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Quantificacéo de tecido conjuntivo do musculo cardiaco em equinos de tracdo através
de técnicas histoquimicas e morfométricas

Quantification of connective tissue in cardiac muscle from horses used for traction using
histochemical and morphometric techniques

Eduardo Mauricio Mendes de Lima"™ Marcelo Ismar Silva Santana'
Marcio Botelho de Castro' Pedro Primo Bombonato'" Hildebrando Gomes Benedicto
André Rodrigues da Cunha Barreto Vianna'

RESUMO

Os cardiomiocitos sdo sustentados e inseridos em
um esqueleto de tecido conjuntivo, este possui distribui¢do
desigual de acordo com as propriedades das distintas regioes
em que se encontra. O propdosito deste estudo foi quantificar a
propor¢do de tecido conjuntivo em relagdo a disposi¢do de
cardiomiocitos dos ventriculos direito e esquerdo e no septo
interventricular do miocdrdio de seis equinos subnutridos,
adultos, sendo quatro machos e duas fémeas, sem raga definida
e utilizados para tragdo. Com auxilio de paquimetro eletréonico
digital, avaliou-se a altura do ventriculo esquerdo, a largura
do coragdo, assim como sua circunferéncia, as espessuras das
paredes livres dos ventriculos e do septo interventricular. Os
fragmentos relativos ao ter¢o médio do septo interventricular e
das paredes livres dos ventriculos foram submetidos a técnica
histologica convencional. Os blocos foram cortados com
espessura de Sum e corados com Picrosirius Red, Tricromo de
Gomori e Tricromo de Azan para evidenciag¢do do tecido
conjuntivo. As laminas foram analisadas com uso do
microscopio optico digital acoplado ao programa de andlise
de imagens Image-Pro Plus®. A propor¢do média de tecido
conjuntivo no ventriculo esquerdo foi de 6,1+3,7%, no septo
interventricular foi obtida a média de 6,8+3,6% e no ventriculo
direito a média foi de 6,1+3,1%. Ao aplicarmos teste H de
Kruskal-Wallis, verificamos que ocorreu diferenca estatistica
entre os diferentes corantes utilizados em relagdo ds regies
avaliadas. No teste de correlagdo de Pearson, ndo foi
encontrado padrdo de correlagdo entre a espessura das regioes
analisadas e a propor¢do de tecido conjuntivo.

Palavras-chave: coragdo, morfometria, miocardio, cardiomiocitos.
ABSTRACT
Cardiomyocytes are sustained and inserted into a

connective tissue skeleton that has different distribution
depending up on the properties of the region in which it stands.

The purpose of this study was to quantify the proportion of
connective tissue in relation to the arrangement of
cardiomyocytes of left and right ventricles and interventricular
septum in myocardium of six mixed breed, ill trifted adult
horses, of both sexes, used for traction. With hearts still fresh
and with the aid of a digital caliper, it was estimated the height
of left ventricle, the heart’s width, the heart’s circumference
and the thickness of the ventricular firee walls and interventricular
septum. The fragments on the middle third of the interventricular
septum and free walls of the ventricles were subjected to
conventional histological technique. The blocks were cut with
thickness of Sum and stained with Picrosirius Red, Gomori
Trichrome and Azan Trichrome to show the connective
tissue. The slides were analyzed using optical microscope
coupled to a digital analysis program Image-Pro Plus®. The
average proportion of connective tissue in the left ventricle was
6.1+3.7%, in the interventricular septum and it was observed a
mean of 6.8+3.6%. In the right ventricle the average was
6.0+3.0%. Applying the H test of Kruskal-Wallis, it was found
that there was statistical difference between the different dyes
used for each region. In the Pearson correlation test it was not
found pattern correlation between the thickness of the regions
analyzed and the proportion of connective tissue

Key words: heart, morfometry, myocardium, cardiomyocytes.

INTRODUCAO

Os equinos usados para tragao de veiculos,
principalmente na area urbana, sdo submetidos a uma
forma de vida totalmente diferente. Eles ndo dispdem
de alimentacao e repouso compativeis com a atividade
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fisica desenvolvida diariamente ¢ tém de se adaptar a
ambientes ¢ alimentagdes bem diversas daquelas
naturais, frequentemente inadequados a sua anatomia
e fisiologia (SMYTHE, 1990; MACIEL et al., 2008).

Esses animais necessitam de um sistema
circulatério bastante eficiente, principalmente em
relacdo ao coracdo, que deve desempenhar ativamente
sua fun¢@o de garantir o aporte sanguineo para todo o
organismo. Devido a estreita relagdo existente entre o
coracdo e o exercicio fisico, torna-se interessante o
conhecimento das adaptacdes realizadas por esse
orgdo em situacdes de debilitagdo nutricional. Essas
debilitagdes promovem alteragdes de ambito
bioquimico que influenciam diretamente no
desempenho de diversos sistemas, agindo de maneira
diferente nos diversos 6rgéos e tecidos do organismo
(FREITAS etal., 1994; CURY, 2006).

Diante desse contexto, pode-se ver que a
musculatura cardiaca ¢ sustentada e inserida em um
esqueleto de tecido conjuntivo, que tem como
principais componentes as fibras colagenas, reticulares
e elasticas. Suas distribuigdes sdo desiguais entre as
diferentes variedades de tecidos e responsaveis por
certas propriedades destes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1995). A principal fungdo do tecido
conjuntivo ¢ a de suporte e auxilio na manutengao do
alinhamento dos cardiomidcitos. Devido a sua tensdo
a distensdo e elasticidade, ele resiste a deformagao,
preservando a forma e espessura, prevenindo rupturas
e contribuindo para o enrijecimento passivo e ativo do
miocardio. Ja o colageno possui uma relagao direta com
o processo de envelhecimento, apresentando
mudangas definidas conforme a idade (DEBESSA et
al.,2001; MARTOS etal., 2007).

O esforco fisico aumentado gera respostas
compensatorias do miocardio, como, por exemplo,
alterac@o na deposigdo de tecido conjuntivo, hipertrofia
e remodelamento cardiaco, pois a hiperfungéo miocardica
induz a injlria miocardica e ao aumento de tamanho dos
cardiomiécitos, provocando um aumento de massa ¢
tamanho generalizado do coracdo (ROSSI, 1998).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi
quantificar a proporgao de tecido conjuntivo em relagéo
aos cardiomidcitos no coragdo de equinos de tracdo.
Observando ainda a forma ¢ o tamanho das fibras
colagenas em relagdo as diferengas existentes na
morfologia cardiaca, relativas as adaptagdes do musculo
cardiaco adquiridas nesses animais.

MATERIAL E METODOS

Foram empregados neste estudo seis
coracdes de equinos adultos, sendo quatro machos e

duas fémeas, utilizados para tracdo de carrocas, com
escore corporal compativel com o estado de
subnutri¢ao e desprovidos de patologias cardiacas. A
coleta desses oOrgdos foi realizada de animais que
morreram no Hospital Veterinario de Grandes Animais
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Brasilia.

Com os coragdes ainda a fresco, foram
tomadas, com auxilio de um paquimetro eletrénico
digital 727-6/150 (Starrett®) e fita métrica, medidas
relativas da altura ventricular esquerda, compreendida
entre o sulco coronario, na margem ventral do corag@o,
e seu apice; largura do coracdo, tomada da face cranial
até a caudal na altura do sulco coronario e
circunferéncia do coragdo, obtida na altura do sulco
coronario. Em seguida, os coragdes foram seccionados,
sendo retirado fragmento do ter¢o médio da parede
livre dos ventriculos direito ¢ esquerdo, entre as faces
esquerda e direita, e do ter¢o médio do septo
interventricular. Desses fragmentos, foram feitas
mensuragdes referentes a sua espessura.

Os fragmentos coletados foram fixados por
cerca de 48 horas em solug@o aquosa de formaldeido a
10% e posteriormente em alcool hidratado 70%,
clivados em dire¢do perpendicular as fibras musculares
e tratados segundo a técnica histologica convencional.
Com auxilio de micrétomo manual (Spencer-Lens Co.),
foram produzidas laminas com espessura de Spum.

Para evidenciagdo e diferenciagdo do tecido
conjuntivo, as 1dminas foram coradas com trés métodos
de coloragdo distintos: Tricromo de Gomori, Tricromo
de Azan e Picrosirius Red. As imagens foram captadas
com microscopio Optico BX51 Olympus®, utilizando
aumento de 10x e analisadas com o software Image-Pro
Plus®, mensurando o tecido conjuntivo em dez campos
distintos.

Estatisticamente, os dados coletados foram
analisados diante dos diferentes corantes, foram
avaliados utilizando-se estatistica descritiva e
relacionados com os valores macroscopicos do
coracdo, empregando o teste de correlagdo de Pearson.
Os diferentes corantes foram avaliados ainda
empregando-se o teste H de Kruskal-Wallis, verificando
se houve diferenca estatistica entre a propor¢do do
tecido conjuntivo e cardiomidcitos, com nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fibras de colageno possuem a
importante fun¢do de manter o tamanho e formato do
coracdo (LEGRICE etal., 1995; CAULFIELD & JANICKI,
1997), sendo estas o componente principal do tecido
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conjuntivo (BLUMENFELD & SEIFTER, 1990; LEITE
etal., 2004) e parte fundamental na estrutura do coragéo.
Os autores JALIL et al. (1989) e WEBER et al. (1994)
citaram que modificagdes nessa malha de tecido
conjuntivo podem levar a disfungdes elétricas e
mecanicas relacionadas a alteragdes no desempenho
deste orgdo. Desse modo, o conhecimento desse tecido
mostrou-se imprescindivel para o melhor conhecimento
dos mecanismos envolvidos nestas alteragoes e,
portanto, da morfofisiologia do coragio.

As medidas macroscopicas do coragdo dos
equinos deste estudo revelaram: altura do ventriculo
esquerdo 21,00+2,43cm, largura do coragdo
18,08+1,96¢cm, circunferéncia do coragao 47,08+3,47cm,
espessura do tergo médio da parede livre do ventriculo
esquerdo 4,3140,72cm, espessura do ter¢o médio do
septo interventricular 4,31+1,38cm e espessura do tergo
médio da parede livre do ventriculo direito 2,15+0,59cm.

Em equinos daraga PSI (LEITE etal., 2004),
as espessuras dos ventriculos direito e esquerdo
apresentaram-se muito superiores as encontradas no
presente estudo, sugerindo que essa variagdo seja
devida tanto a caracteristicas da raga, como também
relativas a hipertrofia, decorrente da atividade fisica que
os animais exerceram durante a vida, ja que a espessura
da camada miocardica ¢ proporcional ao volume de
trabalho executado (PELLICCIA & MARON, 2001).

Na analise microscopica, observou-se, ao
corte transversal do miocardio, a disposicéo das fibras
de tecido conjuntivo circundando os cardiomiocitos
em uma complexa hierarquia de organizag&o, possuindo
direcdo paralela a elas mesmas ¢ com aspecto de favo
de mel (Figura 1). Esse arranjo estrutural da relagdo
entre os cardiomidcitos e o tecido conjuntivo foi
caracterizado nos trabalhos de FRANK & LANGER
(1974) em coelhos, ROBINSON et al. (1983), VRACKO
etal. (1989), BASHEY etal. (1992) e ADELE etal. (2008)
em ratos, [ICARDO & COLVEE (1998) e SANCHEZ-
QUINTANA et al. (1999) em humanos, BASHEY et al.
(1992) em macacos, BASHEY etal. (1992), LEGRICE et
al. (1995) e BENEDICTO & BOMBONATO (2003) em
cées e LEITE etal. (2004) em equinos da raga PSI. Dessa
forma, mostrou-se similar nas diferentes espécies de
mamiferos. Porém, poucos estudos (FRANK &
LANGER, 1974; MEDUGORAC, 1982; BENEDICTO &
BOMBONATO, 2003; LEITE et al., 2004) tiveram o
proposito de quantificar esse tecido nas diferentes
por¢des do coragdo, como foi objetivado nesta
pesquisa.

Na avaliagdo da propor¢do de tecido
conjuntivo em equinos de tragdo, verificou-se que a
distribuicdo dele variou ao longo das regides do
coragdo. Essa varia¢do também foi observada em ratos

Figura 1 - Fotomicrografias do septo interventricular do
coracdo de equinos de tragdo, mostrando a
disposi¢do do tecido conjuntivo (—), ao redor
das fibras musculares, corados de acordo com as
técnicas: Picrosirius Red (A), Tricromo de Azan
(B) e Tricromo de Gomori (C). Barra: 400um

(ROBINSON etal., 1983), caes (LEGRICE etal., 1995;
BENEDICTO & BOMBONATO, 2003), humanos
(ICARDO & COLVEE, 1998) e equinos PSI (LEITE et
al., 2004). Esses achados coincidiram com os informes
de LEITE et al. (2004), quando mencionaram que este
arranjo relacionou-se com os diferentes requerimentos
dindmicos do coragdo, como, por exemplo, a resisténcia
as dramaticas mudangas de sua forma durante seu ciclo.

Conforme FRANK & LANGER (1974),
MEDUGORAC (1982), BENEDICTO & BOMBONATO

CiénciaRural, v.41, n.6, jun, 2011.
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(2003) e LEITE et al. (2004), foi possivel notar a falta de
relagdo de igualdade na proporgdo de tecido conjuntivo
entre as mesmas regides do coragdo em diferentes
espécies. J& MEDUGORAC (1982), ao estudar a
proporgdo de tecido conjuntivo no ventriculo esquerdo
de diversos mamiferos, concluiu que, em ratos, existem
em média 2,2% de tecido conjuntivo nesta porg¢ao, ja,
em porcos e coelhos, encontrou 3,2% e, em gatos, vacas
e caes, 3,8%. Esse valor mostrou-se abaixo do
encontrado por BENEDICTO & BOMBONATO (2003)
de 9,51% com Picrosirius Red e 6,38% com Tricromo de
Gomori no mesmo ventriculo em cées, sobretudo no
ventriculo direito foi encontrado 9,03% com Picrosirius
Red e 7,58% com Tricromo de Gomori, revelando, com
isso, dados distintos para a mesma espécie. FRANK &
LANGER (1974) estudaram o espago extracelular do
miocardio do septo em coelhos, no entanto, ndo
descreveram se foi usada a porgdo do septo
interventricular ou do septo interatrial e concluiram que
este possuiu em média 3,9% de fibras colagenas, ou
seja, média de 0,88% do total de tecido. Em equinos da
raca PSI (LEITE et al., 2004), foi observado em média
3,31% de tecido conjuntivo no ventriculo esquerdo e
3,45% no ventriculo direito. De outra forma, em equinos
de tragdo, a propor¢do média desse tecido foi de
6,1+3,7% para o ventriculo esquerdo, 6,8+3,6% para o
septo interventricular ¢ 6,1+3,1% para o ventriculo
direito, sugerindo particularidades proprias para esses
animais, caracterizando a possibilidade da influéncia
de fatores extrinsecos, tais como, condigdo nutricional,
idade e tipo de exercicio a que os animais foram
submetidos durante a vida, em rela¢do a proporcao
destes tecidos nas diferentes regides do coracdo.

Foi possivel entender que a proporgdo de
tecido conjuntivo do miocardio mostrou-se como uma
caracteristica particular de cada espécie, podendo ser
diferente entre as diversas ragas e ainda sofrendo
influéncia do requerimento cardiaco da atividade fisica
que o animal exerceu, acrescidos da nutricdo destes
animais. Estudos com caes (ABEL et al., 1979; ALDEN
et al. 1987) e ratos (FIORETTO et al., 2001)
demonstraram que, em animais que receberam dieta
pobre em proteinas e calorias, houve uma diminui¢éo
do didmetro ¢ do volume dos cardiomidcitos,
sobretudo com o aumento da quantidade de colageno
e, consequentemente, diminui¢do da relagdo de volume
entre cardiomiocitos ¢ intersticio. Dessa forma, quando
comparamos animais de mesma espécie, porém com
estilo de vida diferenciado, como foi o caso dos equinos
da raga PSI (LEITE et al., 2004) ¢ os equinos deste
trabalho, que apresentavam escore corporal compativel
com animais subnutridos, sugere-se entdo que o
resultado seja uma justificativa para as maiores

proporgoes de tecido conjuntivo neste 6rgdo, podendo
até mesmo sobrepor o aumento da quantidade de tecido
conjuntivo que foi observado no coragéo hipertrofiado
de animais atletas, como foi o caso dos equinos PSI.

Assim como MAYS etal. (1991), DEBESSA
etal. (2001), BENEDICTO & BOMBONATO (2003),
LEITE et al. (2004) e MARTOS et al. (2007), foi
observado neste estudo a existéncia de correlacdo
positiva entre a idade dos animais, a quantidade de
tecido conjuntivo e os cardiomidcitos. Isso levou a
crer na existéncia de mecanismos que interferiram no
aumento da propor¢ao de tecido conjuntivo, tal como
o avango da idade. Sobretudo, esse fator ainda nao foi
muito bem esclarecido, mas evidéncias mostraram a
possibilidade da existéncia de alteragdes na
metabolizagdo deste tecido em decorréncia da idade
(MARTOS etal., 2007).

O teste H de Kruskal-Wallis demonstrou que
o método de quantificacdo do tecido conjuntivo
utilizando a coloragdo Picrosirius Red apresentou
diferenca estatistica na por¢do do ventriculo esquerdo
e do septo interventricular, quando comparado com os
corantes Tricromo de Gomori e Tricromo de Azan para
os animais estudados. De outra forma, ndo houve
diferenca estatistica no ventriculo direito entre os dois
corantes tricromicos. Em relagdo ao teste de correlagao
de Pearson, foi constatado que ndo houve um padrio
de correlagdo entre a propor¢do de tecido conjuntivo
existente nas regides analisadas e os dados métricos
avaliados para as diferentes regides (Tabela 1).

CONCLUSAO

O tecido conjuntivo participou ativamente
da arquitetura do miocardio, suas fibras englobaram
os cardiomidcitos, apresentando a mesma diregdo e
possuindo, ao corte transversal, aspecto visual de favo
de mel. Os corantes Tricromo de Gomori, Tricromo de
Azan e Picrosirius Red se revelaram eficientes na
visualizagdo deste tecido, sobretudo ao serem
analisados empregando-se o teste H de Kruskal-Wallis,
estes mostraram diferenga estatistica entre o corante
Picrosirius Red e os Tricromos de Gomori e Azan.

A propor¢ao média de tecido conjuntivo no
ventriculo esquerdo foi de 6,1+3,7%, no septo
interventricular foi obtida a média de 6,8+3,6% e no
ventriculo direito a média foi de 6,1+3,1%.

Diante da aplicag@o do teste de correlacio
de Pearson, os dados referentes a proporgao de tecido
conjuntivo no miocardio ndo apresentaram um padréo
de correlagdo em relacdo a analise macroscopica do
coragdo dos animais deste estudo, sendo encontradas
correlagdes tanto positivas como negativas, moderadas
e fracas.

CiénciaRural, v.41,n.6, jun, 2011.
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