

Acetylcholine (ACh) is the chemical mediator of the parasympathetic 

nervous system and activates specific postsynaptic receptors in the heart, called 

muscarinic, reducing heart rate, contraction power and cellular metabolism. ACh is 

released into the synaptic cleft and plays its role in cardiac muscle when an important 

event of the cholinergic neurotransmission must happen: the NT internalization in the 

synaptic vesicles via vesicular ACh transporter (VAChT). Prado et al. (2006) generated 

a strain of mice that has reduced expression (knockdown) of VAChT gene to assess the 

functional importance of this transporter in cholinergic neurotransmission. Studies of 

cardiac abnormalities of such animals have demonstrated a decrease in cardiac function 

of the left ventricle with reduction of contractility index and suggestive signs of cardiac 

hypertrophy. This work aims to investigate possible cardiac changes in the left ventricle 

in VAChT WT and KD animals in the ages of 21 days, 3 and 12 months. Using optical 

microscopy we measured the volumetric rate of some parameters such as cellular 

nucleus, muscular fiber, vessels and connective tissue. Through this analysis we 

observed that at the histological level, there was no difference in left ventricles from 

animals VAChT KDHOM and WT at 21 days and 3 months.  At 12 months of age, 

there was an increase in blood vessels profile in left ventricles from VAChT KDHOM 

compared to WT. We also measured the size of cardiomyocytes in the three studied 

ages. The animals VAChT KDHOM solely at the ages of 3 and 12 months showed a 

significant increase in the size of the cardiomyocytes compared to VAChT WT animals. 

We used transmission electron microscopy to analyze the left ventricular muscles of 

these animals in ultrastructural level. We measured the volumetric rate of some 

parameters such as mitochondria profile, myofibrils, nucleus, T tubules, among others. 

We observed that animals VAChT KDHOM at ages of 3 and 12 months (not 21 days) 

showed an increase in the number of myofibrils and a decrease in the profile of 

mitochondria when compared to animals VAChT WT. This data may be useful for the 

development of new therapeutic strategies to control aspects related to cholinergic 

dysfunction in aging and in diseases with impaired cardiac function. 
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1 Introdução 

1.1 O Coração e seu sistema especializado de condução. 

O coração possui um sistema de células especializadas que são responsáveis pela 

produção e condução de impulsos que levam à contração rítmica da musculatura 

cardíaca. Este sistema é capaz de promover contração atrial e propagar o impulso 

gerando uma contração quase que simultânea das duas porções ventriculares. Durante o 

percurso, o impulso sofre um pequeno retardo na condução para que seja possível o 

total enchimento das câmaras dos ventrículos. Na fibra muscular cardíaca dos 

ventrículos, o potencial de ação é desencadeado por um estímulo elétrico que promove a 

abertura dos canais rápidos de sódio sensíveis à voltagem. Essa abertura permite um 

rápido influxo de sódio para o interior da fibra por alguns milésimos de segundos e 

posterior inativação destes canais. Em seguida os canais lentos de cálcio-sódio são 

abertos e por promoverem a internalização de cargas positivas para a fibra muscular 

observa-se a presença de um platô no potencial de ação ventricular. Por fim, a abertura 

dos canais de potássio com grande difusão de íons potássio para fora da célula, faz com 

que a o potencial de membrana retorne ao seu valor de repouso (KAESE et al, 2012). 

Antes de chegar ao ventrículo, o potencial de ação é gerado e conduzido por um sistema 

especializado e condutor do qual fazem parte (Figura 1): 

A. Nodo sinoatrial (SA), região muscular especializada com capacidade de 

autoexcitação e consequente produção de impulsos e contrações automáticas 

e rítmicas. É a região responsável por desencadear o potencial de ação que 

vai ser transmitido ao músculo cardíaco de forma geral. Diferentemente dos 

ventrículos, quando as células especializadas estão em repouso, existe um 

vazamento dos íons sódio para o meio interno celular, tornando o potencial 

de membrana menos negativo. O potencial de ação gerado no nodo sinoatrial 

é mais lento que o ocorrido na musculatura ventricular e é o vazamento de 

íons sódio para o interior celular que provoca sua autoexcitação e 

consequente geração do potencial de ação (MONFREDI et al, 2010).  

B. Vias internodais: são formadas por fibras atriais responsáveis pela 

condução dos impulsos SA para o nodo atrioventricular (AV). 
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C. Nodo átrio-ventricular, constitui uma região especializada em retardar o 

impulso para que os átrios consigam esvaziar todo o seu conteúdo nos 

ventrículos antes que comece a contração ventricular. 

D. Sistemas de Purkinje: são constituídos por fibras musculares cardíacas 

mais espessas responsáveis pela condução do impulso aos ventrículos. Suas 

gap junctions (junções abertas) possuem alto grau de permeabilidade nos 

discos intercalares dispostos entre as sucessivas células cardíacas que 

formam a fibra de Purkinje, facilitando assim a passagem de íons e 

aumentando, por conseguinte a velocidade da condução (BOYDEN et al, 

2010). 

 
Figura 1 Representação do sistema de condução cardíaco, onde observamos a presença do 

nodo sinoatrial, nodo átrio-ventricular e fibras de purkinge. Fonte: 

http://blogdoecg.blogspot.com.br/2010/04/ imagens-de-sistema-de-conducao-cardiaca.html 

1.2 O sistema nervoso autônomo e o controle da função cardíaca  

Além do controle cardíaco realizado pelo nodo SA, o coração recebe ainda a 

influência do sistema nervoso autônomo adrenérgico e colinérgico que são capazes de 

interferir na função da musculatura cardíaca por atuar nas células especializadas bem 

como também diretamente sobre as células musculares cardíacas padrão (FLAIM et al, 

2007)(Figura 2).  

http://blogdoecg.blogspot.com.br/2010/04/


 

19 

 

No coração, a inervação colinérgica é realizada via nervo vago, sendo 

encontrada no nodo sinoatrial, miocárdio atrial, nodo átrio-ventricular e sistema de 

condução ventricular (KENT et al. 1974). Nesses componentes cardíacos, a liberação da 

ACh diminuirá a atividade de marcapasso do nodo SA e condução do nodo AV (RANA 

et al, 2010), provocando uma supressão do potencial de ação gerado em algumas fibras 

do átrio. Além disso, em algumas regiões do miocárdio atrial, a ACh promove a perda 

de excitabilidade (CARVALHO et al, 1969). Algumas fibras parassimpáticas são 

encontradas ainda em menor quantidade no miocárdio ventricular, onde a estimulação 

realizada pela ACh sobre os receptores muscarínicos leva à inibição dos canais para 

cálcio voltagem dependente do tipo L e consequente diminuição da contratilidade dos 

cardiomiócitos (NAGATA et al. 2000). Com a diminuição da contratilidade ocorre uma 

redução da frequência cardíaca, diminuição da força de contração ventricular e do 

metabolismo celular. A redução da função parassimpática é encontrada durante o 

processo de envelhecimento e tem sido observada em algumas doenças que afetam a 

função cardíaca, tais como falência cardíaca (FLORAS 1993), diabetes (MABE et al. 

2006) e hipertensão (DUPREZ 2008; WU et. al. 2008). 

Além do sistema nervoso parassimpático, encontra-se presente no coração o 

sistema nervoso simpático. Esse sistema utiliza como neurotransmissor a noradrenalina 

e no coração ativa receptores pós-sinápticos do tipo β1 (THAKERAY et al, 2012). 

Quando estimulado, o sistema nervoso simpático promove um aumento da freqüência 

cardíaca e da força de contração.  Portanto, a sua ação promove eventos antagônicos aos 

do sistema parassimpático na musculatura cardíaca (OLSHANSKY, 2008). 
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Figura 2: Representação da inervação simpática e parassimpática no coração. À esquerda 

temos a representação esquemática da inervação simpática e à direita temos a 

representação esquemática do inervação parassimpática realizada pelo nervo vago. Fonte: 

Olshansky 2008. 

1.3 Neurotransmissão colinérgica 

O sistema nervoso parassimpático é extremamente importante para o 

funcionamento do coração (ABRAMOCHKIN et al, 2009) e a acetilcolina (ACh) 

desempenha papel fundamental neste processo (Ventura et al, 2010). Ela é sintetizada 

nos terminais pré-sinápticos pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir da 

acetilação de uma molécula de colina previamente disponível no citoplasma do terminal 

neuronal (VENTURA et al, 2010). A colina utilizada na formação da ACh é originária 

principalmente da dieta, sendo levada às células nervosas pela corrente sanguínea 

(SCAGNELLI et al, 1991).Após sua síntese, a ACh é transportada para o interior de 

vesículas sinápticas pelo transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) (BOUCETTA 

E JONES, 2009), capaz de elevar em até 100 vezes a concentração desse 

neurotransmissor no interior dessas vesículas. O VAChT é uma glicoproteína que 
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possui de 500 a 600 aminoácidos e apresenta 12 domínios transmembranares, seu 

funcionamento é dependente de um gradiente eletroquímico. O VAChT promove a 

internalização de uma molécula de ACh realizando a troca por dois prótons. 

(PARSONS e cols., 2003) (Figura 3). 

 
Figura 3: Esquema representativo da vesícula sináptica. O Transportador vesicular de 

acetilcolina (VAChT) usa o gradiente químico produzido pela ATPase vacuolar do tipo V 

(vATPase) para transportar acetilcolina do citosol (AChcito) para o interior da vesícula sináptica 

(AChves), trocando dois prótons (H+ves) por uma molécula de ACh. Fonte: LIMA, 2008, p.5. 

 

Com a chegada de um potencial de ação no terminal pré-sináptico 

colinérgico ocorre a abertura de canais para cálcio sensíveis à voltagem e o aumento da 

concentração de cálcio intracelular faz com que vesículas sinápticas contendo ACh 

sofram fusão (exocitose) com a membrana plasmática do terminal pré-sináptico, 

liberando assim o seu conteúdo na fenda sináptica. Após a exocitose e ativação dos 

receptores colinérgicos, a acetilcolina é hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE) 

presente na fenda sináptica, gerando colina e acetato. A colina é recaptada para o 

interior do terminal por meio de seu transportador de membrana de alta afinidade 

(CHT1), sendo posteriormente reutilizada para a síntese de nova acetilcolina (RIBEIRO 

et al., 2006)(Figura 4). 
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Figura 4: Desenho esquemático da neurotransmissão colinérgica. A ACh é sintetizada pela 

enzima colina acetiltransferase (ChAT) e armazenada em vesículas sinápticas pelo transportador 

vesicular de acetilcolina (VAChT). Com a exocitose, o neurotransmissor pode se ligar a 

receptores pós-sinápticos. Após a degradação da ACh pela acetilcolinesterase (AChE), a colina 

é novamente recaptada para o terminal pré-sináptico pelo transportador de colina de alta 

afinidade (ChT1). Fonte: Marina Viveiros Trajano Cruz 

 

No coração, após sua liberação pelos terminais nervosos parassimpáticos, a 

ACh difunde-se e ativa receptores pós-sinápticos específicos, chamados receptores 

muscarínicos (Dhein et.al 2001). Existem cinco subtipos de receptores muscarínicos: 

M1, M2, M3, M4 e M5. Estes receptores são proteínas de membrana com sete domínios 

transmembranares pertencentes à subfamília de receptores acoplados à proteína G 

(VENTURA et al, 2010). Por serem localizados em diferentes tecidos e órgãos, os 
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receptores colinérgicos do tipo muscarínico atuam como mediadores de várias funções 

fisiológicas como regulação da temperatura corporal, transpiração, motilidade do trato 

gastrointestinal, secreção de glândulas endócrinas e exócrinas, frequência cardíaca e 

pressão sanguínea (KREJČÍ et al, 2004). 

 Na musculatura cardíaca são encontrados os seguintes subtipos de 

receptores muscarínicos: M1, M2 e M3. O subtipo M2 está presente em maior 

quantidade e quando ativado, acopla-se preferencialmente à proteína G inibitória, 

inibindo assim a atividade da enzima adenilciclase e reduzindo os níveis intracelulares 

de AMP cíclico (VENTURA et al, 2010). Além disso, a ativação dos receptores M2 

promove a abertura dos canais para potássio com consequente hiperpolarização da 

célula cardíaca (LACROIX et al., 2008). A hiperpolarização diminuirá a excitabilidade 

da fibra cardíaca a novos potenciais de ação (LACROIX et al., 2008). Já a redução dos 

níveis de AMPc por sua vez leva a uma inibição da ativação dos canais de cálcio do tipo 

L a uma redução da contração da musculatura cardíaca (WETTSCHURECK et al, 

2005). 

Lacroix et al (2008) mostraram que camundongos Knockout para o receptor 

M2 possuem uma maior susceptibilidade ao estresse cardíaco, sugerindo um possível 

papel protetor do sistema nervoso parassimpático no coração. De encontro a esses 

resultados, a estimulação vagal tem sido caracterizada como benéfica no quadro de 

insuficiência cardíaca que cursa com uma estimulação aumentada do sistema nervoso 

simpático (SABBAH et al, 2011). Exitem vários estudos que analisam os efeitos da 

estimulação vagal na cardioproteção, mas os mecanismos envolvidos nessa proteção 

ainda são pouco conhecidos, uma vez que alterações crônicas na liberação de ACh 

podem ser letais (LARA et al, 2010). 

 

1.4 Animais VAChT knockdown: um modelo para se estudar a disfunção 

colinérgica cardíaca. 

Um grupo de pesquisadores coordenado pelo Prof. Marco Antônio Prado, 

hoje no Robarts Institute da Universtity of Western Ontário, gerou, por recombinação 

homóloga, uma linhagem de camundongos que apresenta expressão reduzida 

(knockdown) do gene do transportador vesicular da acetilcolina, para avaliar a 



 

24 

 

participação e a importância funcional do VAChT na neurotransmissão colinérgica. 

Análises revelaram uma redução de 45% na expressão do VAChT em camundongos 

heterozigotos enquanto nos homozigotos a redução foi de 65% (PRADO et al., 2006). A 

menor expressão de VAChT não levou à morte os animais geneticamente modificados, 

permitindo que os camundongos atingissem a idade adulta. Prado et al,  2006 

mostraram ainda que a redução na expressão do VAChT levou a uma diminuição na 

liberação de ACh e que esses animais apresentavam ainda distúrbios neuromusculares 

acompanhados de alterações cognitivas. O VAChT KD 
HOM

 não apresenta alterações em 

outras proteínas envolvidas na síntese e liberação de ACh e nem as responsáveis pela 

receptação da colina. (PRADO et al., 2006). 

Utilizando este modelo animal com disfunção colinérgica, Lara e 

colaboradores (2010) demonstraram que a expressão reduzida do VAChT causa 

alterações cardíacas importantes. Os animais apresentaram uma disautonomia que é 

causada pela diminuição do tônus colinérgico e essa diminuição cursa com um aumento 

do tônus simpático. As mudanças nos tônus são acompanhadas de aumento significativo 

na expressão dos níveis de RNAm dos receptores colinérgicos muscarínicos M1, M2 e M3 

e diminuição nos receptores adrenérgicos β1 nos camundongos adultos VAChT 

KD
HOMO

. Outras alterações foram encontradas por esses autores no que diz respeito a: 

diminuição da fração de ejeção do ventrículo esquerdo; presença de marcadores de 

estresse cardíaco como peptídeo natriurético atrial, peptídeo natriurético do tipo B, 

cabeça pesada β da miosina; hipertrofia cardíaca concêntrica e diminuição das correntes 

de cálcio. A hipertrofia cardíaca apresentada por LARA et al.(2010) foi pronunciada a 

partir dos animais com 6 meses, sendo que não foi possível observar alterações nos 

animais de 3 meses. Entretanto características ultraestruturais do tecido muscular 

cardíaco destes animais com disfunção colinérgica ainda não foram descritas.   
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar as possíveis alterações morfológicas da musculatura cardíaca do 

ventrículo esquerdo de camundongos  com disfunção colinérgica resultante da deleção 

parcial do gene do transportador vesicular de acetilcolina nas idades de 21 dias, 3 e 12 

meses.. 

2.2 Objetivos Específicos 

-Analisar qualitativamente no plano óptico amostras de tecido muscular cardíaco de 

ventrículo esquerdo. 

-Realizar análise quantitativa no plano óptico de perfis de vasos, núcleos, fibra muscular 

e  determinar o diâmetro de cardiomiócitos em amostras de tecido muscular cardíaco de 

ventrículo esquerdo. 

-Analisar qualitativamente no plano ultraestrutural amostras de tecido muscular 

cardíaco de ventrículo esquerdo. 

-Realizar análise quantitativa no plano ultraestrutural de perfis de vasos, núcleos, 

número de miofibrilas, matriz extracelular, mitocôndrias em amostras de tecido 

muscular cardíaco de ventrículo esquerdo. 
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3  Materiais e Métodos 

3.1 Animais 

Para a realização deste estudo nós utilizamos camundongos C57BL/6J 

selvagens (WT) e com alteração na expressão do VAChT (knockdown) gerados pela 

equipe do professor Marco Antônio Prado utilizando técnicas de recombinação 

homóloga baseadas no sistema Cre-LoxP (PRADO et al., 2006; DE CASTRO et al., 

2009). Essas linhagens de camundongos transgênicos encontram-se no biotério do 

Departamento de Fisiologia e Biofísica do ICB/UFMG e estão sob a responsabilidade 

da Profa. Silvia Guatimosim Fonseca, colaboradora deste projeto. Os animais WT e 

knockdown foram estudados nas idades de 21 dias, adultos (8-12 semanas) e idosos (12 

meses), constituindo grupos de 3 animais de cada genótipo para as idades em estudo. 

3.2 Análise óptica- Histologia de Rotina  

Grupos de animais C57BL/6J WT e knockdown nas idades de 21 dias e 

adultos (8-12 semanas) e idosos (12 meses) foram destinados a experimentos de 

microscopia óptica. Os camundongos foram sacrificados e os corações foram dissecados 

e separados em átrio direito, átrio esquerdo, ventrículo direito e ventrículo esquerdo. 

Para examinar diferenças morfológicas, as preparações cardíacas de ventrículo esquerdo 

foram fixadas em solução de paraformaldeído 4,0%, glutaraldeído 2,5% em tampão 

fosfato 0,1M (pH 7.4) por 48hs a 5ºC. Em seguida, os músculos foram desidratados em 

uma série ascendente de etanol (70, 80, 90 e 95%) em temperatura ambiente. 

Posteriormente foi realizada uma pré-infiltração em uma solução 1:1 de álcool 95% e 

resina glicol metacrilato (Leica Historesin) por 24 horas a 5ºC e uma infiltração por 

mais 24 horas em resina glicol metacrilato pura (Leica Historesin). Por fim, os 

fragmentos foram incluídos em resina glicol metacrilato, contendo o polimerizador, por 

no mínimo 12 horas à temperatura ambiente. Após a polimerização dos blocos de resina 

contendo os fragmentos do tecido foi realizada a microtomia com navalha de vidro 

(cortes de 3µm), utilizando um micrótomo (Leica Reichert-Jung®) localizado no 

laboratório de Neurobiologia do departamento de morfologia do ICB. Os cortes foram 

então coletados em uma lâmina de vidro e corados com azul de toluidina durante 30 

segundos. A solução de azul de toluidina é feita através da mistura do borato de sódio 
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1,9 gramas, azul de toluidina 1grama e 98 mL de água destilada. O borato de sódio é 

dissolvido na água destilada e em seguida é adicionado o azul de toluidina a solução é 

então agitada e filtrada, sendo posteriormente armazenada em um vidro âmbar. 

3.3 Obtenção de imagens através de microscopia óptica 

A aquisição das fotografias digitais dos cortes foi realizada em microscópio 

óptico Olympus BX 51 no Laboratório de Biologia das Interações Celulares, com 

autorização da professora Walderez Ornela Dutra. 

3.4 Análise das imagens de microscopia óptica- Frequência Volumétrica 

As análises das imagens de microscopia óptica foram realizadas utilizando-

se os programas Image J e Microsoft Excel. No programa Image J as imagens foram 

abertas e nelas foi inserido um gradeado com 108 pontos (Fig 5). A área de um 

quadrado dentro do gradeado correspondeu a 225 µm
2
, sendo que área total analisada 

foi 19800 µm
2
 por imagem. Cada ponto de interseção das linhas dos quadrados foi 

considerado para a quantificação dos itens analisados tais como: núcleos de 

cardiomiócitos, fibras musculares, vasos e núcleos de outras células. Para cada animal 

foram utilizadas 45 imagens totalizando uma área de 891000 µm
2
. Após a marcação no 

Image J, os dados foram transferidos para uma tabela no Microsoft Excel e 

posteriormente para o GraphPad Prism 4 onde os dados foram convertidos em 

representações gráficas. A análise estatística foi realizada pela aplicação dos testes t-

student pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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Figura 5: Imagem representativa da forma de análise no Image J para análise na 

histologia de rotina. 

3.5 Análise das imagens de microscopia óptica- Diâmetro dos 

Cardiomiócitos. 

As análises das imagens de microscopia óptica para determinar o diâmetro 

dos cardiomiócitos foram realizadas utilizando-se os programas AxioVision Rel. 4.8 e 

Microsoft Excel. No programa AxioVision Rel. 4.8 as imagens foram abertas e foi 

realizada a medida do cardiomiócito em uma ferramenta própria do programa. As 

medidas eram realizadas utilizando como referência o centro do núcleo dos 

cardiomócitos (fig 6). Para cada animal foram utilizados 15 cardiomiócitos. Após a 

marcação no AxioVision Rel. 4.8, os valores foram transferidos para uma tabela no 

Microsoft Excel e posteriormente para o GraphPad Prism 4 onde os valores foram 

convertidos em representações gráficas. A análise estatística foi realizada pela aplicação 

dos testes t-student pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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Figura 6: Imagem representativa da forma de análise no AxioVision 4.8 para análise do 

diâmetro dos cardiomiócitos na histologia de rotina. 

3.6 Análise ultra-estrutural da musculatura cardíaca 

Um grupo de animais C57BL/6J WT e knockdown nas idades de 21 dias, 

adultos (8-12 semanas) e idosos (12 meses) foram destinados a experimentos de 

microscopia eletrônica de transmissão. Os camundongos foram sacrificados e tiveram 

os corações dissecados e separados em átrio direito, átrio esquerdo, ventrículo direito e 

ventrículo esquerdo. Para examinar diferenças morfológicas no plano ultraestrutural, as 

preparações cardíacas de ventrículo esquerdo foram fixadas em solução de 

paraformaldeído 4,0%, glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato 0,1M (pH 7.4) 

(solução de Karnovsky modificada), overnight à 4º C. Após fixação, os tecidos foram 

pós-fixados em uma solução de tetróxido de ósmio 1% em tampão cacodilato 0.1M (pH 

7.4) por 90 minutos a 4 °C. Ferrocianeto de potássio foi adicionado a esta solução na 

concentração 1,6% (solução de tetróxido de ósmio reduzido), para que fossem melhor 

evidenciadas as membranas celulares. Os tecidos foram lavados em solução de tampão 

cacodilato 0.1M (pH 7.4) em três banhos de 10 minutos à temperatura ambiente. Os 

músculos foram contrastados por imersão em uranila 2,0% overnight à 4º C, uma vez 
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que ela se liga a radicais fosfatos livres, melhora a visualização das estruturas. Em 

seguida, os músculos foram lavados com água deionizada por 10 minutos em 

temperatura ambiente e desidratados em uma série ascendente de etanol (35, 50, 70, 85, 

95 e 100%) e acetona absoluta à temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada 

uma pré-infiltração em resina epon diluída em acetona, nas respectivas proporções: 1:2, 

1:1 e 2:1, na ausência do polimerizador. Por fim, os fragmentos foram infiltrados em 

resina epon, contendo o polimerizador, por no mínimo 2 horas à temperatura ambiente, 

1 hora em estufa de 40º C e 48 horas em estufa de 60º C. Após a polimerização dos 

blocos de resina contendo os fragmentos do tecido foi realizada a ultramicrotomia com 

navalha de vidro (cortes semifinos de 300 nm) para seleção das áreas de interesse e, em 

seguida, a ultramicrotomia com navalha de diamante (cortes ultrafinos de 50 nm) 

apenas da região selecionada. Os cortes foram montados em grades de cobre de 200 

mesh e contrastados com citrato de chumbo (solução de Reynolds), nosso último 

processo de contrastação, que potencializa ainda mais o contraste e permite a melhor 

visualização das membranas celulares. O processo de preparo das amostras foi realizado 

no Centro de Microscopia da UFMG.  

3.7 Obtenção de imagens através de microscopia eletrônica de transmissão 

A aquisição das fotografias digitais dos cortes ultrafinos foi realizada em 

microscópio eletrônico de transmissão Tecnai-G2-Spirit-FEI/Quanta, com voltagem de 

aceleração de 120 kV localizado no Centro de Microscopia da UFMG.  

3.8 Análise das imagens de microscopia eletrônica de transmissão. 

As análises das imagens de microscopia eletrônica de transmissão foram 

realizadas utilizando-se os programas Image J e Microsoft Excel. No programa Image J 

as imagens foram abertas e nelas foi inserido um gradeado com 35 pontos cuja área de 

cada quadrado foi de 4 µm
2
, obtendo uma área total de 96 µm

2
 por imagem. Cada ponto 

de interseção das linhas dos quadrados foi considerado para a quantificação dos itens 

analisados tais como: número de miofibrilas, perfis de mitocôndrias, perfis de matriz 

extracelular e perfis de núcleos, vasos e túbulos T. Para cada animal foram utilizadas 15 

imagens totalizando uma área de 1440 µm
2
. Após a marcação no Image J, os dados 

foram transferidos para uma tabela no Microsoft Excel e posteriormente para o 

GraphPad Prism 4 onde os dados foram convertidos em representações gráficas. A 



 

33 

 

análise estatística foi realizada pela aplicação dos testes t-student não pareado. Os 

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 
Figura 7: Imagem representativa da forma de análise no Image J para microscopia 

eletrônica de transmissão. 
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4 Resultados 

4.1 Animais de 21 dias  

Iniciamos as nossas investigações em animais com a idade de 21 dias uma 

vez que é demonstrado na literatura que é nessa idade que o sistema nervoso autônomo 

colinérgico torna-se desenvolvido (FREGOSO and HOOVER, 2012). Para verificar 

possíveis alterações na morfologia dos ventrículos esquerdos de corações dos animais 

VAChT KDHOM em relação aos WT, utilizamos inicialmente a técnica de microscopia 

óptica de rotina. Nas figuras 8 A e 8 B podemos observar as imagens representativas de 

amostras de ventrículo esquerdo de animais VAChT KDHOM e VAChT WT 

respectivamente. Em uma análise qualitativa não percebemos nenhuma diferença entre 

os dois genótipos. Realizamos então, uma análise quantitativa comparando a 

porcentagem de aparições de parâmetros como: núcleos de cardiomiócitos (figura 8 C), 

fibras musculares (figura 8 D), vasos (figura 8 E) e núcleos de outras células (figura 8 

F). Através da análise por proporção volumétrica observou-se que os camundongos 

VAChT KDHOM não apresentam diferenças significativa nos parâmetros avaliados 

quando comparados aos camundongos WT na idade de 21 dias (Figura 8).  
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Figura 8: Análise óptica de ventrículo esquerdo de camundongos VAChT WT e HOM na 

idade de 21 dias. A- imagem representativa de microscopia óptica de um animal WT. Barra de 

escala 20 µm. B- imagem representativa de microscopia óptica de um animal KDHOM. Barra 

de escala 20 µm. C- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis de núcleos de 

cardiomiócitos. D- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis de fibras 

musculares. E- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis vasos. F- Gráfico 

representando a porcentagem de aparições de perfis de núcleos de outras células. (n=6, 45 

imagens analisadas por animal, magnificação 63X). 
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Outra forma de analisarmos alterações morfológicas que poderiam estar 

ocorrendo no tecido cardíaco é a medida do diâmetro dos cardiomíocitos. Utilizou-se 

então novamente a microscopia óptica para determinar esse parâmetro. Nas figuras 9 A 

e 9 B podemos observar imagens representativas de animais VAChT KDHOM e 

VAChT WT, respectivamente. A análise dos dados mostrou que os cardiomiócidos de 

amostras de ventrículo esquerdo de camundongos VAChT KDHOM não apresentam 

diferenças significativa no diâmetro dos cardiomiócitos quando comparados aos 

camundongos WT na idade de 21 dias (Figura 9).   
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Figura 9: Diâmetro dos cardiomiócitos de animais VAChT WT e HOM com idade de 

21dias. A- imagem representativa de microscopia óptica de um animal WT. Barra de escala 10 

µm. B- imagem representativa de microscopia óptica de um animal KDHomo. Barra de escala 

10 µm. C- Gráfico representando a média do diâmetro dos cardiomiócitos. . (n=6, 15 imagens 

analisadas por animal). 
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A fim de determinar os efeitos da expressão reduzida de VAChT na 

morfologia da musculatura cardíaca ventricular esquerda, utilizou-se a microscopia 

eletrônica de transmissão para examinar e caracterizar a ultraestrutura dos 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos VAChT KD
HOM

 nas idades de 21 dias. As 

imagens 10 A e 10 B são micrografias eletrônicas representativas de animais VAChT 

KDHOM e VAChT WT respectivamente. Podemos perceber que não existem 

diferenças evidentes quando comparamos os dois genótipos. Realizamos uma análise 

quantitativa por frequência volumétricas de alguns parâmetros como: número de 

miofibrilas (figura 10 C), perfis de mitocôndrias (figura 10 D), perfis de matriz 

extracelular (figura 10 E) e perfis de núcleos, vasos e túbulos T (figura 10 F). Através 

dessa análise observou-se que os camundongos VAChT KDHOM não apresentam 

diferenças significativa nos parâmetros avaliados quando comparados aos camundongos 

WT na idade de 21 dias (Figura 10). 
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Figura 10: Análise ultraestrutural da musculatura cardíaca ventricular de animais 

VAChT WT e HOM com idade de 21dias. A- imagem representativa de microscopia 

eletrônica de transmissão de um animal WT. Barra de escala 1 µm B- imagem representativa de 

microscopia eletrônica de transmissão de um animal KD
Homo

. Barra de escala 1 µm C- Gráfico 

representando a média do número de aparições de miofibrila em camundongos VAChT-KD 

homozigotos comparados com VAChT WT. D- Gráfico representando a média do número de 

aparições de mitocôndrias em camundongos VAChT-KD homozigotos comparados com 

VAChT WT. E- Gráfico representando a média do número de aparições de matriz extracelular 

em camundongos VAChT-KD homozigotos comparados com VAChT WT. F- Gráfico 

representando a média do número de aparições de núcleos, vasos e túbulos T em camundongos 

VAChT-KD homozigotos comparados com VAChT WT. (n=6, 15 imagens analisadas por 

animal, magnificação 16500X). 
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4.2 Animais Adultos 

Nosso próximo passo foi então investigar se alterações poderiam surgir ao 

longo do desenvolvimento pós-natal. Para isso, realizou-se a mesma sequência de 

experimentos descrita anteriormente porém agora em animais de 3 meses. Nas figuras 

11 A e 11 B podemos observar as imagens representativas de amostras de ventrículo 

esquerdo de animais VAChT KDHOM e VAChT WT respectivamente. Em uma análise 

qualitativa não conseguimos perceber diferenças aparentes nas imagens dos dois 

genótipos. Comparou-se a porcentagem de aparições de parâmetros como: núcleos de 

cardiomiócitos (figura 11 C), fibra muscular (figura 11 D), vasos (figura 11 E) e 

núcleos de outras células (figura 11 F). Através dessa análise quantitativa, observou-se 

que os camundongos VAChT KDHOM não apresentam diferenças significativa nos 

parâmetros avaliados quando comparados aos camundongos WT na idade adulta 

(Figura 11).  
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Figura 11: Análise óptica de ventrículos esquerdos de animais VAChT WT e HOM de 3 

meses. A- imagem representativa de microscopia óptica de um animal WT. Barra de escala 20 

µm B- imagem representativa de microscopia óptica de um animal KD
Homo

. Barra de escala 20 

µm. C- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis de núcleos de 

cardiomiócitos. D- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis de fibras 

musculares. E- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis vasos. F- Gráfico 

representando a porcentagem de aparições de perfis de núcleos de outras células. (n=6, 45 

imagens analisadas por animal, magnificação 63X). 
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Apesar de não ter encontrado diferenças estatísticas em relação à frequência 

volumétrica, realizamos ainda uma análise em microscopia óptica para a determinação 

do diâmetro dos cardiomiócitos. As figuras 5A e B são imagens representativas e nelas 

é possível observar que o camundongo VAChT KDHOM apresentam diferenças 

significativa no diâmetro dos cardiomiócitos quando comparado ao WT. A análise 

quantitativas realizada em diferentes amostras de ventrículo esquerdo para cada 

genótipo estudado confirmam um aumento no diâmetro dos cardiomiócitos nos animais  

VAChT KDHOM (figura 12 C).  
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Figura 12: Diâmetro dos cardiomiócitos de animais VAChT WT e HOM de 3 meses A- 
imagem representativa de microscopia óptica de um animal WT. Barra de escala 10 µm B- 

imagem representativa de microscopia óptica de um animal KD
Homo

. Barra de escala 10 µm C- 

Gráfico representando a média do diâmetro dos cardiomiócitos.  (n=6, 15 imagens analisadas 

por animal). 
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Diante dos achados em relação ao diâmetro dos cardiomiócitos através da 

microscopia óptica nos animais adultos, utilizamos a microscopia eletrônica de 

transmissão para analisar possíveis alterações morfológicas ultraestruturais no 

ventrículo esquerdo de animais VAChT KDHOM na idade adulta. No plano 

ultraestrutural, observou-se que os animais VAChT KDHOM apresentam um maior 

número de miofibrilas e um menor número de mitocôndrias quando comparados aos 

animais VAChT WT (figuras 13 A e 13 B). Foi realizada ainda a quantificação por 

frequência volumétrica de alguns parâmetros tais como: número de miofibrilas (figura 

13 C), perfis de mitocôndrias (figura 13 D), perfis de matriz extracelular (figura 13 E) 

e perfis de núcleos, vasos e túbulos T (figura 13 F). Através dessa análise quantitativa 

observou-se que os camundongos VAChT KDHOM não apresentam diferenças 

significativa nos parâmetros perfis de matriz extracelular, perfis de vasos, perfis de 

túbulos T e perfis de núcleos quando comparados aos camundongos WT. Já em relação 

ao número de miofibrilas, os animais VAChT KDHOM, apresentaram um aumento 

significativo quando comparados aos camundongos WT (figura 13 C) . Os animais 

VAChT KDHOM também apresentaram ainda uma diminuição no perfil de 

mitocôndrias quando comparados aos camundongos WT (figura 13 D). 
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Figura 13: Análise ultraestrutural da musculatura cardíaca ventricular de animais 

VAChT WT e HOM adultos de 3 meses.  A- imagem representativa de microscopia eletrônica 

de transmissão de um animal WT. Barra de escala 1 µm. B- imagem representativa de 

microscopia eletrônica de transmissão de um animal KD
Homo

. Barra de escala 1 µm. C- Gráfico 

representando a média do número de aparições de miofibrila em camundongos VAChT-KD 

homozigotos comparados com VAChT WT. D- Gráfico representando a média do número de 

aparições de mitocôndrias em camundongos VAChT-KD homozigotos comparados com 

VAChT WT. E- Gráfico representando a média do número de aparições de matriz extracelular 

em camundongos VAChT-KD homozigotos comparados com VAChT WT. F- Gráfico 

representando a média do número de aparições de núcleos, vasos e túbulos T em camundongos 

VAChT-KD homozigotos comparados com VAChT WT. (n=6, 15 imagens analisadas por 

animal, magnificação 16500X). 
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4.3 Animais Idosos  

Visando acompanhar possíveis progressões nas alterações morfológicas na 

musculatura ventricular esquerda de camundongos VAChT KDHOM partimos para 

uma investigação em camundongos idosos de 12 meses. Utilizamos novamente a 

microscopia óptica para realizar um estudo baseado na frequência volumétrica. Nas 

figuras 14 A e 14 B podemos observar as imagens representativas de amostras de 

ventrículo esquerdo de animais VAChT KDHOM e VAChT WT respectivamente. Em 

uma análise qualitativa não podemos perceber nenhuma diferença marcante entre os 

dois genótipos. Nesse estudo nós comparamos assim como nas demais idades, a 

porcentagem de aparições de parâmetros como: núcleos de cardiomiócitos (figura 14 

C), fibra muscular (figura 14 D), vasos (figura 14 E) e núcleos de outras células 

(figura 14 F) o que nos forneceu um dado quantitativo. Através dessa análise 

observamos que os camundongos VAChT KDHOM não apresentam diferenças 

significativas nos parâmetros núcleos de cardiomiócitos, fibra muscular e núcleos de 

outras células quando comparados aos camundongos WT. Já em relação ao perfil de 

vasos, encontramos um aumento significativo nos camundongos VAChT KDHOM 

quando comparados aos camundongos WT (figura 14 E). 
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Figura 14: Análise óptica de ventrículo esquerdo de camundongos VAChT WT e HOM 

idosos de 12 meses. A- imagem representativa de microscopia óptica de um animal WT. Barra 

de escala 20 µm. B- imagem representativa de microscopia óptica de um animal KD
Homo

. Barra 

de escala 20 µm. C- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis de núcleos de 

cardiomiócitos. D- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis de fibras 

musculares. E- Gráfico representando a porcentagem de aparições de perfis vasos. F- Gráfico 

representando a porcentagem de aparições de perfis de núcleos de outras células. (n=6, 45 

imagens analisadas por animal, magnificação 63X). 
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Mais uma vez não encontramos diferenças significativas em relação à 

frequência volumétrica de núcleos de cardiomiócitos e fibras musculares. Uma vez que 

em experimento anterior realizado com animais adultos nós encontramos diferenças 

entre os dois genótipos no que diz respeito ao diâmetro dos cardiomiócitos, nós então 

realizamos essa medida em amostras de ventrículos de animais idosos. As figuras 15 A 

e B são imagens representativas e nelas é possível observar que o camundongo VAChT 

KDHOM apresentam diferenças significativa no diâmetro dos cardiomiócitos quando 

comparado ao WT. A análise quantitativas realizada em diferentes amostras de 

ventrículo esquerdo para cada genótipo estudado confirmam um aumento no diâmetro 

dos cardiomiócitos nos animais VAChT KDHOM (figura 15 C).  
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Figura 15: Diâmetro dos cardiomiócitos de animais VAChT WT e HOM idosos de 12 

meses. A- imagem representativa de microscopia óptica de um animal WT. Barra de escala 10 

µm B- imagem representativa de microscopia óptica de um animal KD
Homo

. Barra de escala 10 

µm C- Gráfico representando a média do diâmetro dos cardiomiócitos. (n=3, 15 imagens 

analisadas por animal). 
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Utilizamos mais uma vez a microscopia eletrônica de transmissão para 

investigar possíveis alterações ultraestruturais nos cardiomiócitos ventriculares 

esquerdos de camundongos com défict colinérgico. Nas imagens representativas, 

observou-se que os animais VAChT KDHOM apresentam um maior número de 

miofibrilas e um menor número de mitocôndrias quando comparados aos animais 

VAChT WT (figuras 16 A e 16 B). Analisamos várias imagens para cada genótipo e 

medimos a frequência volumétrica de alguns parâmetros como: número de miofibrilas 

(figura 16 C), perfis de mitocôndrias (figura 16 D), matriz extracelular (figura 16 E), 

núcleos, vasos e túbulos T (figura 16 F). Através dessa análise quantitativa, 

observamos que os camundongos VAChT KDHOM não apresentam diferenças 

significativa nos parâmetros perfis de matriz extracelular, vasos, túbulos T e núcleos 

avaliados quando comparados aos camundongos WT. Já em relação ao número de 

miofibrilas, os animais VAChT KDHOM, apresentaram um aumento significativo 

quando comparados aos camundongos WT (figura 16 C). Os animais VAChT 

KDHOM apresentaram ainda uma diminuição no perfil de mitocôndrias quando 

comparados aos camundongos WT (figura 16 D). 
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Figura 16: Análise ultraestrutural da musculatura cardíaca ventricular de animais 

VAChT WT e HOM idosos de 12 meses. A- imagem representativa de microscopia eletrônica 

de transmissão de um animal WT. Barra de escala 1 µm B- imagem representativa de 

microscopia eletrônica de transmissão de um animal KD
Homo

. Barra de escala 1 µm C- Gráfico 

representando a média do número de aparições de miofibrila em camundongos VAChT-KD 

homozigotos comparados com VAChT WT. D- Gráfico representando a média do número de 

aparições de mitocôndrias em camundongos VAChT-KD homozigotos comparados com 

VAChT WT. E- Gráfico representando a média do número de aparições de matriz extracelular 

em camundongos VAChT-KD homozigotos comparados com VAChT WT. F- Gráfico 

representando a média do número de aparições de núcleos, vasos e túbulos T em camundongos 

VAChT-KD homozigotos comparados com VAChT WT.(n=6, 15 imagens analisadas por 

animal, magnificação 9000X).  
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5 Discussão 

Neste trabalho nós caracterizamos as alterações morfológicas da 

musculatura cardíaca de camundongos com disfunção colinérgica resultante da 

expressão reduzida do VAChT. Em um estudo prévio realizado com esse mesmo 

modelo experimental, Lara et al (2010) descreveram que os animais VAChT KDHOM 

apresentaram um quadro de disautonomia cardíaca. A disautonomia consiste numa 

perda do balanço funcional do sistema nervoso autônomo, podendo manifestar-se 

através de um aumento da atividade simpática ou de uma hipoatividade parassimpática 

(OKOSHI et al., 2004). O comprometimento da função do sistema nervoso autônomo 

pode gerar alterações estruturais compensatórias sobre a musculatura cardíaca na 

tentativa de manter o bom funcionamento do sistema cardiocirculatório (SELVETELLA 

et al 2005). Dessa forma, tornou-se importante investigar quais seriam as possíveis 

alterações morfológicas da musculatura cardíaca dos animais VAChT KDHOM em 

diferentes idades. 

Dados da literatura sugerem que a neurotransmissão colinérgica no coração 

inicia-se por volta do décimo oitavo dia de vida embrionária onde são percebidos os 

primeiros ramos da inervação colinérgica. No entanto, é somente no vigésimo primeiro 

dia de vida pós-natal que a inervação colinérgica do coração encontra-se totalmente 

desenvolvida. Baseado nessa evidência, neste trabalho nós inicialmente realizamos a 

caracterização morfológica, nos planos óptico e ultraestrutural, do tecido muscular 

cardíaco de camundongos VAChT WT e KDHOM com a idade de 21 dias.  Utilizando 

microscopia óptica de rotina, nós analisamos imagens de musculatura cardíaca para 

determinar a frequência volumétrica de algumas estruturas componentes desse tecido 

tais como: núcleos celulares, fibra muscular, vasos e tecido conjuntivo. Os nossos 

resultados não revelaram nenhuma diferença em relação à frequência volumétrica de 

perfis de núcleos de cardiomiócito ventriculares, de fibra muscular, de vasos e de 

núcleos de outras células nos camundongos VAChT KDHOM quando comparados aos 

VAChT WT como foi demonstrado na figura 8. Além disso, nós quantificamos o 

diâmetro dos cardiomiócitos através de uma medida transversal utilizando como 

referência o centro do núcleo. Nós não encontramos diferenças significativas no 

diâmetro destas células entre os dois genótipos, sugerindo que os cardiomiócitos 
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ventriculares dos camundongos VAChT KDHOM não sofreram alteração de diâmetro 

nos animais com a idade de 21 dias (figura 9). Com o intuito de avaliar se existiriam 

alterações no plano ultraestrutural, nós então partimos para uma análise desse tecido 

conforme demonstrado na figura 10. A análise ultraestrutural revelou que o tecido 

cardíaco dos camundongos VAChT KDHOM não apresenta nenhuma diferença 

significativa quando comparados aos VAChT WT. 

Diogo Guimarães e colaboradores (dados não publicados), realizando estudo 

de função cardíaca neste mesmo modelo experimental nas idades de 3, 6 e 12 meses, 

relatam uma tendência para hipertrofia cardíaca nesses animais a partir de 3 meses de 

idade. Sendo assim, nós resolvemos analisar se existe alguma alteração morfológica na 

musculatura ventricular esquerda de animais VAChT KDHOM quando comparados aos 

animais VAChT WT na idade de 3 meses. Realizando análises de frequência 

volumétrica da musculatura cardíaca de animais VAChT KDHOM com 3 meses de 

idade, nós não encontramos nenhuma diferença em relação à frequência volumétrica de 

perfis de núcleos de cardiomiócito ventriculares, de fibra muscular, de vasos e de 

núcleos de outras células nos camundongos VAChT KDHOM quando comparados aos 

VAChT WT como foi demonstrado na figura 11. Entretanto, quando nós mensuramos o 

diâmetro dos cardiomiócito ventriculares também através da microscopia óptica, nós 

observamos que essas células apresentavam um aumento significativo do seu diâmetro 

nos animais VAChT KDHOM quando comparados aos animais VAChT WT (figura 

12). Com base nesses resultados nós nos perguntamos se também poderiam existir 

alterações ultraestruturais na musculatura cardíaca dos animais VAChT KDHOM. A 

análise ultraestrutural revelou que o tecido cardíaco dos camundongos VAChT 

KDHOM apresentou uma diminuição no perfil de mitocôndrias e um aumento de 

miofibrilas quando comparados aos VAChT WT (Figura 13).  

Lara et al (2010) utilizando técnica de imunofluorescência, através da 

marcação da α-actinina, realizaram medidas da área celular dos cardiomiócitos. Essa 

marcação, demonstrou que cardiomiócitos ventriculares em cultura isolados a partir do 

coração de camundongos VAChT KDHOM na idade de 3 meses apresentavam uma 

diminuição na sua área quando comparados aqueles dos animais VAChT WT, 

sugerindo uma possível atrofia cardíaca. Esses autores também mediram diâmetro dos 

cardiomiócitos em amostras de ventrículo utilizando como coloração a conjugação de 

hematoxilina e eosina e observaram que os cardiomiócitos dos animais VAChT 
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KDHOM eram menores quando comparados aos dos animais VAChT WT (LARA et al, 

2010). Tal resultado diverge daquele encontrado em nosso trabalho, considerando que a 

análise morfométrica revelou um aumento no diâmetro dessas células, sugerindo 

hipertrofia da musculatura cardíaca. O motivo dessa discrepância de resultados talvez 

possa ser explicado pela diferença nas técnicas utilizadas para avaliação da morfologia 

do cardiomiócito ventricular. Lara et al (2010) determinaram o diâmetro dos 

cardiomiócitos através da microscopia de rotina utilizando fixador e método de inclusão 

diferentes dos que nós empregamos em nossos estudos. Em nossos experimentos de 

microscopia óptica, as preparações cardíacas de ventrículo esquerdo foram fixadas em 

solução de paraformaldeído 4,0%, glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 0,1M (pH 7.4) 

e incluídos em resina glicol metacrilato, diferentemente, Lara et al (2010) utilizaram 

como fixador uma solução de Bouin 4% e a parafina para a realização da inclusão. O 

Bouin é considerado um tipo de fixador coagulante e causa uma despolimerização das 

proteínas tissulares, fazendo com que as células e tecidos se apresentem com aspecto 

não homogêneo, o que dificulta a observação de aspectos citológicos. Por outro lado, a 

solução de paraformaldeído e glutaraldeido é considerada um fixador não-coagulante 

que estabelece ligações cruzadas entre as proteínas tissulares e fornece uma maior 

estabilização estrutural e consequentemente, uma melhor preservação histológica 

(AMARAL et al, 2004).  

Conforme mencionado acima, nossos resultados referentes aos animais de 3 

meses mostram um aumento no diâmetro dos cardiomiócitos ventriculares dos animais 

VAChT KDHOM, o que pode ser sugestivo de uma hipertrofia cardíaca. Lara et al 

(2010) avaliando a presença de marcadores para estresse cardíaco, identificaram um 

aumento nos níveis de RNAm para peptídeo natriurético atrial (ANP), peptídeo 

natriurético tipo B (BNP) e a cadeia pesada de miosina (β-MHC) nos camundongos 

VAChT KDHOM de 3 meses. Além disso, os camundongos VAChT KDHOM nessa 

idade apresentaram uma diminuição na contratilidade de seus cardiomiócito 

ventriculares quando comparados aos animais VAChT WT (LARA et al. 2010). Esses 

dados de Lara e colaboradores (2010) demonstrando aumento de marcadores para 

estresse cardíaco e redução da contratilidade de cardiomiócito ventriculares. podem 

indicar de forma indireta uma hipertrofia cardíaca (FREY e OLSON, 2003) o que 

corrobora nossos dados  

Os dados referentes à ecocardiografia dos animais VAChT KDHOM 

revelam como já mencionado anteriormente, que os animais possuem uma tendência 
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para hipertrofia cardíaca a partir dos 3 meses de vida. No entanto, na idade de 12 meses 

eles apresentam um aumento significativo da massa do ventrículo esquerdo sugerindo 

um processo de hipertrofia cardíaca (GUIMARÃES et al comunicação pessoal). Sendo 

assim, tornou-se importante analisar se existe alguma alteração morfológica na 

musculatura ventricular esquerda de animais VAChT KDHOM quando comparados aos 

animais VAChT em animais idosos. Avaliando essa possibilidade nós investigamos as 

alterações morfológicas na musculatura cardíaca de animais na idade de 12 meses, 

através da microscopia óptica convencional e também microscopia eletrônica de 

transmissão. Através da análise de frequência volumétrica a partir das imagens de 

histologia de rotina, nós encontramos que os animais VAChT KDHOM com 12 meses 

de idade apresentaram um aumento no perfil de vasos sanguíneos ao longo do tecido 

cardíaco ventricular em relação aos animais VAChT WT (figura 14). A análise do 

diâmetro dos cardiomiócito ventriculares revelou que essas células eram maiores nos 

animais VAChT KDHOM quando comparados aos animais VAChT WT (figura 15). 

Além disso, a análise ultraestrutural, realizada através da frequência volumétrica, 

demonstrou que o tecido cardíaco ventricular dos camundongos VAChT KDHOM na 

idade de 12 meses apresentou uma diminuição no perfil de mitocôndrias e um aumento 

de miofibrilas quando comparados aos VAChT WT (figura 16), semelhante ao 

observado nos animais adultos. 

Sabe-se que os animais VAChT KDHOM com idade de 6 meses 

apresentaram um aumento na parede do ventrículo esquerdo, sugerindo um processo de 

hipertrofia cardíaca concêntrica (LARA et al. 2010), que pode ocorrer devido a 

sobreposição da atividade simpática sobre a atividade parassimpática, resultando em um 

aumento na sobrecarga cardíaca e consequente hipertrofia compensatória 

(SELVETELLA et al, 2005). As características que definem a hipertrofia são: um 

aumento do tamanho dos cardiomiócitos ventriculares, a síntese de proteína contráteis e 

estruturais aumentada, e uma maior organização do sarcômero (FREY et al 2003; 

FRANCHINI 2001). Os nossos dados de microscopia óptica e eletrônica mostrando que 

os cardiomiócitos ventriculares dos animais VAChT KDHOM na idade de 12 meses 

apresentam diâmetro aumentado e uma maior quantidade de miofibrilas também são 

sugestivos de hipertrofia cardíaca e corroboram os dados da literatura (LARA et al, 

2010 ; SELVETELLA et al, 2005) Um outro estudo realizado por SELVETELLA et al 

(2005) indica que o processo de hipertrofia cardíaca se desenvolve por crescimento dos 

cardiomiócitos ventriculares, formação de capilares e proliferação de fibroblastos. Esses 
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achados estão de acordo com nossos resultados de microscopia óptica no qual nós 

encontramos um aumento no perfil de vasos sanguíneos na musculatura cardíaca 

ventricular nos animais VAChT KDHOM na idade de 12 meses. 

Um dado curioso que nós encontramos e que não apresentamos em nossos 

resultados diz respeito ao fato de não termos observado nenhuma diferença na 

quantidade de tecido conjuntivo na musculatura cardíaca ventricular entre os animais 

VAChT KDHOM e VAChT WT na três idades estudadas. Nós esperávamos que os 

animais VAChT KDHOM nas idades 3 e 12 meses apresentassem uma maior 

quantidade de tecido conjuntivo em relação aos WT, levando em consideração que o 

estresse cardíaco e o envelhecimento contribuem para um aumento na quantidade desse 

tecido na musculatura (AGRAWAL et al, 2010). Uma possível explicação para o nosso 

achado seria que, durante o processo de coloração das lâminas histológicas, nós 

utilizamos o corante azul de Toluidina, que não é específico para evidenciar o tecido 

conjuntivo. Portanto, para afirmar com segurança que não existem diferenças 

significativas entre os genótipos considerando a quantidade desse tecido teríamos que 

realizar uma técnica de coloração específica para tal como, por exemplo, a coloração 

através do tricrômico de masson (JIHGYUAN et al 2011; LARA et al, 2010). 

Além de alterações na quantidade de tecido conjuntivo, o coração em 

processo de envelhecimento é caracterizado por um declínio progressivo da função 

contrátil. Entre os fatores implicados em tais mudanças estão: substituição dos 

cardiomiócitos ventriculares por áreas de fibrose, dano oxidativo e déficit energético, 

que podem ser secundários à função mitocondrial reduzida ou diminuição do conteúdo 

mitocondrial (PICARD et al, 2012; BAYEVA et al, 2010). Os nossos resultados da 

análise ultraestrutural mostram que os animais VAChT KDHOM nas idades de 3 e 12 

meses apresentam uma redução na quantidade de mitocôndrias no tecido cardíaco 

ventricular que pode estar relacionada com a diminuição de contratilidade dos 

cardiomiócitos ventriculares como relatado por Lara e colaboradores (2010). Guimarães 

e colaboradores (dados ainda não publicados) utilizando sondas fluorescentes para 

quantificar os níveis de espécies reativas de oxigênio (EROS) nos corações dos animais 

VAChT KDHOM nas idades de 3, 6 e 12 meses perceberam um aumento na quantidade 

de EROs tanto citosólicas quanto mitocondriais nestes animais nas idades de 6 e 12 

meses quando comparados aos animais VAChT WT. Esses dados corroboram o nosso 

achado da redução da quantidade de mitocôndrias na musculatura ventricular esquerda 
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de animais VAChT KDHOM na idade de 12 meses, já que o aumento da quantidade de 

EROS pode representar disfunção e morte mitocondrial (CHAUDHARY et al, 2011). 

Baseado nas evidências relatadas nesse estudo que sugerem alterações 

morfológicas em um modelo experimental de disfunção colinérgica em diferentes 

idades, pouco se sabe a respeito de alterações morfológicas em outros modelos dessa 

disfunção. Há descrito na literatura outro modelo experimental para disfunção 

colinérgica como o estudado por Lacroix et al (2008). Esse modelo é representado por 

um camundongo knockout para o receptor M2-ACh (M2-KO). Lacroix et al (2008) 

demonstraram que estes animais M2-KO não apresentam nenhuma alteração na função 

cardíaca quando comparados com os animais M2-ACh WT em condições basais. 

Entretanto, quando são submetidos à situação de estresse cardíaco, como um aumento 

da frequência cardíaca através de hiperestimulação simpática, os animais M2-KO 

apresentaram uma diminuição da contratilidade, assim como a identificada por Lara et 

al (2010) em nosso modelo experimental. Uma vez que só foram estabelecidas 

alterações funcionais nos animais M2-KO, torna-se necessária a realização de análises 

morfológicas para comparações futuras de diferentes modelos de disfunção colinérgica. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaudhary%20KR%5Bauth%5D


 

57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÃO 



 

58 

 

6 Conclusão. 

De forma inédita nós estudamos as alterações morfológicas da musculatura 

cardíaca ventricular esquerda de camundongos que apresentam expressão reduzida do 

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT KDHOM). Este modelo animal 

apresenta uma disautonomia cardíaca que é caracterizada por hipoatividade do sistema 

nervoso parassimpático e consequente hiperatividade do sistema nervoso simpático. Em 

conjunto, nossos resultados sugerem a disautonomia cardíaca não induz alterações 

morfológicas na musculatura cardíaca ventricular esquerda em animais VAChT 

KDHOM com a idade de 21 dias, sugerindo que alterações compensatórias podem se 

desenvolver em idades posteriores.   

Interessantemente, nós encontramos que os animais VAChT KDHOM nas 

idades de 3 e 12 meses apresentam alterações ultraestruturais importantes na 

musculatura ventricular esquerda, tais como um aumento na quantidade de miofibrilas, 

o que pode ser responsável pelo aumento do diâmetro dos cardiomiócitos ventriculares 

encontrado através das análises de microscopia óptica. Além disso, nós também 

encontramos, ao nível ultraestrutural, uma redução na quantidade de mitocôndrias na 

musculatura cardíaca ventricular esquerda destes animais. Nossos resultados em 

conjunto com os dados relatados por Lara et al (2010) e Guimarães et al (dados ainda 

não publicados) sugerem que os animais VAChT KDHOM desenvolvem um quadro de 

hipertrofia cardíaca a partir da idade adulta. 

Nós sugerimos que outros trabalhos sejam desenvolvidos a partir dos dados 

relatados para que outras questões que ainda permanecem em aberto sejam respondidas, 

tais como: 1) investigar em que momento do desenvolvimento pós-natal dos animais 

VAChT KDHOM entre as idades de 21 dias e 3 meses de idade as alterações 

morfológicas da musculatura cardíaca se iniciam; 2) avaliar se os animais VAChT 

KDHOM apresentam hiperinervação colinérgica da musculatura cardíaca; 3) analisar de 

forma mais detalhada possíveis alterações mitocondriais; 4) realizar de forma mais 

adequada a quantificação do tecido conjuntivo presente na musculatura cardíaca 

ventricular esquerda de animais VAChT KDHOM.  
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