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Estereologia do Miocardio de Ratos Jovens e 1dosos
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Objetivo - Comparar asdiferencas quantitativas na
composi¢ao eestruturado miocardioderatosjovenseido-
sos utilizando a estereol ogia.

M étodos- Foramestudados 30 ratosmachosdaraca
Wistar (15 animaisjovensde 3mesesdeidadee15animais
idosos de 15 meses). Os coracdes foram retirados, pesa-
dos, perfundidos com soluc&o de Bouin e posteriormente
fixadosemformol tamponado a 10% por 24h, processados
por técnica histol 6gica, incluidos em parafina, seccio-
nadose coradospelo HE epicro-sirius. Foramanalisados
15 campos aleatérios por grupo e foram determinados os
seguintes parametr os ester eol 6gicos: densidade de volu-
me do miécito (Vv[ midcito]) e densidade de volume do
intersticio cardiaco (V[ intersticio]) e densidade numéri-
ca dosmioécitos (Nv miocito] ) (1/mm), estimados pelo mé-
todo disector. O nimerototal de mideitos (N[ miécitos]) ea
média do volume do midcito (Mol[ midceito] ) dos coragdes
dosdoisgrupostambémforamdeterminados. Asdiferencas
estatisticasentre os animaisjovenseidososforamtestadas
pel o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Resultados - Comparando os animaisdosgruposjo-
vemeidoso temos, respectivamente, os seguintesdados: o
peso cardiaco aumentou de 1,1 para 1,7g, o Vv(midcito)
diminuiu de 76,7 para 72,2%, Vv(inter sticio) aumentou
de 23,3 para 27,8%, enquanto o Nv(miécito) diminuiu de
14,76x10* para 6,19x10%mme. O Vol (midcito) aumentou
de 5,42x10° para 13,26x10°*mm? e o N(miécito) diminuiu
de 15,64x10* para 10,72x10* miécitos. Estas diferencas
foram estati sticamente significativas (p<0,05).

Concluséo - Osresultados obtidos mostram que no
envel hecimento ocorre perda de midcitos cardiacos e
hipertrofia das células remanescentes.
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Stereology of the Myocytes in Young and
Aged Rats

Purpose - To determine the myocardial quantitative
changes comparing young and aged animals by using the
stereology.

Methods - Thirty rat hearts were studied (15 rats
aged 3 months and 15 other ratsaging 15 months). The
heartswereremoved, weighed, fixed in 10% buffered form-
aldehyde sol ution, embedded in paraffin, cut in 7umthick
slicesand stained with HE and picro-siriusstains. In each
group we counted 15 random microscopic fields. Thefol-
lowing parameters were studied: Vv(myocyte) and
Vv(interstitium) (%) (the volume densities of the cardiac
myocyte and inter stitium, deter mined by the point-count-
ing method), and Nv(myocyte) (1/mm?) (the numerical
density of the cardiac myocytes, determined with the
disector method). The total number of myocytes
(N[ myocyte] ) and the mean volume of the myocytes
(V[ myocytes] ) wereal sodetermined. Thedifferenceswere
tested by the Mann-Whitney test.

Results- Cardiac weight increased from1.1t0 1.79,
the Vv(myocyte) decreased from 76.7 to 72.2%, the
Vv(interstitium) increased from 23.3 to 27.8%. The
Nv(myocyte) and the N(myocyte) decreased from
14.76x10* to 6.19x10%mm?® and 15.64x10* to 10.72x10*
myocytes, respectively. S multaneously, the V(myocyte)
increased from5.42x10° to 13.26x10°mn*. These differ-
enceswer e statistically significant (p<0.05).

Conclusion - Myocardial changes, comparing young
rats with aged ones suggest | oss of myocytes (increased
apoptosis?) with simultaneous myocyte hypertrophy.
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Asmudangas estruturais do miocardio decorrente do
envel hecimento aindando estdo total mente esclarecidasna
literaturamédi ca. Sabe-se que, com o avangar daidade, ha
diminuigao do nimero ehipertrofiadosmidcitoscardiacos.
A estereol ogiaéum método demorfol ogiaquantitativagque
permite determinar com preciséo estas alteracdes do
miocardio naidadeavancada®.
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O miocérdiodo homem adultonormal consistedecer-
cade80% demidcitose 20%, de matriz extracel ular, tecido
conjuntivo evasos sangliineos. Esta proporcao é diferente
em fases diferentes do desenvolvimento. Haaumento do
volumerelativo do miécito nasidades mais precoces da
vida. Em outroscasos, taiscomo durante ahi pertrofiapato-
|6gica, aproporc¢éo de coldgeno e células que ndo sdo
miécitostambém aumentam nointersticio cardiaco

Nosindividuosidosos, com aperdade midcitosocor-
re asimulténea quedadareservafuncional do coragéo, o
gue favorece adisfuncdo ventricular e afalénciacardiaca
nestafasedavida. A perdacrénicademidécitosreduz acapa
cidade do coragdo idoso suportar variagdes de pressio ar-
terial easobrecargadevolumeventricular 3.

A razdo daperdademiocito devidaadidadeaindando é
conhecida, masa gunsestudosapontam que, nomiocardio,
amortecelular podeocorrer por doismecanismos. necrose
(processo acidental e passivo) e apoptose (processo pro-
gramado eativo) .

Os atuais métodos morfol gi cos quantitativos séo
acurados e eficientes na determinagdo do nimero total de
midcitosem diferentesidades®. A tentativapara estabele-
cer parémetros quantitativos no coragdo durante 0 enve-
Ihecimento édeimportanciamédicaebiol 6gica’>12,

Estetrabal ho experimental tem o objetivo decomparar
as diferencas quantitativas na composi¢8o e estrutura
miocérdicaem doisextremosdavidadeanimaisdelaboratd-
rio (ratos Wistar): trés e 15 meses de idade. Estas idades
correspondem, em humanos, ao adultojovem eaoidoso 2.

Métodos

Estudou-se 30 coragdes de ratos Wistar. Quinze ani-
mai stinham idade detrés meses (consideradosanimaisjo-
vens), osoutros 15 animaistinham idade de 15 meses (con-
siderados animaisidosos). Osanimaisforam mantidosem
biotério, cincoanimaispor caixa, comeciclodeluz contro-
lados. Receberam racao (purina®) edgua ad libitum.

Nasidades determinadas, os animaisforam aneste-
siados (inalagdo de éter) e perfundidos, através de puncéo
no ventriculo esquerdo (VE), comgrandevolumedeKCl a
10% atéaparadacardiacaemdiastole.

Os coragBesforam retirados, seccionando-se 0svasos
dabase préximo ao 6rgéo, epesadosem ba angaanaliticadi-
gital comacuréciade0,001g, utilizando o método de Scherle
4 (imersosem sol ugdo sdinafisiol 6gi cadentro deum Becher,
suspensos por um fio sem tocar nas paredes do reci piente).

Em seguida, oscoragtesforam seccionadostransver-
salmente ao nivel do sulco coronério. Amostras do mio-
cardioforamretiradasdacamadacompacta daparedelivre
do VE edo septointerventricular, paratal usou-seatécnica
doortotrip®. Assim, foram obtidoscortesal eat6rioseuni-
formementeisotrdpicos.

Osfragmentosdemiocardioforamfixadosemformol
tamponado a 10% e, depois, desidratados em séries cres-
centesded coois, diafanizadosemxilol, incluidosem parafi-
na, seccionados em cortes de 7um de espessura e corados
peloHE epicro-sirius.
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O processamento histol 6gico foi semelhantenosdois
grupos, provocando amesmaretracdo tecidual . Nas dife-
rentes etapas de preparo técnico, inclusive naclivagem do
material, ndo observou-sediferencanarigidezdomiocérdio
comparando os dois grupos de estudo.

Estudou-seadensidadedevolume(Vv) eadensidade
numérica(Nv) doscomponentesdo miocéardio. ComoVv
analisou-se a ocupacdo relativade estruturas miocardicas
naarea-teste(A,).

O Vv do componente contréctil do miocérdio (o volu-
merelativodomiécitonomiocérdio, Vv[midcito]), foi consi-
derado acéulacardiacaincluindoontcleo. O Vv docom-
ponentendo contréactil (o volumerelativodointersticio car-
diaco, Vv[intergticio]) foi considerado como conjuntivoin-
cluindo vasos e nervos.

Estudou-se 15 campos microscépicos al eatdrios do
miocéardioem cadagrupo. O Vv foi determinado por conta-
gem de pontos, considerando-se 0spontos que tocavam 0s
midcitoseintersticio cardiaco deacordo comaformulas6L:

Vv _ Pp(&strutura)
(estrutura)
PT

sendo Pp[estrutura] = pontos sobre aestruturaem es-
tudo (midcitoouintersticio) eP,, =42.

O nimero de midécitos por volume de miocérdio
(Nv[midcito]), foi determinado pelo método do disector 1819,
Este método tem sido utilizado recentemente em quanti-
ficagBes estereol 6gicas do miocardio 22, Utilizou-se um
sistema de andlise deimagens composto de monitor Sony
Triniton® evideo-microscopiacom auxilio demicroscopio
LeicaDMRBER, comobjetivad40x ecamaraK appal CF 15/5.
ONv[midcito] foi calculado segundo aférmula: Nv=Q',/
disector, sendo Q, o nimero de nlcleos de midcitos na
area-teste vistos no plano superior de corte (look-up),
disector éovolume-teste, determinado multiplicando-sea
espessurade microtomiapel aérea-teste.

Ovolumemédiodosmidcitos(V[midcitos]) foi deter-
minado pelarelacéo seguinte: V(midcito)=Vv(mibcito]/
Nv(midcito).

Ondmerototal demidécitoscardiacos(N[midcito]) foi
calculado pelo produto do Nv(miécito) eovolumedo cora-
¢&o (V[cor]). OV[cor] foi considerado como o peso cardia-
co (P[cor]), umavez queagravidade especifica(g) dasolu-
¢éo salinaéaproximadamente 1,0048 eo P(cor) foi aferido
usando-seo método de Scherle41519 isto é: V(cor)= P(cor)/
g; N(midcito)=Nv(midcitox V(cor).

Resultados estereol 6gicos sdo variaveis discretas
(descontinuas), por isso testou-se as diferengas entreratos
jovens com ratos idosos, com teste ndo-paramétrico para
amostras independentes (teste de Mann-Whitney), com
nivel designificanciaalfade0,05%.

Resultados

Analisando os resultados dos animaisjovens eido-
sos, encontramosa gumasdiferencasqueforam estatistica-
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Tabela | - Miocardio de ratos jovens e idosos - estatistica descritiva de par ametros ester eol 6gicos
Grupos Peso () Vv(mibcito)% Vv(intersticio)% Nv(miécito)1/mm? Vol (miécito)mm? N(miécito)
Jovem
Média 1,1 76,7 23,2 147619,0 5418,5 156377,8
1C 95% 10al,l 72,0a81,0 19,0a28,0 130940,8 a 164297,2 4644,2 a 6192,8 138880,9 a 173874,6
DP 0,14 8,15 8,15 30116,94 1398,23 31595,17
EP 0,04 2,1 2,1 7776,16 361,02 8157,84
V% 12,72 10,65 34,68 20,4 25,8 20,2
CE% 3,63 2,75 8,94 5,27 6,66 5,22
Idoso
Média 1,7 72,2 27,8 61904,8 13255,7 107166,6
1C 95% 1,63al19 70,48 a75,0 25,02 a29,5 50986,23 a 72823,2 10068,53 a 16442,8 87938,57 a 126394,7
DP 0,21 4,06 4,06 19716,18 5755,24 34721,42
EP 0,05 1,05 1,05 5090,70 1486,0 8965,03
V% 12,35 514 14,87 31,85 43,42 32,40
CE% 2,94 1,33 3,85 8,22 11,21 8,37
Vv-(midcito)- densidade de volume do midcito; Nv(midcito)- densidade de nimero do miécito; Vol (midcito)- volume total do midcito; N(midcito)- nimero total de
midcitos.

mentesignificativas(p<0,05). A tabelal mostratambémque
os coeficientesde erro (CE) foram peguenos. Apenas o
Vol (miécito) teve CE de11,21%, osoutros parametrostive-
ram CE abaixode10%.

A tabelall indicaquetodas as diferencas estereol 6-
gicasdo miocardio foram significativas comparando ratos
jovens com idosos. Comparando as diferencas dos pard-
metros estereol 6gicos dos animaisjovens paraosanimais
idosos, observando astabelas| ell, vemos que varios
pardmetrosapresentaram diferengasignificativa

Em estudo hi stol 6gi co do miocérdio, observamos, nos
animaisidosos, areasfocaissugestivasde miocardite, com
presenca de células inflamatérias (macréfagos, plasmo-
citos), midcitos destruidos e diminuicéo de colageno. Em
algunsanimais, haviam &reasde sugestivasdelesdo antiga,
jaapresentando aparente substituicdo fibrosa. Nestas ére-
as, apbs polarizacéo pelo método de coloragdo de picro-
sirius, observou-se aumento dos colégenosl elll.

Discussao

O conhecimento do envel hecimento cardiaco éimpor-
tante para compreender melhor 0s processos patol 6gicos
gueocorrem maiscomumente nosidosos.

O disector 6ptico éum método acurado paradetermi-

Tabela |1 - Comparagdo da estereologia do miocardio em ratos
jovenseratosidososetestede Mann-Whitney

Parémetros Jovem x idoso Mann-Whitney
Peso (g) +55% 0,000003
Vv(midcito)% -6% 0,02
Vv(intersticio)% +19% 0,02
Nv(miécito) /mm? -58% 0,000003
Vol (miécito)mm?® +145% 0,000006
N(miécito) -31% 0,0007

Vv-(miécito)- densidade de volume do midcito; Nv(midcito)- densidade de
ndmero do miécito; Vol (midcito)- volume total do miécito; N(midcito)- nd-
mero total de midcitos.

nagBes de densidade numéricade células. Neste método,
um volume-teste é definido entre as faces do corte histo-
16gico. © movimento do micrométrico do microscdpio defi-
netodas as estruturas contidas no volume-teste evitando a
superestimacdo de célulasbinucleadas . O disector éum
métodotridimensiona simplesesemviés. A drea-testees-
tudada éformadaobedecendo critériosqueasseguram que
todos os objetos sdo contados com a mesma probabilida-
de. O disector élivre do efeito de sobreposicéo (efeito
Holmes) edoviésde* perdade calotas’ quando sdo corta-
das estruturas esf éricas %2

AsmodificagBesestruturai sdo miocardio queocorrem
nos periodos mais precocesdavidatem sido estudadas por di-
versosautores, inclusveemnosso L aboratérionaUER 3102022,
Emum estudo utilizando o disector 2 em coragtesdefetos
humanos do 2° e 3° trimestre, os autores observaram que o
desenvolvimento miocéardiconofinal do periodo.

Em um estudo utilizando o disector * em coragGesde
fetos humanos do 2° e 3° trimestre, os autores observaram
gueodesenvolvimento miocérdiconofinal doperiodofetal
humano € principal mente hipertrofico parao midcito e
intersticio, comaumento dospeso cardiaco, Vv(intersticio),
V (miécito) e N(midcito) e diminui¢do dos Vv(midcito) e
Nv(midcito).

Austin ecol 5, estimaram o nimero total de midcitos
ventriculares em coragesfetais e pds-natais, utilizando o
método estereol 6gico eobtiveram resultados semel hantes.
Mandarim-de-L acerda e Pessanha '°, estudaram o cresci-
mento cardiaco deratosemtrésidadesdiferentes: embrides,
fetos e neonatos. Observaram que ha grande proliferacéo
celular nestes periodos.

No coragdo idoso, as modificagBes assemelham-se d
sobrecargade pressdo emtermosde propriedadesbioquimi-
cas, mecanicas e el etrofisioldgica?. Estefato evidencia
que, no envel hecimento, existem condi¢cBesquefavorecem
aapoptose de midécitos cardiacos. Neste estudo observa-
mosdiminui¢dodo Nv(miécito) edoN(midcito) nosanimais
idosos, 0 que concorda com a existénciade apoptose de
miécitos cardiacos no envelhecimento. A apoptose, ou
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mortecel ular programada, éum processo regulado deforma
ativapor célulasproépriasdestinadasadestruicdo. Estepro-
cesso ocorre normal mente durante o desenvol vimento car-
diaco, namaturagdo pds-natal, nahipoxia, i squemia, naso-
brecargaenainsuficiénciacardiaca®.

Kajsturaecol t, demonstraram em ratosidosos, aocor-
rénciadeapoptoseenecrose, principalmentenoV E. Obser-
varam também que, enquanto aapoptosefoi restritaao VE,
anecrosefoi um fendmeno que af etou todo o coragéo des-
tesanimais. A necrose miocardicaenvolveu, aproximada-
mente, 1000 miécitosnaparedelivredoV E aostrésmeses
deidade e, esta perdaaumentou progressivamente com o
envel hecimento, alcangando um valor de 13600 midcitos
aos 24 meses de idade. L evando em consideracdo a etio-
logiada perdados midcitos, tecido de cicatrizagdo ventri-
cular, rarefacdo dos ramos intramurais da circulagdo
coronariae crescimento hipertrofico reativo dosmidcitos,
estasadaptaciescel ularesendo celulareslevam ao desenvol -
vimento da hipertrofia encontrada nos coragdes idosos .
M orfometricamente, as densi dades de comprimento dos
vasosderesisténeia, de didmetros de 6 a20pum, diminuem
acentuadamente aos 12 mesesdeidade (quando comparado
comratosdequatro mesesdeidade). Estefendmeno atinge
ascamadasinterna, médiaeexternadaparededo VE %,

Os resultados histol 6gicos do miocéardio, através da
microscopia Optica, permitiu observar areas focais de
miocardite aguda e areas de sequiel as fibrosas pés-resol u-
¢80 do processo agudo nos animaisidosos. Este processo
pareceser fisiol 6gico, proprio do envelhecimento. Notraba
Iho deMalinow e col 2 sobre aterosclerose esponténeaem
ratosidosos, também foram observadosevidénciasmicros-
cépicasdeinflamago em quasetodososanimais, evidenci-
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andoinfiltracdolinfocité&riano miocérdio ediferentesgraus
defibrose.

Comparando osanimai sjovenscom 0sidosos, obser-
vamos o seguinte: o peso cardiaco aumentou 55% detrés
paral5mesesdeidade; o Vv(midcito) diminuiu 6% enquan-
too Vv(intersticio) 19% detrés para 15 mesesdeidade; o
Nv(midcito) diminuiu58% eo N[midcito] diminuiu 31%de
trésparal5 mesesdeidade; V (midcito) aumentou 145%de
trésparal5mesesdeidade.

Em estudo prévio descrevemos que a hipertrofiados
midcitos é mai s acentuada quando ratosidosos sdo manti-
dosem dietahiperlipidica, ricaem colesterol, emenosacen-
tuada quando os animais sGo mantidos em dietacom 6leo
decanola, ricaem écido graxo 6mega- 3303,

Podemosresumir osachados deste estudo, no miocéar-
dioderatosidososem comparagdo com ratosjovens, como
aumento de mai s de 50% do peso do coragdo com simulté-
neo aumento, no miocardio, dovolumeparcia dosmidcitos
edointersticio cardiaco. O volume médio do miécito au-
mentou e, smultaneamente, reduziu-seadensidadenuméi-
caenumero total dos midcitos. O estudo utilizando o
disector, permite que estas alteractes devidas ao envel he-
cimento sgjam comprovadasdeformarelativamentesimples
eisto pode ser (til paraestabel ecer pardmetros quantitati-
VoS no coragdo. Tal conhecimento éimportante no estudo
do envelhecimento enacorrel agdo com asdoencasineren-
tesao idoso.
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