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RESUMO 

 
JUNIOR, E. A. L. Estudo quantitativo do coração e da inervação simpática 
no modelo experimental de infarto do miocárdio 2020. 49 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

O uso de modelos animais para a compreensão da fisiopatologia da 

doença cardiovascular é um quesito obrigatório. Desse modo, os estudos 

experimentais são as ferramentas preliminares para o desenvolvimento de novos 

medicamentos. Dos modelos experimentais em cardiomiopatia o de indução por 

agente químico é reportado como o mais vantajoso pois possui baixa taxa de 

morbidade e mortalidade. Dos modelos químicos, destaca-se a isoprenalina, um 

potente agonista β-adrenérgico. Assim, objetiva-se investigar em ratos, tratados 

com isoprenalina, a estrutura e a microestrutura do coração e de sua inervação 

extrínseca simpática, aplicando-se métodos quantitativos tridimensionais, 

baseados na Estereologia. Para tanto, foram utilizados 12 ratos machos, adultos 

divididos em dois grupos: grupo controle, sem a aplicação da isoprenalina e 

grupo tratado com isoprenalina, sendo duas aplicações com intervalo de 24 

horas entre elas. Foram dosadas as concentrações séricas de creatina quinase 

total, creatina quinase isoenzima MB e troponina. Os animais foram 

eutanásiados e colhidos os corações e gânglios estrelados. As amostras foram 

processadas para microscopia de luz para estimativa dos volumes totais do 

ventrículo esquerdo; volume da parede e do lume ventricular; volume das fibras 

musculares cardíacas e do interstício cardíaco, além do volume total do gânglio 

estrelado e volume total de neurônios. A isoprenalina aumentou a concentração 

sérica da troponina. No tecido cardíaco observou-se infiltrado histiocitário e 

neutrofílico multifocal discreto e discreta congestão. No coração houve redução 

dos volumes do ventrículo esquerdo, do lume cardíaco e das fibras musculares 

cardíacas. Na inervação simpática cardíaca houve redução no volume total de 

neurônios. Conclui-se que a isoprenalina altera a estrutura e a microestrutura do 

coração e de sua inervação simpática sendo, portanto, um modelo efetivo do 

Infarto agudo do miocárdio (IAM) em ratos Wistar. 

 
Palavras-chave: Miocárdio. Gânglio estrelado. Isoprenalina. Quantificação 

celular. 



ABSTRACT 

 

JUNIOR, E. A. L. Quantitative study of the heart and sympathetic innervation 
in the experimental model of myocardial infarction 2020.  49 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

The use of animal models of cardiovascular disease is a mandatory in 

understanding the pathophysiology of the disease. Thus, they are preliminary 

tools for the development of new drugs. Among the experimental models, 

induction by chemical agent is reported to be more advantageous, because it 

requires a single parenteral dose, has a low rate of morbidity and mortality. 

Among the chemical models, Isoprenaline, a potent β-adrenergic agonist, stands 

out. Thus, the objective is to evaluate and quantify the cardiac structure and 

microstructure of the stellate ganglion after the administration of isoprenaline in 

Wistar rats. For this purpose, 12 adult male rats were used, divided into 2 groups: 

control group, without the application of isoprenaline and group treated with 

isoprenaline, two applications with an interval of 24 hours between them. Serum 

concentrations of CK-MB, CK and troponin were measured. Total left ventricular 

volumes were estimated; volume of the ventricular wall and lumen; volume of 

cardiac muscle fibers and cardiac interstitium, in addition, the total volume of the 

stellate ganglion and total volume of neurons were estimated. Isoprenaline 

increased the serum concentration of troponin. In the cardiac tissue, a discrete 

multifocal histiocytic and neutrophilic infiltrate and slight congestion were 

observed. In the heart, there was a reduction in left ventricular volumes, cardiac 

lumen and cardiac muscle fibers. In cardiac sympathetic innervation, there was 

a reduction in the total volume of neurons. It is concluded that isoprenaline alters 

the structure and microstructure of the heart and the sympathetic innervation of 

the heart, being an effective model of AMI in Wistar rats. 

 

 

Keywords: Myocardium. Stellate ganglion. Isoprenaline. Cellular quantification. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 As doenças cardiovasculares, incluindo o infarto agudo do miocárdio 

(IAM), representam um importante problema de saúde pública no Brasil e no 

mundo, apresentando altas taxas de incidência e mortalidade (BAENA et al., 

2012). Nas últimas décadas, foram implementadas a Política Nacional de 

Promoção à Saúde e o Programa de Prevenção e Controle da Hipertensão e do 

Diabetes (HIPERDIA) com finalidade de reduzir a morbimortalidade por doenças 

do sistema cardiovascular no Brasil. Contudo, as taxas de mortalidade por 

doenças cardiovasculares, entre elas o IAM, ainda permanecem altas quando 

comparadas às taxas de países desenvolvidos (MALTA et al., 2014; BARBERI; 

VAN DEN HONDEL, 2018; NASCIMENTO et al., 2019) 

O uso de modelos animais de doença cardiovascular é um passo 

obrigatório para a compreensão da fisiopatologia da doença e para as 

abordagens terapêuticas. Assim, os modelos animais são as ferramentas 

preliminares para o desenvolvimento de novos medicamentos  (EGIDO et al., 

2011). 

Os modelos experimentais para indução do IAM atualmente são 

subdivididos em duas classes, modelos in vivo e modelos ex vivo. Um modelo 

consagrado é o da Isoprenalina, uma catecolamina sintética, que resulta em 

alterações bioquímicas e estruturais, responsáveis por causar danos 

irreversíveis, além da sua efetividade, praticidade, reprodutibilidade e menor 

morbidade e mortalidade (THOMES et al., 2010; PRINCE; DHANASEKAR; 

RAJAKUMAR, 2011; UPAGANLAWAR; BALARAMAN, 2011).  

Vários são os trabalhos que investigaram a estrutura do coração e a 

inervação simpática cardíaca em modelos de cardiomiopatias, no entanto, usam 

metodologias pouco acuradas, baseada na morfometria ou quantificação por 

área (WASSILEW et al., 2016; SCHIPKE et al., 2017; YOKOYAMA et al., 2017). 

Assim, objetiva-se avaliar e quantificar a estrutura e microestrutura cardíaca e 

do gânglio estrelado, principal componente simpático responsável pela 

inervação do coração. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. ESTRUTURA DO CORAÇÃO 

 

O coração está localizado no mediastino médio, sendo comparável a um 

cone irregular. Possui quatro cavidades, dois átrios e dois ventrículos. O átrio 

direito recebe o sangue venoso do corpo enviando-o para os pulmões por meio 

do tronco pulmonar. O ventrículo esquerdo recebe o sangue oxigenado dos 

pulmões pelas veias pulmonares e o lança pela aorta para o corpo (KÖNIG; 

LIEBICH, 2004). 

O coração é composto por três camadas; a camada média denominada 

de miocárdio, a mais externa, o pericárdio visceral (epicárdio) e a camada 

interna, o endocárdio, que se trata de uma fina camada de superfície lisa 

continua ao revestimento dos vasos sanguíneos (DYCE; WENSING; SACK, 

2010). 

O miocárdio é formado por células musculares conhecidas como miócitos 

cardíacos. Essas células possuem, por sua ocasião, cinco componentes: (1) a 

membrana celular (sarcolema) e túbulos T para condução do impulso, (2) retículo 

sarcoplasmático, que é um reservatório de cálcio usado para contração, (3) 

elementos contráteis, (4) mitocôndrias e (5) o núcleo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 

2015). 

 

2.2. INFARTO AGUDO DO MIOCÁRDIO – IAM 

 

O infarto agudo do miocárdio (IAM) mantém uma importância substancial 

na saúde global (WEINTRAUB et al., 2011) porque é uma das principais causas 

de morte no mundo e sua prevalência aproxima-se de três milhões de pessoas 

no mundo anualmente (BARBERI; VAN DEN HONDEL, 2018; NASCIMENTO et 

al., 2019). 

O IAM pode ser definido como o dano irreversível da fibra muscular do 

miocárdio causado pela isquemia prolongada (THYGESEN; ALPERT; WHITE, 

2007). Caracteriza-se pela diminuição do fluxo sanguíneo coronário, em que o 

suprimento de oxigênio disponível não consegue atender à demanda de 
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oxigênio, resultando em isquemia do miocárdio (MASSBERG; POLZIN, 2018; 

SCHEEN, 2018). 

Os infartos do miocárdio são, na sua maioria, transmurais; quando a 

necrose isquêmica envolve toda ou quase toda a espessura da parede 

ventricular, com distribuição de uma única artéria coronariana (COTRAN; 

KUMAR; COLLINS, 2000). 

O IAM pode se manifestar em qualquer idade, porém há uma tendência 

em aumentar progressivamente junto com a idade e também na presença de 

fatores predisponentes como a aterosclerose, como tabagismo, hipertensão, 

diabetes mellitus, hipercolesterolemia genética e outras causas de 

hiperlipoproteinemia (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).  

 

2.3. ESTRUTURA DO CORAÇÃO PÓS INFARTO AGUDO DO MIOCÁRDIO 

 

O IAM ocorre quando há a redução prolongada do fluxo sanguíneo para 

uma região do coração que resulta em morte permanente dos miócitos. Nos dias 

e semanas subsequentes à morte dessas células, os miócitos mortos são 

gradualmente substituídos por uma cicatriz colagenosa. Essa progressão da 

cicatrização do miocárdio após o infarto é um processo dinâmico, geralmente, 

dividido em estágios: necrose, inflamação e fibrose, proliferação e 

remodelamento. E a longo prazo maturação (JUGDUTT, 2003; HOLMES; 

BORG; COVELL, 2005; DOBACZEWSKI; GONZALEZ-QUESADA; 

FRANGOGIANNIS, 2010). 

Este processo de cicatrização do miocárdio ocorre após a morte das 

células cardíacas para assegurar a integridade do coração e é chamado de 

fibrose de reparação (TANAKA et al., 2016). Acredita-se que os miofibroblastos 

sejam o principal tipo celular responsável pela fibrogênese, que é iniciada e 

mantida por uma complexa rede de moléculas sinalizadoras (GABBIANI, 2003; 

LEASK, 2010). Uma resposta fibrótica exagerada pode causar disfunção 

sistólica e diastólica, bem como maior suscetibilidade a arritmias devido à 

alteração da sinalização intercelular, levando ao comprometimento da função 

cardíaca (JANICKI; BROWER, 2002; BURSTEIN; NATTEL, 2008; FRANCIS 

STUART et al., 2016). 
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2.4. INERVAÇÃO SIMPÁTICA DO CORAÇÃO 

 

2.4.1. Inervação simpática do coração antes do IAM 

 

 Os neurônios pré-ganglionares simpáticos são responsáveis por quase 

90.000 neurônios eferentes na medula espinal torácica de seres humanos 

(DEUCHARS; LALL, 2015) e estão confinados aos segmentos espinhais T1-T6 

de onde seus axônios se projetam para o gânglio estrelado, o principal 

suprimento de nervo simpático pós-ganglionares eferentes para o coração 

(KAWASHIMA, 2005). O gânglio estrelado no rato consiste no gânglio cervical 

inferior com os dois ou três gânglios torácicos fundidos, está localizado ao nível 

das duas primeiras vértebras torácicas, sendo medial à artéria inominada 

(HEDGER; WEBBER, 1976).  

 As fibras pós-ganglionares formam os plexos cardíacos no mediastino 

cranial antes de se estenderem para a parede do coração. As fibras 

parassimpáticas ramificam-se a partir dos nervos vagos, diretamente ou após 

curta passagem pelos nervos laríngeos recorrentes. Eles terminam em células 

nervosas na parede do coração, especialmente dentro ou próximo aos nodos 

sinoatrial e atrioventricular. Muitas das fibras pós-ganglionares seguem para os 

nodos, mas outras atingem a periferia do coração, seguindo o fascículo 

atrioventricular e seus ramos (DYCE; WENSING; SACK, 2010). 

 

2.4.2. Inervação simpática do coração após o IAM 

 

A pluralidade das publicações que analisaram a função da atividade 

nervosa simpática depois do IAM utilizou técnicas indiretas, tais como níveis 

plasmáticos de catecolaminas, reflexo barorreceptor cardiovagal e variabilidade 

da frequência cardíaca. O IAM leva à excitação simpática, o que é o principal 

gatilho de arritmias cardíacas letais, porém, as consequências do infarto do 

miocárdio na estrutura do SNA simpática ainda são pouco exploradas. Esta 

excitação está relacionada ao reflexo aferente simpático aumentado (RASA) que 

se eleva durante a isquemia, insuficiência cardíaca e hipertensão (MCGOWAN 

et al., 2009; ZHOU et al., 2015; ZHU et al., 2019). 
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Um elemento essencial para melhorar nossa compreensão dos gatilhos 

neurais para arritmias cardíacas requer a identificação das mudanças 

moleculares nos componentes estruturais do SNA em resposta ao estresse no 

coração (GAO et al., 2017). 

 O infarto agudo do miocárdio pode levar a perda de inervação simpática 

eferente entre cinco a vinte minutos após a oclusão coronariana, com perda mais 

significativa ocorrendo nas três horas seguintes. A formação de cicatriz em 

consequência à lesão cardíaca pós IAM pode resultar em alteração da 

propagação elétrica miocárdica, levando a trajetos lentos e alterados (INOUE; 

ZIPES, 1988). 

 

2.5. MODELOS ANIMAIS DE INDUÇÃO DO IAM 

 

Existem vários modelos animais de IAM que requerem cirurgia invasiva. O 

método mais comumente utilizado para induzir o infarto agudo do miocárdio é a 

obstrução da artéria coronária. Isso envolve a exposição do coração com a 

realização de toracotomia, abertura do saco pericárdico e a oclusão da artéria 

coronária com sutura (JOHNS; OLSON, 1954; CAMILLERI et al., 1981). 

Embora seja um método frequentemente usado, a cirurgia de tórax aberto, 

em pequenos roedores, resulta em alta mortalidade no período perioperatório, 

principalmente, por conta dos riscos anestésicos, do processo cicatricial das 

feridas cirúrgicas e das reações inflamatórias. Além disso, a reprodutibilidade da 

ligação da artéria coronária requer prática cirúrgica extensa e pode resultar em 

infartos de tamanho variável (VAN DEN BOS et al., 2005). 

Dentre os métodos não invasivos, destaca-se a utilização da isoprenalina, 

um potente agonista β-adrenérgico empregado no tratamento de emergências 

alérgicas, estado de asma, asma brônquica, bradicardia ventricular, parada 

cardíaca e glaucoma (AMANO et al., 2007), que tem sido amplamente utilizado 

como um modelo bem padronizado para induzir infarto do miocárdio em ratos 

(HUANG et al., 2018). É um método vantajoso pois possui baixa taxa de 

morbidade e de mortalidade quando comparado aos outros modelos 

experimentais (SAEED; AHMED, 2006). 
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3. OBJETIVO 

 

 Objetiva-se investigar em ratos, tratados com isoprenalina, a estrutura e 

a microestrutura do coração e sua inervação extrínseca simpática, aplicando-se 

métodos quantitativos tridimensionais, baseados na estereologia. 

 

3.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

3.1.1. No Coração:  

 Volume do ventrículo esquerdo; 

o Volume total de fibras musculares cardíacas; 

o Volume total de interstício e/ou fibrose; 

 

3.1.2. No gânglio estrelado: 

 Volume total do gânglio  

o Volume total de neurônios: 

 

3.1.3. Testes bioquímicos  

 CK;  

 CK-MB; 

 Troponina; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. ANIMAIS  

 

Foram utilizados 12 ratos Wistar, machos, adultos com peso médio de 

289,6 gramas, provenientes do biotério de produção de ratos do Instituto de 

Ciências Biomédicas da USP ICB/USP. Os procedimentos experimentais e de 

eutanásia foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA) e 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia – FMVZ-USP sob número: 7392150119. Os animais 

foram mantidos em sala climatizada, com temperatura entre 22-24C, com ciclo 

claro-escuro de 12h e fornecida ração para roedor e água a vontade.  

 

 Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 

- Grupo I: controle (6 animais) 

- Grupo II: tratado (6 animais) 

 

4.1.1. Grupo I 

 

Grupo controle. Os animais não receberam a solução de cloridrato de 

isoprenalina (I5627, Sigma Aldrich). Os animais foram eutanasiados, seguindo o 

protocolo descrito a seguir.  

 

4.1.2. Grupo II 

 

Nos ratos do grupo II foi administrado 150 mg/kg/animal do fármaco 

cloridrato de isoprenalina (I5627, Sigma Aldrich) em duas aplicações, via 

subcutânea (SC), com intervalos de 24 horas entre as aplicações. Para tanto, o 

fármaco foi diluído em 2 ml de solução salina 0,9% e conservado refrigerado. 

Após 24 horas da última aplicação, os animais foram eutanasiados, seguindo o 

protocolo descrito a seguir.  
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4.2. COLHEITA DE SANGUE 

 

No grupo controle, após a eutanásia, o coração foi exposto por 

toracotomia e realizou-se a colheita de sangue diretamente do átrio direito por 

meio de agulha descartável, número 26 (26 gauge), acoplada a seringa 

descartável, colhendo volume total de três ml. Finalizada a colheita de sangue, 

iniciou-se a fixação do animal via ventrículo esquerdo. Os procedimentos de 

eutanásia e fixação serão descritos adiante.  

No grupo tratado, após 24 horas da primeira aplicação do fármaco 

isoprenalina, foi realizada a colheita via veia caudal por meio de cateter acoplado 

a seringa de 3 ml. As caudas foram submersas em água a temperatura ao redor 

de 42C por 40 a 50 segundos, seguida da assepsia com digluconato de 

clorexidina 0,5% (Riohex, indústria Farmacêutica Rioquímica LTDA), conforme 

procedimento descrito por (LEE; GOOSENS, 2015). A colheita, após 24 horas 

da segunda aplicação da isoprenalina, seguiu-se o mesmo procedimento do 

grupo controle. 

As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos em 

centrífuga Centribio® 80 – 2B para a separação do soro o qual foi armazenado 

em eppendorf de 1 ml a temperatura de - 20C até o envio para o laboratório de 

análises clínicas do Hospital Veterinário Santo Agostinho, Belo Horizonte, MG. 

 

4.2.1. Técnicas para os testes bioquímicos 

   

 As amostras congeladas foram enviadas ao Hospital Veterinário Santo 

Agostinho pela empresa LogLife, especialista em transportes de materiais 

biológicos. As dosagens bioquímicas foram realizadas segundo os kits e 

equipamentos descritos abaixo para: 

 

Analito: Troponina 

Kit: Alere Triage® Teste de Troponina I 

Método: Imunoensaio de fluorescência 

Equipamento: Triage MeterPro (Biosite) 
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Analito: CK 

Kit: CKI Dimension (Siemens) 

Método: Cinetica Bicromática taxa 

Equipamento: Dimension EXL200 (Siemens) 

 

Analito: CKMB 

Kit: MBI Dimension (Siemens) 

Método: Cinetica Bicromática taxa 

Equipamento: Dimension EXL200 (Siemens) 

 

4.3. EUTANÁSIA 

 

Para eutanásia os animais foram anestesiados com a combinação de 

cloridrato de xilazina [(2,5 mg/kg) Anasedan® - CEVA, Paulínea, SP]; cloridrato 

de cetamina [(100 mg/kg) Dopalen® - CEVA, Paulínea, SP]; acepromazina [(2 

mg/kg) Acepran® - Vetnil, Louveira, SP] e posteriormente alocados em câmara 

de CO2 (RED – Indústria e Comércio) até o óbito. 

 

 

4.4. COLHEITA DO CORAÇÃO E DO GÂNGLIO ESTRELADO 

 

Após o óbito, o animal foi posicionado em calha, em decúbito dorsal, e 

realizada toracotomia ampla para exposição das estruturas da cavidade torácica. 

Visibilizado o coração, foi feito a perfusão com tampão fosfato salino (PBS) via 

ventrículo esquerdo para a lavagem do sistema vascular. Em seguida, foi 

realizada a perfusão com solução de paraformaldeído 4% para fixação do 

animal. 

Posteriormente à fixação, os lobos pulmonares direito e esquerdo foram 

removidos para facilitar a visibilização dos vasos da base do coração para a 

colheita do mesmo. Os corações foram então removidos da cavidade torácica e 

armazenados em frascos com solução de paraformoldeído 4% e mantidos por 

24 horas a 4C.  

Ato contínuo à colheita do coração, foram dissecados, com a ajuda de 

estereomicroscópio, os gânglios estrelados direito e esquerdo (Figura 1) que 
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estão dispostos paralelamente ao longo dos corpos vertebrais e na altura da 

segunda e terceira costelas. Os gânglios foram delicadamente removidos e seu 

comprimento mensurado por meio de paquímetro digital. 

Após a colheita, os gânglios foram mantidos por 24 horas em solução de 

paraformaldeído 4% e posteriormente imersos em álcool 70% por 24h. Em 

seguida, os gânglios foram desidratados em ordem crescente de álcool, 

clarificados em xilol e incluídos em parafina. O gânglio foi seccionado 

exaustivamente em micrótomo, gerando secções histológicas de 5 µm de 

espessura e toda 20ª secção foi coletada em lâminas e coradas com 

hematoxilina eosina (HE). As imagens foram capturadas por meio de câmera 

digital (AxioCam HRc, Axio vision 4.8) acoplada ao microscópio de luz Olympus 

Bx 60. 

  

 

Figura 1 – Gânglio estrelado esquerdo de rato Wistar 
 
 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Em destaque imagem, em estereomicroscópio, do gânglio estrelado esquerdo 
(retângulo vermelho). 
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4.5. ANÁLISE ESTEREOLÓGICA 

 

4.5.1. Estimativa do volume total do ventrículo esquerdo  

 

  Dos corações previamente fixados, foram individualizados os ventrículos 

esquerdos (VE). O volume total do VE foi estimado pelo método de Cavalieri 

(GUNDERSEN et al., 1999). O VE foi seccionado em fatias de aproximadamente 

5 mm de espessura, perpendiculares ao eixo base-ápice (Figura 2). Sobre cada 

fatia foi sobreposto, aleatoriamente, um sistema de pontos. Foram contados os 

pontos que tocaram a parede do ventrículo esquerdo (P), bem como os pontos 

que tocaram o lume (L) (SASAHARA; MACHADO, 2019) (Figura 3). 

 

 

Figura 2 – Amostragem do ventrículo esquerdo de rato Wistar. 
 
 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Etapas para amostragem do VE; o coração do rato Wistar foi seccionado em fatias 
de 5 mm para a estimativa do volume do ventrículo esquerdo; A partir das fatias foram gerados 
fragmentos de diferentes tamanhos e posteriormente amostradas. Barra de escala: 1cm. 
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Figura 3 – Fatia do coração com sistema de pontos para estimativa do volume do ventrículo 
esquerdo 

 
 

 
 

Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Fatia do coração perpendicular ao eixo base-ápice para a estimativa do volume do VE.  
Parede, em amarelo (P) e lume, em azul, (L). 
 
 
Para a estimativa do volume da parede do VE e do lume foi aplicada a seguinte 

fórmula (Figura 4 e 5). 

 

 

Figura 4 – Fórmula do Princípio de Cavalieri para volume da parede cardíaca 
 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo do volume da parede cardíaca do ventrículo esquerdo. 
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Figura 5 – Fórmula do Princípio de Cavalieri para volume do lume cardíaco 
 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo do volume do interstício cardíaco do ventrículo esquerdo. 
 
 

 O volume do VE foi calculado somando-se o V (P) + V (L). 
 

4.5.2. Amostragem do VE 

 

Depois de estimado o volume total do VE, as fatias foram seccionadas em 

fragmentos de diferentes tamanhos e organizadas em ordem crescente, de 

acordo com o Princípio do “Smooth Fractionator” (GUNDERSEN, 2002). Os 

fragmentos foram amostrados seguindo o padrão de amostragem, sistemática, 

uniforme e aleatória (SURS) (Figura 2). Do total de fragmentos, 1/5 foram 

amostrados para os procedimentos para a estimativa do volume total de fibras 

musculares e volume total do interstício.  Os fragmentos não amostrados foram 

armazenados em PFA 4%.  

 

4.5.3. Estimativa do volume total de fibras musculares cardíacas 

(FMC) e do volume total de Interstício cardíaco ou fibrose 

 

4.5.3.1. Densidade de volume das fibras musculares cardíacas e do 

interstício cardíaco (Vv) 

 

 Para determinar o Vv (FMC) e Vv (IC) as secções foram selecionadas de 

acordo com o princípio de amostragem SURS. Diante das secções selecionadas, 

um sistema de pontos equidistantes, gerado pelo software ImageJ (versão 

1.52a), foi sobreposto aleatoriamente à imagem das secções (Figura 6).  

Figura 6 – Lâmina histológica de fragmento da parede do ventrículo esquerdo 
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Fonte: AMARO, (2020) 
Legenda: Lâmina histológica corada com Hematoxilina e Eosina, de fragmento obtido da 
parede do ventrículo esquerdo, com malha de pontos para estimativa do volume de fibras 
musculares cardíacas, e interstício cardíaco ou região de fibrose. 
 

Os pontos que tocaram as fibras musculares cardíacas foram contatos 

bem como os pontos que tocaram o interstício cardíaco. As densidades de 

volume (FMC e IC) foram calculadas a partir das formulas abaixo (Figura 7 e 8). 

 

 

Figura 7 – Fórmula para cálculo de densidade de volume das fibras musculares cardíacas 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo da densidade do volume das fibras musculares cardíacas. 
 
 
 



30 
 

Figura 8 – Fórmula para cálculo de densidade de volume do interstício cardíaco ou fibrose 

 

Legenda: Fórmula para o cálculo da densidade do volume do interstício cardíaco ou fibrose. 
 

Após calcular a densidade do volume das fibras musculares cardíacas e 

do interstício cardíaco, estimou-se o volume total das fibras musculares e o 

volume total do interstício cardíaco pelas fórmulas indicadas nas (Figuras 9 e 

10). 

 

 

Figura 9 – Fórmula para cálculo do volume total das fibras musculares cardíacas. 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo do volume total das fibras musculares cardíacas da parede do 
ventrículo esquerdo. 
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Figura 10 – Fórmula para cálculo do volume total do interstício cardíaco ou fibrose 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo do volume total do interstício cardíaco da parede do 
ventrículo esquerdo. 
 
 
 

4.5.4. Estimativa do volume total do gânglio estrelado  

 

O volume total do gânglio estrelado (GE) foi estimado pelo método de 

Cavalieri (GUNDERSEN et al., 1999). Para obter o V(GE), um sistema de pontos 

equidistantes, gerado pelo software imageJ (versão 1.52a) foi sobreposto 

aleatoriamente às imagens das secções histológicas. 

Os pontos que tocavam o gânglio estrelado foram contados. E a fórmula usada 

para o cálculo de volume total do gânglio estrelado foi (Figura 11): 

 

 

Figura 11 – Fórmula para cálculo do volume total do gânglio estrelado 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo do volume total do gânglio estrelado. 
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4.5.5. Estimativa do volume total de neurônios  

 

 Para estimar o volume total de neurônios um sistema de pontos 

equidistantes, gerado pelo software ImageJ (versão 1.52a) foi sobreposto 

aleatoriamente à imagem das secções.  

Os pontos que tocavam os neurônios foram contatos. A fórmula usada 

para o cálculo da densidade de volume do neurônio está representada na 

(Figuras 12).  

 

Figura 12 – Fórmula para cálculo da densidade do volume de neurônio

 

Legenda: Fórmula para o cálculo da densidade do volume de neurônios do gânglio estrelado. 
 

 
Após calcular a densidade de volume dos neurônios, estimou-se o volume 

total de neurônios de acordo com a fórmula apresentada na (Figura 13). 

 

 
Figura 13 – Fórmula para cálculo do volume de neurônio 

 
Legenda: Fórmula para o cálculo do volume dos neurônios do gânglio estrelado. 
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4.5.6. ANALISE ESTATISTICA 

 

Os resultados foram expressos pelo valor médio seguido pelo coeficiente 

de variação (CV). Para a estimativa do volume a partir do princípio de Cavalieri 

foi calculado o coeficiente de erro (CE) (NYENGAARD, 1999). Para a análise 

estatística foi aplicado o teste de análise de variância (one-way- ANOVA). 

Detectada diferença entre os grupos (p<0,05) foi aplicado o teste de Tukey para 

múltiplas comparações. Utilizou-se o software estatístico Minitab® 19, versão 

19.2.0.0. 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1. EXAMES BIOQUÍMICOS 

 

Os valores das análises bioquímicas para o grupo controle e tratado estão 

descritos na tabela 1:  

 

Quadro 1 – Resultados da analise bioquímica do grupo controle e tratado respectivamente. 

 
 

TROPONINA CK CKMB 

 
   

Grupo Controle 0,055 mg/mL 143 U/L 249,6 U/L 

  
   

Grupo Tratado 2° dia 2,6 mg/mL* 318 U/L NR 

  
   

Grupo Tratado 3° dia 4,77 mg/mL** 184 U/L 205 U/L 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Observam-se os valores da análise bioquímica dos animais, valores médios entre os 
ratos do grupo controle e do grupo tratado, o grupo tratado houve duas coletas em dias 
subsequentes. * P<0,05. ** P<0,01. 
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5.2. AVALIAÇÃO QUALITATIVA DO MIOCÁRDIO  

 

No tocante à descrição histológica do miocárdio do ventrículo esquerdo, 

no grupo controle observou-se tecido muscular cardíaco preservado. Enquanto 

no grupo tratado, observou-se infiltrado histiocitário e neutrofílico multifocal 

discreto e discreta congestão no tecido muscular cardíaco (Figura 14). 

 

Figura 14 – Coração do rato Wistar seccionado perpendicularmente para estimativa do volume 

do ventrículo esquerdo. 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Fotomicrográfia do miocárdio de ratos Wistar. Grupo controle; miocárdio com estrutura 
preservada (A-C). Grupo tratado; infiltrado histiocitário e neutrofílico multifocal discreto e discreta 

congestão (*) (B-D). Coloração: Hematoxilina-eosina. 

 

 

 

 

 

 

* 
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5.3. AVALIAÇÃO QUANTITATIVA DO VENTRÍCULO ESQUERDO E DA 

INERVAÇÃO SIMPÁTICA CARDÍACA 

 

5.3.1. Estimativa do volume do ventrículo esquerdo (VE)  

 

O volume médio do ventrículo esquerdo foi de: 1,36 cm3 (0,14) (0,04), para o 

grupo controle, e para o grupo tratado, o volume médio do VE foi de: 0,95 cm3 

(0,29) (0,09) (p=0,017).  

O volume médio da parede do ventrículo esquerdo, para o grupo controle, foi 

de: 1,03 cm3 (0,18) (0,07) e para o grupo tratado foi de: 0,76 cm3 (0,28) (0,11) 

(p=0,052). O volume médio do lume do ventrículo esquerdo foi de 0,33 cm3 (0,12) 

(0,09) e 0,18 cm3 (0,45) (0,20), respectivamente para o grupo controle e tratado 

(p=0,016) (Figura 15 e 16; gráfico 2). O valor porcentual da parede do ventrículo 

esquerdo foi de 76% e de 80% para o grupo controle e tratado e o valor 

percentual do lume foi de 24% a 20% respectivamente para o grupo controle e 

tratado (Gráfico 1), a retração global do tecido cardíaco foi para os grupos 

controle e tratado de aproximadamente 13%. 

 

Figura 15 – Secções do coração de ratos Wistar do grupo controle e do grupo tratado  

 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
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Legenda: Secções perpendiculares ao eixo base-ápice do coração de rato Wistar para estimativa 
do volume do ventrículo esquerdo. Grupo controle (A). Grupo tratado (B). Escala de barra: 1cm. 

 

Figura 16 – Esquema do volume do ventrículo esquerdo e sua composição 

 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Esquema para exemplificar a composição do ventrículo esquerdo, que é feita por 
Parede do ventrículo esquerdo (P) e Lume do ventrículo esquerdo (L) para o grupo controle e 
tratado. 

 

 

Gráfico 1 - Volume em porcentagem do ventrículo esquerdo e do lume do grupo controle e 

tratado 

 

  
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Observam-se os valores da porcentagem entre a parede do ventrículo esquerdo (VP) 
e o lume (VL) do grupo controle e tratado respectivamente. 
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Lume

Parede
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Gráfico 2 – Gráfico comparativo dos volumes total, parede e do lume do ventrículo esquerdo do 

grupo controle e tratado. 

 

 

Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: valores médios do volume total do ventrículo esquerdo, volume total da parede e 
volume total do lume do ventrículo esquerdo para o grupo controle e tratado respectivamente.  
* P<0,05. 
 
 
 
 

5.3.2. Estimativa do volume total de fibras musculares cardíacas e 

interstício cardíaco 

 

 O volume médio de fibras musculares cardíacas foi de 0,64 cm3 (0,18) 

para o grupo controle e de 0,45 cm3 (0,32) para o grupo tratado. O volume médio 

de interstício cardíaco foi de 0,38 cm3 (0,17) para o grupo controle e de 0,30cm3 

(0,23) para o grupo tratado (Gráfico 4), que tem como representação as 

seguintes porcentagens (Gráfico 3). 
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Gráfico 3 - Volume em porcentagem das FMC e IC do grupo controle e tratado. 

 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Observam-se os valores da porcentagem do volume médio das fibras musculares 
cardíacas (FMC) e interstício cardíaco (IC) ou fibrose, dos ratos do grupo controle. 
 
 
 

Gráfico 4 - Gráfico comparativo do volume médio da parede, volume da FMC e do IC do 

ventrículo esquerdo do grupo controle e tratado. 

 

 
Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: Observam-se os valores do volume médio da parede cardíaca, volume da FMC e 
volume do IC do ventrículo esquerdo, comparativo entre o grupo controle e tratado 
respectivamente. * P<0,05. 
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5.3.3. Volume do gânglio estrelado (Vref) 

 

O volume médio do gânglio estrelado do grupo controle foi de: 0,37mm3 (0,08) 

e coeficiente de erro de 0,03. O volume médio do gânglio estrelado do grupo 

tratado foi de: 0,30 mm3 (0,29) e coeficiente de erro de 0,13 (p=0,124) (Gráfico 

5), a retração global do tecido nervoso foi de aproximadamente 8% para o grupo 

controle e 6% para o grupo tratado.         

 

5.3.4. Volume total de neurônios  

 

O volume dos neurônios do grupo controle foi de: 0,13 mm3 (0,13) e 

coeficiente de erro de 0,06. E o volume dos neurônios grupo tratado foi de: 0,08 

mm3 (0,29) e coeficiente de erro de 0,13 (p=0,008).      

 

Gráfico 5 - Volume em mm³ do gânglio estrelado do grupo controle e tratado  

 

 

 
 

Fonte: AMARO, (2020). 
Legenda: valores do volume de neurônios do gânglio estrelado dos ratos do grupo controle e 
tratado respectivamente. * P<0,05. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A isoprenalina é um fármaco que atua em receptores beta-adrenérgicos e 

tem seu uso indicado para pacientes com bradicardia grave não responsivos à 

atropina, nos tratamentos emergenciais de bloqueio cardíaco e nos estudos 

eletrofisiológicos para induzir taquicardias ventriculares e supraventriculares 

(KHWAJA; MAHMOOD; SIDDIQUI, 2016). Pelo fato de ser um simpatomimético, 

a isoprenalina também tem sido empregada como um indutor do infarto agudo 

do miocárdio em modelos experimentais (FILHO et al., 2011; ZHOU et al., 2015; 

KHWAJA; MAHMOOD; SIDDIQUI, 2016; ASAIKUMAR et al., 2019), com 

destaque aos animais de laboratório como os ratos e camundongos. Apesar de 

ser um modelo já consagrado na literatura, pouca atenção foi dada à avaliação 

da morfologia quantitativa do coração e de sua inervação extrínseca simpática.  

Alterações na morfologia do coração são reportadas em várias 

cardiomiopatias, dentre elas o infarto agudo do miocárdio (IAM). O IAM é 

caracterizado por eventos sequenciais: inflamação, necrose, fibrose e 

remodelamento que culminam em modificação na estrutura e microestrutura 

cardíaca. Informações quantitativas são importantes para comprovar ou 

evidenciar essas alterações. A Estereologia, por empregar métodos quantitativos 

baseados na geometria e estatística, tem se destacado como uma ferramenta 

eficiente, precisa e acurada em estudos do coração e das cardiomiopatias 

(ANDERSEN et al., 2019; MÜHLFELD et al., 2019). 

Em nosso estudo, a avaliação da morfologia quantitativa cardíaca foi feita 

a partir da estimativa do volume do ventrículo esquerdo (VE), formado por dois 

componentes; volume da parede ventricular (VP) e volume do lume ventricular 

(VL) (SASAHARA; MACHADO, 2019). Houve redução no volume do VE nos 

animais tratados com a isoprenalina. O volume da parede e do lume ventricular 

esquerdo reduziram 26,3% e 43% respectivamente, sendo a proporção 

parede/lume no grupo controle de 76% e 24%, enquanto no grupo tratado essa 

proporção foi de 80% e 20%. Em pacientes humanos submetidos à cintilografia 

do miocárdio, porém foi reportado aumento do volume do ventrículo esquerdo 

após quatro semanas do IAM (GAUDRON et al., 1993). O aumento do VE após 

IAM também foi observado no modelo de oclusão da artéria coronária em ratos 

(PFEFFER et al., 1991).  
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A parede ventricular ou miocárdio, por sua vez, é formada por dois 

componentes, as fibras musculares cardíacas (FMC), formada por 

cardiomiócitos e o interstício cardíaco (IC), que é o tecido de sustentação, 

formado basicamente por tecido conjuntivo. O volume de cada um desses 

componentes também foi estimado em nosso estudo.  

A estimativa do volume da FMC e do IC se faz essencial na investigação 

do processo dinâmico das cardiomiopatias que resultam em alterações 

estruturais e funcionais. O desequilíbrio na proporção desses dois componentes, 

como por exemplo o aumento do volume do IC, pode revelar aumento no tecido 

conjuntivo indicando um possível remodelamento cardíaco. Este remodelamento 

estrutural da matriz colágena do coração geralmente progride para disfunção 

ventricular e falência congestiva cardíaca (WEBER et al., 1990; WILKE et al., 

1996; MÜHLFELD et al., 2019), confirmando a estreita relação entre a morfologia 

e a função. O processo de remodelamento ocorre após a morte de cardiomiócitos 

para garantir a integridade do coração (fibrose reparativa). A fibrose reparativa, 

portanto, é a última etapa do evento sequencial do IAM (SCHIPKE et al., 2017; 

MÜHLFELD et al., 2019).  

Em nosso trabalho, o volume das FMC reduziu 29% enquanto o volume 

de IC reduziu 21,7% no grupo tratado. A proporção FMC/IC foi de 63% e 37% 

para o grupo controle e 60% e 40% para o grupo tratado. Esta proporção 

manteve-se muito próxima, ao comparar os grupos, porque houve redução tanto 

de FMC quando de IC no grupo tratado, sugerindo que em nosso modelo não 

houve remodelamento cardíaco, mas um processo inflamatório evoluindo para 

necrose, em que se observou fibra muscular cardíaca desorganizada e marcada 

por lesão celular, necrose coagulativa de cardiomiócitos com infiltração de 

neutrófilos, com discreta congestão e perda dos discos intercalares, compatível 

com os achados (HASHMI; AL-SALAM, 2015; HUANG et al., 2018). 

Associada à estrutura do coração, as cardiomiopatias podem estar 

acompanhadas de alterações na inervação autônoma. O gânglio estrelado ou 

gânglio cervicotorácico constitui o componente principal do sistema nervoso 

simpático, responsável pela inervação extrínseca do coração. No grupo tratado 

houve decréscimo no volume total de neurônios do gânglio estrelado, 

evidenciando a plasticidade neuronal frente à injúria cardíaca. 
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Muitos trabalhos, no entanto, investigaram os nervos simpáticos 

distribuídos no coração (BOOGERS et al., 2010; NAKATA et al., 2013; 

YOKOYAMA et al., 2017). A remodelação do nervo simpático após infarto do 

miocárdio geralmente está associada à prognóstico desfavorável, porque 

contribui para a taquiarritmia ventricular. O IAM provoca então denervação 

simpática, seguida por hiperinervação anormal (BARBER et al., 1983; 

FALLAVOLLITA et al., 2014). 

Em paralelo às alterações na estrutura, na microestrutura e na inervação 

simpática foram mensuradas as concentrações séricas de troponina I, CK-MB e 

CK. Os níveis plasmáticos desses marcadores são diretamente proporcionais ao 

grau de lesões necróticas no miocárdio e, portanto, são considerados 

marcadores de lesão miocárdica (ACIKEL et al., 2005). No nosso modelo, 

observou-se aumento na troponina I. Segundo VON JEINSEN; KELLER, (2016) 

um aumento abrupto nos níveis de concentração de troponina reflete um 

desequilíbrio isquêmico secundário resultando em necrose miocárdica e injuria 

cardíaca. 

 

CONCLUSÕES 

Conclui-se que em nosso modelo de IAM, a isoprenalina não induziu 

remodelamento cardíaco, mas um processo inflamatório de evolução para 

necrose que resultou em diminuição do volume do ventrículo esquerdo, 

compatível com redução no volume das fibras musculares cardíacas. Além de 

decréscimo no volume total de neurônios do gânglio estrelado, evidenciando a 

plasticidade neuronal frente à injúria cardíaca. 
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