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RESUMO

Este trabalho teve por objectivo caracterizar, no modelo animal,
as alteragOes ultra-estruturais musculares cardiacas associadas
ao processo de envelhecimento biolégico. A amostra foi consti-
tuida por 31 ratinhos machos, com 3 meses (n=13) e com 7
meses (n=18) de idade. Apds sacrificio, a cada animal foi
removido o coragdo com posterior processamento da parede
ventricular esquerda para andlise a microscopia electrénica de
transmissao. Apés digitalizagdo das fotografias, foram quantifi-
cados o nimero, a frequéncia e as 4reas, quer das mitocondrias
quer dos granulos de lipofuscina/corptsculos residuais. Os
resultados evidenciaram uma maior heterogeneidade mitocon-
drial e maiores dimensdes destes organelos, para os varios per-
centis estudados, nos animais de 7 meses. No que respeita a
frequéncia mitocondrial por drea celular, ndo se observaram
diferengas significativas entre grupos (3 meses: 0,97+0,31 vs 7
meses: 1,03+0,55; p>0,05). Também nao foram observadas
alteracbes na densidade mitocondrial (3 meses: 42,10%=+9,64
vs 7 meses: 45,17%=+18,38; p>0,05). Os granulos de lipofusci-
na/corptsculos residuais ndo aumentaram de dimensdes nem
alteraram a sua densidade celular com a idade (3 meses:
0,35+0,51 vs 7 meses: 0,67+1,12; p>0,05); no entanto, a sua
frequéncia, por area celular, foi significativamente maior nos
animais de 7 meses (3 meses: 0,110,211 vs 7 meses:
0,16+0,16; p<0,05). Dos resultados obtidos é possivel concluir
que sdo ja evidentes nos animais de 3 meses altera¢des celula-
res degenerativas, as quais se agravam com a idade do animal.
Os resultados permitem ainda concluir que a drea das mitocon-
drias cardiacas tende a aumentar com a idade, apesar da sua
densidade celular se ter mantido constante.
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ABSTRACT
Age-induced cardiac muscle ultra-structural
changes in the animal model

The purpose of this work was to characterize, in the animal model, the
cardiac muscle ultra-structural changes associated to biological aging
process. The sample were 31 male mice, aged 3 months (n=13) and 7
months (n=18). After sacrifice, each animal was removed from the
heart with subsequent processing of the left ventricular wall for analy-
sis of transmission electron microscopy. The number, frequency and
areas of the mitochondria and granules of lipofuscin / residual corpus-
cles were quantified by scanning of the obtained photographs. The
results showed a higher mitochondrial heterogeneity and size of these
organelles, for the various percentiles studied in animals of 7 months.
Regarding the frequency of mitochondria by cellular area, there were no
significant differences between groups (3 months: 0.97 * 0.31 vs. 7
months: 1.03 = 0.55, p> 0.05). Also there were no changes in mito-
chondrial density (3 months: 42.10% + 9.64 vs. 7 months: 45.17%
+ 18.38, p> 0.05). The lipofuscin granules / residual corpuscles did
not increase in size or changed their cellular density with age (3
months: 0.35 + 0.51 vs. 7 months: 0.67 = 1.12, p> 0.05); however,
their frequency, by cell area was significantly higher in animals of 7
months (3 months: 0.11 = 0.21 vs. 7 months: 0.16 = 0.16, p
<0.05).

From results it is possible to conclude that are already evident degenera-
tive cellular changes in 3 months aged animals, which worsen with
aging. It can also be concluded that the area of cardiac mitochondria
tends to increase with age, despite its cell density has remained fairly
constant.

Key-words: aging, cardiac muscle, mitochondria, granules of lipofus-
cin, residual corpuscles
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INTRODUGAO

O envelhecimento ¢ inerente a todos os seres vivos e
expressa-se pela perda progressiva de funcionalidade
maxima e pela diminuicdo da capacidade adaptativa
organica, tornando os individuos mais susceptiveis a
ocorréncia de patologias e doengas e aumentando o
risco de morte®30), Este, tornou-se um dos assuntos
mais criticos para as sociedades industrializadas(. 26,
27) uma vez que, com o aumento da esperanga média
de vida, a idade média das populagdes tem vindo a
aumentar e, com ela, também a prevaléncia das doen-
cas associadas@6. 26). Estima-se que nos Estados
Unidos, no ano 2050, existam cerca de 19 milhdes de
pessoas com idades superiores a 85 anos, o que
representa o escaldo etdrio de maior crescimento da
sociedade americana@?. Este crescimento explosivo
do nimero de idosos acima dos 85 anos de idade tera
um impacto dramdtico no futuro da pratica da medi-
cina(9. A mesma situagao repete-se nos paises da
Europa Ocidental onde 1/5 da populagdo tem mais
de 60 anos e, por cada individuo com idade até aos
15 anos, existem 9 com idade superior a 65 anos@4.
Intimamente relacionadas com o envelhecimento
estdo as doengas cardiovasculares, uma das princi-
pais preocupagdes da sociedade moderna. A idade,
por si sé, representa o principal factor de risco para a
doenca cardiovascular®6. 2), sendo o envelhecimento
do coragdo acompanhado por mudangas progressi-
vas, persistentes, potencialmente negativas e, teori-
camente, irreversiveis®5. Nao obstante os grandes
avancos da medicina, a doenga cardiovascular perma-
nece como a maior causa de mortalidade e morbili-
dade nas sociedades industrializadas@®! 26). A World
Health Organization e a International Society of
Hypertension referem que as doengas cardiovascula-
res s30 responsaveis por um ter¢o das mortes em
todo o mundo(6). Segundo Pugh e Wei®?), nos
Estados Unidos, aproximadamente 1 milhio de pes-
soas por ano morrem de causas cardiovasculares,
com enormes custos directos e indirectos de cuida-
dos relacionados com doencas cardiovasculares nos
idosos. De referir ainda, e segundo os mesmos auto-
res, que as estimativas mostram que estes custos
tém tendéncia para aumentar no decorrer das proxi-
mas décadas. No que concerne a Europa, e de acordo
com a European Society of Cardiology, 49% das mor-
tes ocorridas na Europa s3o consequéncia destas
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doencas(6), que representam ainda a principal causa
de morte em adultos de meia-idade e de idosos na
maior parte dos paises europeus®.

Tendo em conta o exposto, as informagdes relativas
as altera¢des funcionais e estruturais do sistema car-
diovascular na auséncia de doenga com a idade sao,
desta forma, essenciais para a defini¢do das caracte-
risticas especificas do processo de envelhecimento
cardiovascular que, como referido, é um dos factores
de maior risco de doenga cardiovascular(9). Estudos
realizados revelam que com a idade ha decréscimo
gradual de elasticidade, da capacidade de estiramen-
to e progressiva rigidez quer das paredes dos vasos
quer das paredes cardiacas, estando o desenvolvi-
mento da rigidez dos grandes vasos relacionado com
o incremento de hipertensao sistélica isolada9. 3, 26).
Paralelamente, a perda de elementos contracteis do
coragdo leva a perda da sua capacidade se adaptar a
variagOes de pré e pds-carga, sobretudo se rapi-
das@9. O coragao torna-se ligeiramente aumentado
de volume devido ao decréscimo de nimero de car-
diomidcitos com consequente hipertrofia dos que
subsistem (@9, 27,19, 10,2) e mais receptivo a estimulos
simpdticos (mas nio parassimpaticos)19).

No entanto, apesar de existirem, tal como se pode
observar, bastantes estudos que documentam os
efeitos do envelhecimento no coragio, poucos sao os
que documentam as altera¢des histolégicas do mus-
culo cardiaco. Com efeito, grande parte dos estudos
existentes foca as alteragbes bioquimicas e funcio-
nais do sistema cardiovascular, em detrimento das
alteracOes estruturais e ultra-estruturais. Para além
disso, importa também referir que, no concerne os
estudos realizados no dmbito do envelhecimento do
sistema cardiovascular, estes salientam principal-
mente as alteracdes que ocorrem a nivel vascular
concentrando-se pouco no que ocorre a nivel do
coragdo. Contudo, é importante frisar que os estudos
de caracter histolégico sao também decisivos para
um melhor entendimento do envelhecimento a nivel
cardiaco, chamando, paralelamente, a atencio dos
investigadores na drea para futuros esforcos de pes-
quisa. Neste sentido, o objectivo principal deste tra-
balho foi o de caracterizar, no modelo animal, as
principais alteragdes ultra-estruturais do musculo
cardiaco que ocorrem com o aumento da idade cro-
nolégica no modelo animal.



MATERIAL E METODOS

Amostra

Foram utilizados 31 ratinhos machos, da estirpe
C57BL6, com 3 meses (n=13, peso de 26,2 + 2,08
gramas) e 7 meses de idade (n=18, peso de 29,7 *
2,39 gramas), provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da USP Brasil. Os animais,
alojados quatro em cada gaiola (Beira Mar SA, Sdo
Paulo, Brasil) tiveram livre acesso a dgua e a alimen-
tacdo (Nuvital nutrientes SA, Curitiba, PR, Brasil), e
foram mantidos a atmosfera normal, com uma tem-
peratura de 21/24 graus centigrados e com uma
variac¢do ciclica de 12 horas luz /12 horas escuro.

Procedimentos

Todos os animais foram sacrificados por deslocamen-
to cervical de acordo com os principios éticos de
experimenta¢do animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,
www.cobea.org.br). Apés toracotomia, o coragao foi
removido e a parede externa do ventriculo esquerdo
preparada para observacdo em microscopia electréni-
ca de transmissdo segundo as técnicas de rotina tra-
dicionais. As pecas foram seccionados em cubos de
1Imm de aresta e fixadas, durante 4 horas, em glute-
raldeido (2,5% em solu¢io tampao de cacodilato de
sodio a 2 M, pH 7.2 — 7.4). Foram posteriormente
lavados em solugao tampio, durante uma hora, pés-
fixados em tetréxido de ésmio a 2%, durante 2
horas, e lavados novamente em solu¢do tampao,
durante trinta minutos. Em seguida, as amostras
sofreram desidrata¢ao progressiva, sob a ac¢io de
concentra¢oes crescentes de alcool etilico, durante 3
horas, e impregnagao com epon durante 4 horas. O
o6xido de propileno foi o composto utilizado na tran-
si¢cao desidratagdo/impregnacao. O corte das amos-
tras foi realizado ap6s a fase de inclusdao que durou 2
dias. Todos os procedimentos foram realizados a
uma temperatura de 4° C, com a excepgdo da fase de
inclusao, que foi executada em estufa a uma tempe-
ratura de 60°C. Dos blocos finais, foram realizados
cortes ultra-finos, com uma espessura de 500 A, des-
tinados a observagdo em microscopia electrénica de
transmissao. Estes cortes foram colocados em gre-
lhas de cobre (300 Mesh) e contrastados com uma
solu¢do aquosa saturada de acetato de uranilo
(durante 30 minutos) e com uma solugio de citrato
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de chumbo (15 minutos), tendo-se procedido a lava-
gens no inicio e no final de cada um destes procedi-
mentos.

Foi utilizado um microscépio electrénico de trans-
missdo da marca Zeiss, modelo EM 10A, a uma vol-
tagem de 60 KV.

Foram efectuadas fotografias das varias grelhas (4
grelhas por animal), com diferentes amplia¢des. As
imagens foram digitalizadas com um scanner da
marca Epson, modelo Perfection 4990 Photo, e pos-
teriormente armazenadas no computador. Nas ima-
gens digitalizadas, em fun¢do da ampliacdo usada,
foi feita a correspondéncia da area da fotografia para
wm?2, sendo contabilizados o nimero de mitocén-
drias e granulos de lipofuscina e/ou corptsculos
residuais por um2. Com a ajuda de um programa da
morfometria (Image J. versdo 1.36b, Wayne
Rasband, National Institute of Health, USA), foram
quantificadas as dreas das mitocondrias e dos granu-
los de lipofuscina e/ou corptsculos residuais. Foi
ainda relativizada a 4rea total das mitocondrias com
a area da célula fotografada (densidade mitocondrial)
tendo o mesmo procedimento sido realizado para os
granulos de lipofuscina e/ou corptisculos residuais
presentes em cada fotografia. Para além desta andlise
quantitativa, foi ainda realizada uma andlise qualita-
tiva da estrutura global do tecido.

Analise dos dados

Para a andlise quantitativa dos dados foi utilizado o
programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) — versao 14.0 para Microsoft Windows. Assim,
e no caso dos dados referentes as dreas das mitocon-
drias e granulos de lipofuscina e/ou corptisculos
residuais, para testar a simetria da curva efectuou-se
a divisao do desvio-padrio da Skewness pelo seu
valor estatistico. Para testar a normalidade destas
amostras foi utilizado o teste de Kolmogrov-
Smirnov. Foi ainda realizada uma distribui¢io per-
centilica das areas das mitocondrias e uma distribui-
¢ao quartilica das 4reas dos granulos de lipofuscina
e/ou corpusculos residuais. Para a realiza¢do das
analises inferenciais recorreu-se ao teste de Mann-
Whitney. Para a andlise da simetria das curvas das
densidades e frequéncias mitocondriais e de granu-
los de lipofuscina e/ou corptsculos residuais, foi
efectuada a divisao do desvio-padrio da Skewness
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Figura 1. Fotografias de microscopia electrénica de diferentes secgdes do misculo cardiaco de animais de 3 (A, B, C] e 7 meses de idade (D, &,
F). A figura A mostra uma interdigitagdo celular dos discos intercalares, de estrutura aparentemente normal. €m B pode ser observada uma mito-
céndria em fissdo e em C sdo ilustradas diversas mitocéndrias de dimensées variadas e estrutura homogénea, com cristas bem definidas; é ainda
visivel uma lipid droplet no canto superior esquerdo. Em D sdo evidentes inclusées de lipofuscina e mitocéndrias com grande heterogeneidade em
tamanho, com cristas mal definidas em algumas delas, sendo também visivel a dilatagdo do reticulo bem como a como a existéncia de lipid dro-
plets. Em € pode ser observada uma figura de mielina e duas mitocéndrias com cristas menos definidas, em contraste com uma mitocéndria com as
cristas melhor evidenciadas. A figura F ilustra um disco intercalar com uma reduzida interdigitagdo celular assim como duas mitocéndrias com cris-
tas melhor definidas comparativamente as restantes.

pelo seu valor estatistico. Para testar a normalidade
destas amostras foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilke. Para a analise inferencial destes dados recor-
reu-se, no caso dos dados relativos as mitocéndrias,
ao t-test para medidas independentes; no caso dos
granulos de lipofuscina foi utilizado o teste nio-
paramétrico de Man-Whitney. Na aplicaciao destes
testes foi considerado um indice de significincia de
a=0,05.

RESULTADOS

Andlise qualitativa

A andlise ultra-estrutural do musculo cardiaco dos
animais de 3 meses (Figuras 1A, 1B e 1C) eviden-
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ciou um padrao miofibrilar estriado aparentemente
normal, sendo evidentes, em algumas células, altera-
¢Oes focais do reticulo sarcoplasmatico e também, de
forma focal, depésitos de lipidos (“lipid droplets”);
foram ainda observados nestes animais, embora
muito raramente, granulos de lipofuscina e/ou cor-
pusculos residuais. As mitocondrias apresentavam
dimensdes heterogéneas, de estrutura homogénea,
com cristas bem definidas, tendo esporadicamente
sido observadas mitocondrias em fissao. A interdigi-
tacao celular dos discos intercalares, foi também
analisada, apresentando uma estrutura e dimensoes
aparentemente normais.

A analise ultra estrutural do musculo cardiaco dos
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Tabela 1. Valores médios =+ desvios-padrdo e amplitude de variagdo das dreas (em Um2) das mitocéndrias
e dos grdnulos de lipofuscina e/ou corpusculos residuais (GL/CR] nos dois grupos de animais.

Grupo 3 meses 7 meses
Areas das mitocondrias (um?2) 0,47 = 0,33 0,62 + 0,46
Amplitude de variagao das areas mitocondriais (Um?2] 0,02 - 3,04 0,02 - 3,88
Areas dos GL/CR (um?2) 0,04 = 0,06 0,035 = 0,05
Amplitude de variacao das areas dos GL/CR (um?2) 0,002 - 0,447 0,002 - 0,444

animais com 7 meses (Figuras 1E, 1F e 1G) eviden-
ciou cardiomidcitos com um padrao miofibrilar
estriado regular. A semelhanca dos animais de 3
meses, foi também observada neste grupo uma dila-
tacao do reticulo, embora de cardcter mais difuso.
Foram observados numerosos granulos de lipofusci-
na em grande parte das células observadas, assim
como corpusculos residuais (figuras de mielina).

Também neste grupo foi observada uma grande hete-

rogeneidade nas mitocéndrias, tanto em termos de
dimensdo como na sua estrutura. De referir que o
primeiro grupo (3 meses) apresentava uma estrutura
destes organelos mais homogénea. Foram observa-
das mitocéndrias mais claras contrastando com
outras mais electrodensas, mitocondrias com mais
cristas e mitocdndrias com cristas mais indefinidas.
Também no espaco intersticial, a semelhanca do
encontrado nos ratos de 3 meses, nao foram encon-
tradas altera¢Ges dignas de registo, tendo os capila-
res uma estrutura aparentemente normal.

Andlise quantitativa

A Tabela 1 apresenta os valores médios absolutos e
respectivos desvios-padrao das areas das mitocon-
drias e granulos de lipofuscina e/ou corptsculos
residuais, bem como as suas respectivas amplitudes
de variagdo, medidos em um2, para ambos os grupos.
Pela andlise da Tabela 2 constata-se que a distribuigao
realizada para as areas das mitocondrias apresenta dife-
rengas significativas entre grupos em todos os percentis.
A Figura 2 ilustra a variagdo com a idade dos varios
percentis de distribui¢do das dreas mitocondriais. No
referente as areas dos granulos de lipofuscina e/ou
corpusculos residuais verificou-se que apenas o
quartil 50 apresenta diferencas significativas entre
grupos (Tabela 3).

Tabela 2. Distribuigdo percentilica das dreas mitocondriais
(um2) nos dois grupos de animais.

Percentil 10 25 50 75 90
3 meses 0,125 0,220 0,408 0,0647 0,894
7 meses 0,162 0,296 0,490 0,841 1,255
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
O
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> —
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Figura 2. Variagdes com a idade dos vdrios percentis
de distribui¢do das dreas mitocondriais.

Tabela 3. Distribui¢do quartilica das dreas dos grdnulos de lipofuscina
e/ou corpdsculos residuais [Um2) nos dois grupos de animais.

Quartil 25 50 75

3 meses 0,012 0,021 0,042
7 meses 0,012 0,018 0,042
p 0,428 0,007 0,053

A Figura 3 ilustra a varia¢do com a idade dos varios
quartis de distribui¢ao das areas dos granulos de
lipofuscina e/ou corpusculos residuais.

Rev Port Cien Desp 9(2-3) 141-149

145



146

DR Castro, JC Ferreira, Patricia Brum, José A Duarte

Tabela 4 — Valores médios *+ desvios-padrdo das densidades e das frequéncias celulares de mitocondrias
e de grdnulos de lipofuscina e/ou corpusculos residuais (GL/CR], para ambos os grupos.

Grupo 3 meses 7 meses p

Densidade mitocondrial (%) 42,10+9,6445,17+18,38 0,404

Frequéncia mitocondrial (ndmero/um2) 0,97+0,31 1,03%=0,55 0,560
Densidade de GL/CR (%) 0,35+0,51 0,6/*=1,11 0,149
Frequéncia de GL/GR (nimero/um2) 0,11+0,21 0,16+0,16 0,039*

*Valor de prova com significado estatistico encontrado na aplicagdo do teste de Mann-Whitney.

A A
- L.
—4—Q25
—&— Q50
B
— | —4—Q75
»r—
3 meses 7 meses

Figura 3. Variagdes com a idade dos vdrios quartis de distribuicdo
das dreas dos grdnulos de lipofuscina e/ou corpisculos residuais.

A tabela 4 apresenta os valores médios absolutos e
respectivos desvios-padrio das densidades e frequén-
cias das mitocdndrias e depdsitos de lipofuscina
e/ou corpusculos residuais, para ambos os escaldes
etdrios. Ndo existem diferencas significativas entre
as médias das densidades e frequéncias mitocon-
driais entre grupos. A comparagao entre grupos da
frequéncia de depdsitos de lipofuscina e/ou corpus-
culos residuais demonstra que estes apresentam
diferencas estatisticamente significativas. N3o foram
observadas diferencas estatisticamente significativas
entre grupos no caso da densidade de lipofuscina
e/ou corpusculos residuais.

DISCUSSAO

Dos resultados encontrados foi possivel observar
que, talvez devido a uma baixa capacidade regenera-
tiva, existiam j4 nos animais jovens indicadores
caracteristicos do processo degenerativo e que estes
se agravavam nos animais adultos. Estes dados estao
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de acordo com o conceito de que o envelhecimento
de organismos multicelulares é mais evidente em
orgaos ou tecidos constituidos maioritariamente por
células pds-mitoticas, tais como os midcitos cardia-
cos®2,39, Devido a sua baixa capacidade regenerati-
va, é natural que as marcas deixadas pelas agressoes
didrias a que as células se sujeitam durante a sua
actividade subsistam no tempo. Desta forma, nio
serd de estranhar que animais relativamente jovens
apresentem ja estas marcas da passagem do tempo,
sendo as altera¢cbes mitocondriais e a acumulagio de
lipofuscina as alteragbes que se destacam com mais
proeminéncia nestas células(®. 349,

E também possivel que as células pés-mitdticas pos-
sam ser mais susceptiveis aos danos cumulativos das
EROs devido a incapacidade de se auto-substituir.
Com efeito, o coragdo passa, aparentemente, por uma
redugio de nimero de células nobres com o passar
do tempo, podendo esta redu¢ao de nimero ser devi-
da a ocorréncia de morte celular por apoptose como
consequéncia de danos irreversiveis nas células5.
Esta incapacidade de substitui¢ao das células que
contém DNA mitocondrial com mutac¢des, em tecidos
poés-mitdticos, por células saudaveis, pode também
explicar a maior incidéncia de muta¢des no DNA
mitocondrial em tecidos pds-mitotéticos versus teci-
dos mitéticamente activos(15). Assim, esta baixa capa-
cidade regenerativa das células pds-mitdticas pode
explicar a razdo de existirem jd marcas de degeneres-
céncia celular ratos jovens e de estas aumentarem
nos animais com 7 meses de idade.

Olhando para os valores das areas mitocondriais, em
termos médios, podemos constatar que a area média
destes organelos foi maior aos 7 meses de idade e
que, tendo em conta o seu desvio-padrao, este grupo



apresenta uma grande amplitude de variagdo. No
entanto, e pelo facto deste pardmetro n3o apresentar
uma distribui¢do normal, recorremos a andlise da
sua distribuicdo percentilica. Foi possivel observar
que existe uma grande heterogeneidade em termos
de dimensdes da populagao mitocondrial nos ani-
mais adultos, estando também descrito, em tecidos
com células pds-mitéticas de animais senescentes,
uma extrema variabilidade no tamanho e formas das
mitocdndrias®3, 36). Esta heterogeneidade pode ser
devida as diferencas de idades entre mitocondrias.
De facto, as mitocondrias das células pés-mitéticas
envelhecidas tendem a apresentar um potencial elec-
tro-quimico diminuido e a produzir menos ATP do
que as mitocondrias de células mais jovens, devido a
deficiéncias causadas na cadeia respiratdria, motiva-
das por mutagbes no DNA mitocondrial pela prova-
vel ac¢do das ERO(2). Segundo Hood et al.(14), é pos-
sivel que este disturbio metabdlico esteja envolvido
no despoletar do aumento progressivo do conteudo
mitocondrial, de forma a compensar o decréscimo no
ATP Desta forma, é natural encontrarmos nas célu-
las dos animais adultos mitocéndrias jovens acaba-
das de formar. Julga-se ainda que esta heterogenei-
dade de dimensdes mitocondriais resulta de uma
capacidade de fissdo alterada das mitocdndrias com
dano oxidativo e de deficiéncias na autofagia das
mitocdndrias “gigantes”, observando-se que,
enquanto estas persistem nas células, e perdem a
sua funcio respiratéria, existe um aumento compen-
satério de mitocdndrias pequenas, acabadas de ser
geradas(® 32). As maiores dimensbes mitocondriais
nos varios percentis estudados encontradas nos ani-
mais de 7 meses, apresentando as dimensdes extre-
mas neste grupo de animais, podem também ser
explicadas quer pela diminui¢io da sua capacidade
de divisdo quer pela diminuicio da capacidade de
autofagocitose dos cardiomidcitos, sugerindo que a
morfologia mitocondrial estd longe de ser estdtica.
De facto, as mitocondrias das células pbs-mitéticas
envelhecidas sao geralmente aumentadas, muitas
vezes ao ponto de serem chamadas “gigantes”, e
demonstram danos estruturais que variam desde o
edema da matriz a uma quase completa destrui¢gao
dos componentes mitocondriais. O edema da
matriz mitocondrial estd causalmente associado a
perda do potencial electroquimico membranar por
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perturbac¢io da integridade da membrana interna
mitocondrial(D. Considera-se que estas alteragdes
possam derivar dos efeitos danosos do stress oxidati-
vo decorrentes da prépria funcionalidade mitocon-
drial®. 13,34, 7). De facto, para além destes organelos
serem os responsaveis pela maior por¢ao de ERO
produzido a nivel intracelular(%), é importante frisar
que o DNA mitocondrial, ndo estando protegido por
histonas e sendo reparado de forma menos eficiente,
é mais sujeito a mutagdes quando comparado ao
DNA nuclear@3). Nio obstante estes factores, a reci-
clagem mitocondrial deveria permitir a elimina¢ao
das mitocondrias danificadas por autofagocitose e a
sua substitui¢ao através da replicagdo de mitocén-
drias normais. Uma vez que existe, de facto, uma
acumulacdo de mitocéndrias danificadas nos midci-
tos cardiacos, subentende-se que a reciclagem auto-
fagica esta longe de ser perfeita.

Uma das grandes teorias do envelhecimento assenta
no pressuposto de que as mutagdes no DNA mito-
condrial e o dano oxidativo possam contribuir para o
processo de envelhecimento biolégico. Danos no
DNA mitocondrial podem efectivamente transformar
o simbionte num parasita(?). Especula-se que as
mutag¢des que se acumulam com a idade possam
levar a uma producao de energia deficiente bem
como ao acréscimo de producio de ERO, resultando
em dano celular(12. 5. O stress oxidativo e o dano
oxidativo podem, pois, desempenhar um papel criti-
co no processo de envelhecimento. Na ultima déca-
da, evidéncias abundantes sugerem que o ritmo de
produgdo de ERO aumenta com a idade e que, por
outro lado, a eficicia da degradagao das biomolécu-
las modificadas pelo dano oxidativo diminui@9. A
teoria do envelhecimento mitocondrial considera a
acumulacdo de mitocondrias deficientes como o
mecanismo central responsavel pelo processo de
envelhecimento(18 20, 17), Esta ideia encontra muitos
apoiantes(25. 28,22, 33) e coloca a acumulagio de mito-
condrias danificadas com a idade nas células e teci-
dos, como uma grande contribui¢do para um declinio
funcional gradual com a idade.

No referente a densidade mitocondrial, aparente-
mente esta no tende a aumentar com a idade. No
entanto, nos animais adultos encontrdmos uma
maior diversidade deste pardmetro entre células,
existindo células com grandes e outras com baixas
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densidades mitocondriais. Podemos desta forma con-
cluir que as células nio sejam todas iguais nem rea-
jam de igual forma a passagem do tempo, sendo pro-
vavel que existam células mais capazes que outras.
Os nossos resultados revelam ainda que a frequéncia
mitocondrial se mantém com a idade cronolégica.
Desta forma, e uma vez que nio se regista um
aumento da densidade e frequéncia mitocondrial
com a idade, e que, no entanto, estas tendem a
aumentar significativamente de volume, podemos
especular que ocorre, com o processo de envelheci-
mento, um aumento das areas celulares (hipertrofia
dos cardiomiécitos).

Relativamente as dreas dos granulos de lipofuscina
e/ ou corpusculos residuais, aparentemente nio
aumentam com a idade, registando-se até, pelo con-
trario, uma diminui¢do no quartil 50. No entanto, a
sua frequéncia celular aumenta com a idade pois, a
medida que o tempo passa, maior nimero destas
degeneragOes se vao acumulando nas células. Os
nossos resultados sugerem que, embora haja forma-
¢ao continuada de moléculas de lipofuscina em cada

célula, estas ndo parecem ter tendéncia a fundir-se as

ja existentes na célula. E ainda possivel que, devido
a uma capacidade diminuida da eficicia de degrada-
¢ao das biomoléculas modificadas pelo dano oxidati-
vo nas células envelhecidas, estes granulos derivem
de mitocondrias danificadas que nao conseguiram
ser devidamente autofagocitadas, explicando desta
forma o aumento significativo da frequéncia celular
de granulos de lipofucsina e/ou corpos residuais
observado nos animais adultos. Foi ainda observado
que nos animais mais velhos existe uma grande
amplitude de variagio entre células das densidades
dos granulos de lipofuscina e/ ou corptisculos resi-
duais uma vez que os desvios padrio neste grupo
530 mais elevados. Sendo a lipofuscina um produto
residual da peroxidacdo de lipoproteinas celulares,
nao degradavel, os depdsitos deste pigmento aumen-
tam em numero com a idade, ocupando uma por¢io
cada vez maior do espago intracelular(®. 27).
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que os ani-
mais jovens evidenciam jd marcas caracteristicas do
processo de envelhecimento, tendendo estas a se
agravar nos animais adultos. Para além disso, parece
existir uma grande heterogeneidade em termos de
dimensdes da popula¢do mitocondrial, especialmente
nos animais adultos. Os valores das areas mitocon-
driais, em termos médios, foram maiores nos ani-
mais adultos, aumentando significativamente com a
idade em todos os percentis estudados, sendo as
mitocondrias mais heterogéneas e de dimensoes
extremas nos animais adultos, sugerindo os nossos
resultados que a morfologia mitocondrial esta longe
de ser estatica. No entanto, a densidade mitocon-
drial, aparentemente, ndo parece tender a aumentar
nos animais com 7 meses. No que respeita as areas
dos granulos de lipofuscina e/ ou corpusculos resi-
duais, estes ndo aumentam com o tempo em termos
de dimensdes mas a sua frequéncia celular parece
aumentar com a idade.
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