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RESUMO

A castracdo, assim como a menopausa, representa estagio de supressao endécrina em que prevalece o hipoestrogenismo
e sua conseqliéncia maior sobre o muasculo esquelético é provocar sarcopenia. Objetivo: estudar as alteragdes
histomorfologicas do mUsculo esquelético de ratos fémeas castrados. Métodos: vinte e seis ratos Wistar, distribuidos em
dois grupos, A e B, submetidos inicialmente a pesagem, citologia vaginal, ovariectomia e bidpsia do musculo rectus
femoris das patas traseiras, grupo A na direita e B na esquerda. Decorridos 20 dias foi colhido citologia vaginal para
comprovar o estado de anestro. Apos 70 dias os animais foram pesados e passaram por biépsia muscular, grupo A na pata
E e grupo B na D. A histomorfometria foi realizada com o auxilio de uma lente gradiculada de 1cm?, com reticulo de Weibel
de 1mm?; contou-se as miofibrilas com seis leituras na vertical e cinco na horizontal em cada lamina, obtendo-se um nimero
multiplo que aplicado sobre uma formula especifica para calcular o Coeficiente de Densidade Muscular. Resultados: em A
a densidade muscular variou de 60.0 para 52.33 (p<0,05) com variagdo de 14,12%, e em B de 73.5 para 54.0 (p<0,05%) com
variagdo de 26,53%. Conclusdo: A castragdo provocou sarcopenia no musculo esquelético e reducdo do nimero de
miofibrilas.

Descritores: Castracdo. Ratos. Musculo esquelético. Histomorfometria. Sarcopenia.

ABSTRACT

Castration, as well as the menopause, represents endocrine suppression that prevails the hipoestrogenism and their larger
consequence on the skeletal muscle is to provoke sarcopenia. Objective: To study the morphometric alteration of striated
muscle of castrated female rats. Methods: Twenty six female rats Wistar , distributed in two sub-groups, A and B, submitted
initially to weigh-in place, vaginal cytology, ovariectomy, and biopsy of the muscle rectus femoris on the back paws, A
group on right paw, and B on the left. Elapsed 20 days it was collected vaginal cytology to prove the anestrus status. After
70 days the animals went through weigh-in place, and new muscle biopsy, A group in left paw and B in right paw. The
morphometric study was accomplished with the aids of a graduated lens, with reticules of 100 mm?, it was counted the
myofibrils with six readings in the vertical and five in the horizontal in each sheet, being obtained a multiple number that
applied on a specific formula to calculate the coefficient of muscular density. Results: In A the muscular density varied
from 60.0 to 52.33, (p<0,05%), with variation of 14,12%, and in B from 73.5 to 54.0, (p<0,05%), with variation of 26,53%.
Conclusion: The castration provoked sarcopenia in the striated muscle and reduction of myofibrils number

Key words: Castration. Rats. Skeletal Muscle.Histomorphometry. Sarcopenia.

Introducéo

Os estudos pré-clinicos de todo experimento
constituem passos essenciais para a aplicacdo dos ensaios
clinicos no ser humano e dependem, sobretudo, da
adequacéo experimental em animais. De modo geral, criar
modelo experimental em animais dotados de ciclismo
endocrino que reproduzam estados de hipofungéo gonadal,
implicam em procedimentos de castragdo. 2% Assim a
semelhanca filogenética do rato, com o ser humano,

transforma-o em animal de eleicdo para estudos que
envolvam as gbnadas, sua atividade enddcrina, e o efeito
dos hormonios sobre o corpo.?* Em relacdo ao
endocrinismo do rato, seu ciclo enddcrino provém dos
ovarios, gonadas que produzem o hormonio estrogénio. A
acdo dessa substancia é estruturadora, todo o corpo do
animal é definido, a partir de uma programagcéo biologica
prévia, sobretudo nos chamados tecidos alvo: 0ssos,
musculos, artérias, veias, visceras, 6rgaos sexuais, mucosas
e pele, tudo e todos dependem dessa acdo enddcrina.>*
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O hormoénio estrogénio é o esteroide sexual préprio
das fémeas, derivado do carbono 18 e responsavel pela
homeostase estrutural dos fluidos do corpo.t Em 1936, a
Associacdo Americana de Quimica e Farmacia, adotaram o
termo estrogénio para designar toda substancia capaz de
provocar modificagoes tipicas do estro (aumento do Gtero
e cornificagdo no epitélio da vagina) e induzir ao
acasalamento animais imaturos e ou castrados.®* Desde
entdo os estudos sobre o estrogénio foram feitos em ratos,
coelhas, macacas e ovelhas, com resultados idénticos aos
observados in anima nobili e facilmente reproduziveis.**
O hipoestrogenismo prolongado acaba provocando um
processo de perda de densidade no interior da fibra muscular,
diminuindo seu sarcoplasma, o que seria responsavel pela
perda de espessura, do tonus e da forga do musculo
esquelético, quadro conhecido como sarcopenia.? % Assim,
procurando respostas de como se comportaria 0 musculo
esquelético em estado de hipoestrogenismo prolongado,
buscou-se modelo experimental animal envolvendo ratos
fémeas adultos castrados, seus musculos esqueléticos (m.
rectus femoris), avaliando-se pela histomorfometria as
alteragBes estruturais das fibras musculares,
correlacionando-as, em dois momentos, com a castracao e
suas consequéncias. ®*Na area do climatério humano,
modelos experimentais em animais, tém sido propostos, com
a finalidade de se obter respostas idénticas as que acontecem
nessa fase da vida, e para tal o rato é o preferido, pois
oferece respostas semelhantes e repetitivas, sempre que
necessario.> 2O presente trabalho tem por objetivo analisar
experimentalmente as alteracfes musculares esqueléticas,
em ratos fémeas castrados.

Métodos
Amostra

Foram utilizados 26 ratos fémeas adultas, (Rattus
norvegicus albinus-Rodentia Mammalia), linhagem Wistar,
de aproximadamente trés meses, com peso entre 137g e 220
g, oriundas do Biotério do Instituto Evandro Chagas em
Belém do Para. Os animais passaram por um periodo de
foto-adaptacdo de 15 dias e receberam alimentacdo e dgua
ad libitum. Todos os animais da pesquisa receberam
cuidados segundo as Normas Nacionais de Vivisse¢do
Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e em consonancia com a Lei Federal n° 6.638 de
08 de Maio de 1979. O Trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto da Universidade Federal do Para, em 16 de
Julho de 2003.

Procedimentos

Os 26 animais foram distribuidos em dois grupos de 13
cada (A e B) e passaram por uma sucessao de procedimentos
previstos para a pesquisa. (Figuras 1 e 2)

Anestesia

Com o animal contido em recipiente plastico, foi feita a
anestesia inalatéria com éter etilico.®
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Grupos
N=26 animais

Grupo B
13 animais

Grupo A
13 animais

FIGURA 1 - Diagrama dos grupos de animais em estudo.

20 dias —> Dia0 —— 70dias
A A A
Dia 70
Pesagem e citologia Pesagem Pesagem
OVARIECTOMIA Citologia Biopsia-
Biopsia muscular da Contralateral pata
nata traseira direita traseira esauerda

FIGURA 2 - Diagrama com fluxo das etapas dos
procedimentos.

Colpocitologia

A citologia vaginal foi colhida com o auxilio de uma
escovinha plastica de endocérvice, e o material espalhado
sobre laminas de vidro, fixado e corado pelo método de
Papanicolaou.

Ovariectomia

Com os animais em plano 111 de anestesia, foi iniciada a
laparotomia mediana de 2 cm. Uma vez identificados os
cornos uterinos, nos extremos distais dos mesmos, ao nivel
da burca, foram expostos os ovarios; sendo entdo realizada
a castracdo pela ligadura do pediculo ovariano com fio de
algodao n° 16 e resseccgdo dos ovarios.

Bidpsia muscular

Ap6s 90 dias da ovariectomia o muasculo rectus femoris
da pata traseira, foi exposto e teve sua parte mediana
ressecada transversalmente, em cerca de 9mm?,
respectivamente, no grupo A, a direita e no grupo B, a
esquerda.® (Figura 3). As pecas foram afixadas com pontos
cirtrgicos, em retalhos de papel acartonado de 2,5 x 5 cm,
(Figura 4), e imersos, inicialmente em soro fisiolégico por
duas horas, e em seguida passados para a solugdo de fixacdo
por 6 horas. Posteriormente a solugdo de formaldeido foi
substituida por alcool absoluto a 90°, onde as pegas
permaneceram a espera da etapa seguinte, a inclusdo em
parafina para preparo dos blocos. °

Histomorfometria

A andlise histomorfométrica do musculo esquelético
foi realizada com o auxilio de microscépio Olimpus BX41,



sendo que as laminas foram coradas pela técnica de
Hematoxilina-eosina, nas duas fases do estudo, antes e
depois da castracdo. A mensuragdo da sarcopenia foi feita
em aumento de 10 x 0,25 e 40 x 0,25, com o auxilio de uma
ocular dotada de gradicula de Weibel com 1 cm?(Figura 5).
Em cada lamina contou-se por campo, o niimero de fasciculos
musculares em cada quadriculo, seis vezes na vertical e
cinco na horizontal, registrando-se os resultados em fichas
protocolares, e ao final da leitura, somava-se os subtotais,
verticais e horizontais, e langava-se o apurado em uma
férmula de calcular o coeficiente microscopico (CM) que
definia a densidade muscular (DM), onde o nimero de
divisdes foi multiplicado pelo coeficiente fixo da ocular (10
x 0,25 = 2,5) e divididos por 10mm, segundo a formula
proposta por Weibel.®. (Figuras 6 e 7)

FIGURA 3 - Identificacdo e exposi¢do do musculo rectus
femoris antes da resseccdo.

FIGURA 4 - Fragmento muscular afixado ao suporte de papel
acartonado.
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FIGURADS - Imagem da gradicula de Weibel aplicada sobre
o fundo histolégico (musculo normal antes
da castracdo). Coloracéo: Hematoxilinaeosina
(objetiva: 10x.25)

FIGURA 6 - Microfotografia dos cortes histologicos. Antes
da castragdo - A e B. Depois da castracdo, ja
com a gradicula de Weibel - C e D. Coloragéo
Hematoxilina-eosina. (Objetiva 10x.25)

! ma—

FIGURA 7 - Aspecto histologico de misculo esquelético
de ratos fémeas ap0s a castracdo exibindo
células atipicas hipertréficas, e 0 aumento do
espacamento interfibrilar (setas). Coloracéo
Hematoxilina- eosina. (Objetiva: 10 x .25)
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Resultados

Os resultados foram inseridos em banco gerencial do
“software” EPI -INFO, versdo 6.04, no programa BIOESTAT
2.0 da Microsoft-Exel, 2000. Para anlise de significancia uti-
lizou-se o teste t de Student; na primeira etapa, antes da
castracdo, com dados pareados e na segunda, apds a cas-
tracdo, em amostras independentes. O nivel de significdncia
foi de a 0,05 ou 5% para o nivel de rejeicéo de hipdtese de

TABELA1 - Variacdo da citologia vaginal de ratos fémeas,
antes da castracdo, grupos A e B. Laboratério
de Cirurgia Experimental, Belém-PA. 2003.

Antes Estrogénica Atrofica
n % n %

Grupo A 13 100.0% 00.0%

Grupo B 13 100.0% 00.0%

Dados dispensam analise estatistica.

TABELA 2 - Variacdo da citologia vaginal de ratos fémeas,
depois de 20 dias da castragdo, grupos A e B.
Laboratorio de Cirurgia Experimental, Belém-

PA. 2003
Depois Estrogénica Atrdfica
n % %
GrupoA 13 00.0% 100.0%
GrupoB 13 00.0% 100.0%

Dados dispensam analise estatistica.

TABELA3 - Variagdo do coeficiente da densidade muscular
média de ratos, grupos A e B, antes e depois
da castracdo. Laboratorio de Cirurgia
Experimental, Belém-PA. 2003

GrupoA GrupoB

Coef. Coef. Coef. Coef.

Animal Mus. Mus. Mus. Mus.
Inicial Final Inicial  Final

01 43.37 4712 63.37 94.22
02 16.57 43.82 7450 90.50
03 76.17 88.42 68.35 3557
04 70.62 4050 86.10 67.85
05 74.95 74.95 75.80 51.92
06 50.35 35.67 69.92 4762
07 69.65 55.22 83.87 53.15
08 72.20 4582 67.72 4345
09 69.35 66.10 83.10 66.10
10 67.77 49.12 7557 34.90
11 76.65 50.82 67.67 3765
12 35.95 38.22 75.00 36.30
13 67.65 4417 65.07 43.30
Média 60.9 52.3* 73.5 54.0*

P< 0,05 (Teste T de student)

332 - Acta Cirdrgica Brasileira - Vol 20 (4) 2005

nulidade, sendo assinalados com asterisco (*) os valores
significantes. A citologia vaginal foi avaliada em duas eta-
pas, antes e depois da castracdo, para confirmag&o do esta-
do da mucosa vaginal, em processo de atrofia e anestro
(Tabela 1) (Figura 8) e (Tabela 2) (Figura 9)

A Densidade Muscular, teve avaliacdo da variacéo,
sempre em dois momentos, antes e depois da castracéo,
nos dois grupos. (Figura 10)
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FIGURA 8 - Demonstrativo da evolugdo da citologia vaginal
de ratos fémeas, grupos A e B, antes da
castracéo.

Poés-Castracao

14.¢C | 13 13
12

| = N - = e e e
10 ¢ |
8 |

'i
b

| as
4 |

!
2 i
JB

A B A B

Estrogénica Atrofica

FIGURA 9 - Demonstrativo da evolugdo da citologia vaginal
de ratos fémeas, grupos A e B, depois de 20
dias da castracéo.
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FIGURA 10 - Variacdo do coeficiente da densidade
muscular, de ratos, de forma grupal,
pareada, antes e depois da castracéo.
Laboratoério de Cirurgia Experimental,
Belém-PA. 2003

Discussao

Esta clara a compreensdo de quanto que é importante
0 hormdnio estrogénio para os animais do sexo feminino. A
supressdo da fonte produtora, os ovarios, ou a cessacdo
fisiolégica da sua produgdo, provoca processo
desestruturador no corpo desses animais.® O presente
trabalho envolvendo ratos fémeas que foram castrados e
passaram por um processo de adaptacdo ao novo “status”
de supressdo endocrina, onde o efeito anabolizante e
estruturador do estrogénio é avaliado no musculo
esquelético, antes e depois da castragdo, tal como se
estivessem na menopausa. Assim, foi proposta a utilizacéo
de um modelo animal que simulasse o estado menopausal,
com prevalente auséncia de estros, em consequéncia da
castragdo.® A castracdo dos ratos levou a um estado de
auséncia dos ciclos estrais; os animais ndo entraram em
cio, provavelmente devido a cessagdo da produgdo do
horménio estrogénico que era produzido pelos ovarios.>s,
A comprovacdo de tal se deu pela citologia vaginal, local da
genitalia onde se torna mais evidente tal efeito hormonal, o
que esta de acordo com a literatura®. Na citologia vaginal da
fase inicial, todos os ratos encontravam-se estrogenizados,
o esfregaco era eosinofilico, as células se apresentavam
maduras (anucleadas) ou em diferentes etapas do
amadurecimento, com ndcleo pequeno, e ou médio e
abundante citoplasma. A citologia da fase p6s-castracéo,
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deixou evidente a total imaturidade do epitélio vaginal, com
predominio de cianofilia, e escassa populagdo celular e
presenca de raras células profundas, com ndcleo grande e
pouco citoplasma, imaturas, portanto, caracterizando-se o
epitélio atréfico, do ponto de vista citolégico.® (Tabela 1 e
2); (Figura 8 e 9) Em sendo a literatura médica, vaga nas
explicagBes aqui buscadas, raciocinou-se de que algo era
maior, na causa desestruturadora prevalente no musculo
esquelético; algo aconteceria com o masculo que envelhece
que justificasse sua perda de volume, sua perda de forca,
sua atrofia; tal como ocorre no climatério feminino.* A
remocdo prévia (antes da castracdo) de fragmentos de
musculos esqueléticos das patas traseiras, deu idéia do
“status qiio” muscular naquele exato momento. Uma nova
bidpsia, apds 90 dias da castracdo, informou em que estado
se encontravam os musculos esqueléticos; o que, de forma
comparada, indicaria se ocorreram modificagbes que
pudessem ser correlacionadas a castragdo.® Quanto a
histomorfometria do musculo esquelético; na fase inicial
do estudo, fase pré-castracdo, foi observada um padrao
histolégico muscular composto de miofibrilas com formas
poliédricas, poligonais, com escasso espaco interfibrilar,
permanentemente vazio, e mesmo os trajetos vasculares
mostravam-se desprovidos de tecido conectivo, colageno
e ou gordura. Na segunda fase dos estudos, passados 90
dias da castracdo, ja foi encontrado outro quadro
histoldgico. A histomorfometria revelou mudanca no padrao
transversal das miofibrilas, que agora se dispunham
arredondadas, ovaladas, em obus, atipicas mesmo,
agigantadas no tamanho até.® A contagem do ndmero de
miofibrilas por mmz?, apds a castracéo, revelou prevaléncia
de menor nimero de miofibrilas, bem como aumento dos
espacos interfibrilares, o que caracterizaria o estado de
sarcopenia previsto na literatura.!* ** A microscopia dos
fragmentos musculares que permitiu a contagem do nimero
de fibras prevalentes nos musculos esquelético das patas
traseiras, confirmou que a densidade muscular (CM) foi
semelhante nos dois grupos (A e B) na fase pré-castracéo e
que apresentou significativa redu¢do em nimero e forma
nos grupos estudados (B e A), na fase pds-castragdo, na
maioria dos animais.® Na evolugdo da densidade muscular,
antes e depois da castracdo, ficou evidente o que ocorreu
com os musculos esqueléticos depois da ovariectomia,
guando se instalou a sarcopenia que alterou a disposi¢éo
estrutural das miofibrilas, interferindo no perimisio e sua
disposicdo espacial, fazendo com que as células mudassem
de forma, deixando de ser poligonais para tornarem-se
arredondadas e maiores, conforme mostram as fotografias
que fazem parte da sustentacdo do presente estudo. Pelo
até agora exposto, é possivel compreender que a sarcopenia
decorreria da castracdo e que a mudanca do padréo
histolégico nada mais seria que uma adaptacdo a nova
situacdo, na qual as células teriam mais espago para se
interajustarem, com menos interferéncia, fator que permitiria
a expansdo das formas, com aumento de volume,
“agigantadas”, como que tentando ocupar 0s espagos
disponiveis, mantendo a integridade do musculo, embora
jaagora com outra estruturacéo histolégica.>*? (Figura 6) O
achado de diminuicdo do nimero de miofibrilas tem apoio
na literatura mas ndo ha unanimidade, alguns autores afirmam
que o musculo atrofia mas mantém sua estrutura integra,
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preservando o nimero de miofibrilas e reconstituindo-se,
se estimulado®; enquanto outros autores acham que
diminuem sim, o ndmero de fibras, além da sarcopenia que
impera nas que permanecem.!! 1213 A densidade muscular
média variou para menos; o que significa dizer que houve
consideravel diminuicdo do nimero de miofibrilas nos
musculos esquelético dos dois grupos de ratos, expressao
que caracteriza a sarcopenia muscular.®Foi feita a analise da
igualdade das medidas, por Variancia, da contagem do
Coeficiente de Densidade Muscular (CM) entre 0s grupos
estudados, A e B. Nas duas etapas do estudo (Pré e Pds-
castracdo), utilizando a contagem do numero de fibras
musculares presentes nos masculos, em grupos opostos,
respectivamente (Ae B) e (B e A), ja que a bidpsia muscular
foi feita nas patas traseiras, direita e esquerda, de cada grupo
em cada etapa. Assim, foi possivel identificar os animais
dos grupos que apresentaram diferencas significativas no
final do estudo.® (Tabela 3) e (Figura 10) Também € importante
ser ressaltado que, apesar de se afirmar que sarcopenia ndo
se mede ou estima, no presente estudo ficou patente que é
possivel mensurar a sarcopenia por quantificacdo da
densidade de massa muscular, bem como é possivel
evidencia-la por comparacao planimétrica pareada,
demonstrando a diferenca entre as imagens histolégicas
do antes e do depois. Os achados mostram quadro
histologico totalmente diferente do mudsculo esquelético
normal, onde o arranjo celular tem conformacao poliédrica
uniforme e de padrdo repetitivo continuo, diferente do
exibido pelo muisculo ap6s a castracdo, onde a
desestruturagdo celular é prevalente, ndo havendo definicédo
de tipo ou forma de miofibrila, assumindo esta o formato
ora redondo, ovalado (Figura 7), em obus, digitiforme,
atipico mesmo; com evidente aumento do espago interfibrilar
ou interfascicular, com redugdo do nimero de células por
fasciculo (diminuicdo prevalente do Coeficiente
Microscépico), (CM), que espelha a densidade muscular
presente no estudo.>*® Estes dois fatores de forma ajuntada,
talvez sejam determinantes para o rearranjo interfibrilar,
assumindo as células as formas bizarras na tentativa de
ocupar 0s espagos vazios que surgiram, sobressaindo a
sarcopenia, como causadora principal, de tal esvaziamento.
A castracdo também provocou o surgimento, embora
insipiente ainda, devido ao pouco tempo em que ocorreu a
avaliagdo, de acimulo de gordura no perimisio, endomisio
e espaco perivascular.® A literatura consultada descreve
musculos esqueléticos de seres humanos, portadores de
algum tipo de enfermidade e que, portanto, distancia-se do
aqui evidenciado, se comparavel fosse, pois se trata de
estudo com musculos sadios, apenas em estado prolongado
de pos-castracdo.® A hipotese aqui aventada para os achados
da presente pesquisa, € a de que se trataria de um quadro
histoldgico (sarcopenia), secundaria a situagdo enddcrina
maior, que seria provocado pela castracdo, e 0 anestro
consequente.®

Conclusao

A castracdo provocou desestruturacdo nos muasculos
esqueléticos e diminuicao do nimero de miofibrilas.
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