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Puente Miocardico Asociado a Lesiones Cardiovasculares en Bovinos
Adultos de la Raza Canchim
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Universidade Federal de Uberlandia’, Uberlandia, MG; Universidade Federal de Sdo Paulo?, Sao Paulo, SP Brasil

Resumen
Fundamento: La influencia que el puente miocardico ejerce sobre la corriente sanguinea en el transcurso del segmento
arterial bajo el puente, ha sido objeto de discusién por parte de la comunidad cientifica.

Objectivo: Comparar el tejido muscular ultra estructural del puente miocardico y la pared ventricular; analizar el grado
de lesion de la capa intima de los segmentos arteriales e investigar posibles cambios que pueden preceder o iniciar el
proceso de lesiones ateroscleréticas.

Método: Cuarenta corazones bovinos de la raza Canchim fueron estudiados con respecto a las alteraciones de la capa
intima de las arterias coronarias en los diferentes segmentos del puente miocardico. Para el examen microscépico,
se hicieron coloraciones por hematoxilina-eosina y fucsina-resorcina secundando las técnicas microscépicas
convencionales. Para el examen de microscopia electrénica, los segmentos del puente miocardico de doce corazones
de bovinos de la raza Canchim, fueron recolectados asi como de la pared ventricular y de la arteria coronaria y fueron
procesados de acuerdo con las técnicas convencionales.

Resultados: En la microscopia de luz, observamos una mayor frecuencia de lesiones en segmentos de pre puente y
pos-puente de la capa intima, en comparacién con el segmento puente. Los espesamientos de la capa intima vinieron
acompanados por un desarreglo en lalamina limitante elastica interna. Esas células a menudo presentan sus citoplasmas
ingurgitados por gotas lipidicas, lo que compone las llamadas células de espuma. La microscopia electrénica revelé que
las fibras musculares del puente miocardico generalmente se unen de forma recta y lisa, presentando ramas laterales
con un niimero mayor de mitocondrias en el misculo ventricular que en el puente.

Conclusiones: Existen pocas diferencias entre los tejidos musculares estudiados. Las lesiones de la capa intima son
menos frecuentes en las regiones del puente en comparacién con las regiones pre y pos puente. (Arq Bras Cardiol
2012;98(1):22-28)

Palabras clave: Puente miocardico/patologia, arterosclerosis, bovinos, experimentacion animal, mitocondrias cardiacas.

Introduccion el eje longitudinal de los vasos arteriales, componiendo
Hace ya mucho tiempo que el miocardio estd  Un promedio de 46°, siendo predominantemente oblicuo

despertando un especial interés por parte de los @ ellos, e intentando seguir su feje Iongitudinal,. Algur)os
investigadores, convirtiéndose en un 6rgano importante ~ autores*” re.latan que ‘I.a presencia del puente mxocardx‘co
para los diferentes tipos de abordaje. La influencia que el puede influir en el Fel/'df? arterial por medio de cambps
puente miocdrdico ejerce sobre la corriente sanguinea en €N la fuerza hemodinamica, causaglas por la contraccion
el transcurso del segmento arterial bajo el puente, ha sido muscular en el puente. Yamaguchi et al* proponen que

objeto de discusién por parte de la comunidad cientifica. el masculo del puente posee caracteristicas pr.éximas al
masculo esquelético estriado, y Masuda et al®, afirman que

la extension de la arterosclerosis en la capa intima coronaria
es menos significativa bajo el puente del miocardio en
comparacién con los segmentos proximal y distal, y
refuerzan la sospecha de que el comportamiento de la
capa intima de las arterias coronarias puede ser alterado
por la presencia del puente miocardico. Basandonos en esa
sospecha, nos propusimos investigar las posibles influencias

Brodsky et al’ como también Kilic et al® sugieren
que el puente miocardico puede ser un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de la isquemia miocardica
y de la fibrosis intersticial. Santos et al®* afirman que las
fibras musculares del segmento puente forman angulos con
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Métodos

El material fue adquirido por los sacrificios realizados
con los animales en diferentes establecimientos industriales,
y contando con la autorizacién especial del Servicio
de Inspeccién Federal del Ministerio de la Agricultura,
originalmente de animales exentos de procesos cardiacos
patolégicos comprobados por examen anti y post mortem,
de acuerdo con el procedimiento previsto en la legislacién
especifica vigente.

Microscopia de luz

Cuarenta corazones bovinos Canchim de 25 machos y 15
hembras con edades aproximadas entre los 30 y los 48 meses,
fueron utilizados en esta investigacién. Fragmentos de puentes
miocérdicos fueron posicionados sobre las ramificaciones
interventriculares paraconales de la arteria coronaria izquierda.
Esos fragmentos estaban constituidos por segmentos de vasos
pre puente, puente y pos puente, y por el tejido muscular
cardiaco adyacente, habiendo sido colocados en una solucién
acuosa de formaldehido al 10% por un periodo de 72 horas,
y posteriormente reducida a bloques de 1 cm? para aislar los
referidos segmentos. El material fue sometido a la deshidratacién
en una serie progresiva de graduacion alcohdlica, clarificado en
xileno y parafina, con cortes de 7 um de espesor que fueron
realizados inmediatamente. Los cortes fueron nuevamente
hidratados para ser enrojecidos por los métodos Hematoxilina-
Eosina (HE) y fucsina-resorcina. Después de que las ldminas se
prepararon y se enrojecieron, las superficies de la capa intima
normal y de la capa intima damnificada se midieron en todas
las ramas arteriales de los segmentos pre puente, puente y pos
puente para poder obtener el porcentaje del drea danificada en
diversas regiones de cada vaso. Para esas medidas, se usaron
imégenes digitalizadas analizadas por el software HL image 97.

Microscopia electronica

Doce corazones bovinos de hembras de la raza Canchim
entre 30 a 48 meses de edad, fueron utilizados para esta
investigacion. Para el microscopio técnico electrénico,
se recolectaron segmentos de la rama interventricular
paraconal de la arteria coronaria izquierda. Los segmentos
estaban compuestos por los vasos pre puente, puente y
pos puente, conjuntamente con el misculo formando el
puente miocardico y los segmentos del musculo ventricular
sub-epicdrdico de la pared ventricular. Después de ser
desconectados, se les coloc6 en una solucién tampén de
glutaraldehido al 2,5% en solucién de cacodilato de sodio
de 0,1 M (pH-7.2) durante 48 horas. Enseguida, el material
se lavé en una solucién tapén de cacodilato de sodio (pH-
7.2) tres veces por quince minutos cada una, y después fue
colocado en tetroxido de osmio al 0,1% ademas de una
solucién de ferrocianuro de potasio al 1,25% por 90 minutos.
Posteriormente, el material se sometié a la deshidratacién
a niveles en crescendo de alcoholes y éxido de propileno,
en una resina Epon y posteriormente, se hicieron los cortes
ultrafinos a laser. Los cortes se contrastaron con el acetato
de uranila y citrato de plomo, y después fueron analizados
y documentados fotograficamente por el microscopio
electrénico EM-109 Zeiss.

Los resultados de esas dos metodologias se analizaron
estadisticamente. De acuerdo con los resultados del andlisis de
variancia, se compararon los promedios por el test de Tukey
(@ = 5%), permitiendo la comparacion de los tratamientos.
El porcentaje de ambos test estadisticos se transformé en un
arco seno, dada la predisposicion del andlisis de variancia.

Resultados

Hallazgos microscopicos

Las alteraciones en la capa intima de las ramificaciones
interventriculares paraconales de la arteria coronaria
izquierda, fueron vistas como espesamientos de esa capa
donde se observaron células con citoplasma claro y desarreglo
y/o duplicacién en la ldmina limitante elastica interna (fig. 1).

Los porcentajes del area damnificada en los segmentos
pre puente, puente y pos puente de las ramificaciones
interventriculares paraconales de la arteria coronaria
izquierda, se analizaron estadisticamente, donde se
observaron las variables posicion y sexo. El test F (tab. 1)
fue significativo para la posicién, enfatizando que existe una
variacién en la frecuencia y en el grado de lesién entre los
segmentos arteriales estudiados. El mismo tipo de test no
fue significativo para la variable sexo. En otras palabras, la
presencia de lesiones, no depende de esa variable.

Se considero el test de Tukey (tab. 2 y 3) como significativo
para la variable posicién, con la seguridad de que existe una
mayor frecuencia de lesiones en los segmentos pre puente y
pos-puente de la capa intima de la arteria coronaria izquierda
en comparacién con el segmento puente. Sin embargo, cuando
se compararon los segmentos pre puente y pos puente, no hubo
una diferencia significativa en el grado de lesi6n.

Técnica de microscopia electrénica

Aspectos ultra estructurales de las fibras musculares

En los cortes longitudinales, se pudo observar que las fibras
musculares del puente miocdrdico estan generalmente unidas
de forma rectay plana. Esas fibras quedan predominantemente
unidas unas a las otras por medio de un disco intercalar. Los
cortes longitudinales revelaron también el sistema de los tubos
del reticulo sarcoplasmético formando triades, tanto en el
masculo puente como en el misculo de la pared ventricular,
pero las formas diada fueron las mas frecuentes (fig. 2).

Las fibras miocdrdicas de la pared ventricular sub-epicardica
mostraron, longitudinalmente, un curso elipsoide, presentando
ramas laterales. Por medio de los datos morfométricos, se pudo
evaluar el promedio y la desviacién estandar relativas al drea
ocupada por las mitocondrias, tubo T'y reticulo sarcoplasmatico
encontrados en el misculo puente, como también en el
mdsculo de la pared ventricular sub-epicardica (tab. 4). El drea
de mitocondrias fue comparada mensurando ambos tejidos
y el analisis estadistico arrojé una diferencia significativa,
demostrando que ella es menor en el tejido puente que en el
tejido cardiaco comdn. Sin embargo, el analisis estadistico no
present6 diferencias significativas cuando el tubo Ty el drea del
reticulo sarcoplasmatico se compararon en los dos tejidos (tab. 4).

Arq Bras Cardiol 2012;98(1):22-28
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Seccién transversal microscdpica de la rama interventricular paraconal de la arteria coronaria izquierda, enrojecida por el método hematoxilina-eosina,
presentando espesamientos en toda la extension de la capa intima, donde se observaron células con citoplasma de luz (A). Aumento (400x).

Anélisis de variancia de los porcentajes de lesion de la capa intima de la rama interventricular paraconal de la arteria coronaria
izquierda de animales de sexos diferentes, en los segmentos pre puente, puente y pos puente

Variacion C. G.L Q.M. F
Sexo (S) 1 630.4924 0.79NS
Error (A) 28 797.2693

Posicion (P) 2 2822.4686 18.64 *
Interaccion P x S 2 69.9801 0.46 NS
Error (B) 56 151.4259

Variacion C. por Sex = 73.96
Variacion C. por Posicion = 32.23

G.L. - grado de libertad; C.P. — valor promedio cuadratico; F - Analisis de Variancia; * - significativo por el test F (a=1%); NS — no significativo
por el test F (0=5%).

Test de Tukey que establece las diferencias entre el sexo
sobre la incidencia de lesiones en la capa intima de las ramificaciones
interventriculares paraconales de la arteria coronaria izquierda

Sexo Promedio
Masculino 40.8226 A
Femenino 35.5290 A

Test de Tukey que establece las diferencias sobre la
incidencia de lesiones en la capa intima de las ramificaciones
interventriculares paraconales de la arteria coronaria izquierda en
diversos segmentos

Letras iguales (A) son promedios parecidos.

Aspectos ultra estructurales de la capa intima de la
arteria coronaria izquierda

No se pudo observar diferencias ultra estructurales en los
tres segmentos arteriales analizados. Las lesiones observadas
en la tdnica fntima de la rama interventricular paraconal
de la arteria coronaria izquierda, independientemente
del tipo de segmento analizado, se describieron como el

Arq Bras Cardiol 2012;98(1):22-28

Segmento Promedio
Distal 43.8230 A
Proximal 43.7285A
Inferior 26.9758 B

Letras iguales son promedios similares y letras diferentes son promedios
diferentes unos de los otros.

espesamiento de la capa intima, con o sin lesiones claras
del endotelio. En la region de espesamiento, fibrilas de
coldgeno, células musculares lisas y algunas gotas lipidicas
extracelulares se encontraron (fig. 3). Los espesamientos mas
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Figura 2 — Fotomicrografia del tejido muscular del puente miocérdico en un corte longitudinal, presentando miofibrilas (A), mitocondrias (B), tubo T (C) y reticulo

sarcoplasmatico (—), ambos en forma de triade. (Aumento de 78000x).

Tabla 4 — Variable para el analisis del porcentaje de mitocondrias (C. P.1), tubo T % (C. P. 2) y reticulo sarcoplasmatico (C. P. 3)

Tasa de variacion G.L C.P.1 C.P.2 C.P.3
Tratamientos 1 193.62% 0,75NS 0.99NS
Error 20 12,57 0.63 2.7
Tasa de variacion 10.41 10.32 20.22
Promedio 34.05 7.73 8.15

G.L. - grado de libertad; C.P. - valor promedio cuadratico; * - Significativo por el test F (a=1%); NS - no significativo por el test F (a=5%); Datos transformados en Arc

Sen SQRT (X+0.50).

intensos generalmente venian acompanados por un desajuste
de la lamina limitante eldstica interna, que se encontraba
fragmentada o, en muchas ocasiones, duplicada (fig. 3).

En las regiones lesionadas, el endotelio estaba
ocasionalmente fragmentado. Pero cuando estaba
completamente compuesto por las células en formas
poligonales o con prolongamiento, presentaba un alto nivel
de micropinocitosis, incluso en las dreas no comprometidas.
Las gotas lipidicas citoplasmaticas fueron frecuentemente
observadas en las células del endotelio de las regiones
lesionadas, pero aparentemente eran normales y aparecian
con menor frecuencia. Las células musculares lisas
encontradas en el espesamiento de la capa intima eran, en su
gran mayoria, redondeadas y con una tendencia al poligono,
con una mayor cantidad de organelas en comparacién con
las células musculares de la capa media, muchas veces
presentando gotas lipidicas citoplasmaticas (fig. 3).

Algunas células musculares lisas fueron ocasionalmente
observadas en la intima e incluso en la tinica media con su
citoplasma ingurgitado por gotas lipidicas, componiendo asi
las llamadas células espumosas (fig. 4).

Discusion

A pesar de la fascinacién causada por el estudio del miocardio
por parte de los investigadores, estamos muy lejos de afirmar
que es una estructura totalmente conocida. Dentro del contexto
de la Anatomia Animal, podemos confirmar que los informes
sistematicos todavia son incipientes, especialmente cuando el
asunto de que se trata son los puentes miocardicos o las posibles
influencias que ellos pueden ejercer sobre el flujo coronario.

Observamos que los autores cldsicos' estudiaron
la topografia de las arterias coronarias solamente en lo
concerniente a la caracterizacion de su curso y ramificaciones,
sin abordar el tema que propusimos aqui. En este estudio,
el andlisis estadistico nos permite asegurar que existen
variaciones en la frecuencia de lesiones presentes en la
capa intima de las ramificaciones de las arterias coronarias
izquierdas, cuando los segmentos pre puente y pos puente
son comparados con el segmento puente, como también la
no aparicién de variaciones significativas en el surgimiento
de esas lesiones entre los machos y las hembras estudiadas.
Esos resultados estdn a tono con los resultados de otros
autores®'"?, una vez que todos los resultados garantizan que
la lesién presente en la tiinica intima de esas arterias a lo largo

Arq Bras Cardiol 2012;98(1):22-28
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Figura 3 — Fotomicrografia de la capa intima con el endotelio preservado, células musculares lisas en forma poligonal (B), la duplicacion de la limitante eléstica interna

(C). (Aumento de 5000x).

Figura 4 — Fotomicrografia de la capa intima, presentando la célula de espuma en la capa media (—), limitante elastica interna (A), células musculares lisas (B) y

matriz extracelular alterada (C). (Aumento de 5000x).

del segmento puente es menor que las lesiones observadas
en los otros dos segmentos. También fue posible observar
que cuando se compararon los segmentos pre puente y pos
puente, no hubo diferencia significativa en el grado de la
lesion. Zoghi et al* dicen que la funcién endotelial queda
perjudicada en los pacientes con MB y que existe una mayor

Arq Bras Cardiol 2012;98(1):22-28

tendencia para la arterosclerosis proximal al puente en los
pacientes con MB. La disfuncién endotelial es més grave en
los pacientes con arterosclerosis proximal al puente.

En un estudio anterior, Santos et al* observaron el dngulo
generado entre la fibra muscular y el eje longitudinal de
los respectivos vasos arteriales, que variaba de 11° a 168°
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con un valor promedio de 46°. Ese hecho establecié una
posicion oblicua para esas fibras, con una tendencia a ser
longitudinal con relacién al eje de esos vasos. Esos resultados
estan a tono con otros que relatan que la alineacién del
puente miocardico genera una fuerza longitudinal a lo largo
del eje de la fibra con la constriccién minima de la arteria
coronaria?', y con resultados relatando que la presencia
del puente miocardico puede influir en el tejido arterial
por medio de alteraciones hemodindmicas en funcién de
sus contracciones®. Por tanto, la mayor oblicuidad de las
fibras®, como también el ambiente en que esa arteria esta
envuelta?™* pueden ser un mecanismo de disposicién
compensatoria para evitar posibles lesiones causadas por
alteraciones hemodindmicas en los vasos.

A pesar de los diversos autores que ya han descrito hace
tiempo la macroscopia del puente del miocardio, algunos
de sus aspectos microscopicos y ultra estructurales todavia
no han visto la luz**32,

El andlisis ultra estructural del puente miocardico
del tejido muscular sub-epicardico, revela que las fibras
musculares estan unidas de forma recta y lisa, como lo
describen Yamaguchi et al®. Sin embargo, esta investigacién
relat6 una cantidad similar de ramas laterales en el puente
y en la musculatura parietal, lo que se contradice con las
observaciones presentadas por esos autores.

Como ya fue relatado por Yamaguchi et al?, la juncién
entre las fibras musculares del puente se hizo por el disco
intercalar y la conexién conclusién-terminal utilizando
fibras de colageno que los autores llamaron juntas
articuladas. Es importante considerar que esta investigacion
no encontré juntas articuladas en la pared ventricular del
miusculo cardiaco bovino de la raza Canchim, y que las
células musculares encontradas en el puente miocardico
no forman juntas celulares lado a lado como lo describe
el autor. Esos autores también afirman que el sistema del
tubo reticulo sarcoplasmatico de las fibras musculares del
puente, generalmente tenia la forma de triade y que esas
fibras, en una seccién transversal, estaban personalmente
desconectadas por el tejido conjuntivo®.

Nuestros resultados estdn parcialmente de acuerdo con
los de él, porque tal sistema también esta presente en la
forma de una triade; sin embargo, no era anatémicamente
similar a los encontrados en el misculo esquelético, ya que,
ademas del hecho de que el reticulo sarcoplasmatico no forme
expansiones alrededor del tibulo T, que, a su vez quedaba
gravemente dilatado, también se encontro esas estructuras con
las estructuras similares en el masculo cardiaco de la pared
ventricular. Las fibras musculares del puente que observamos
también estaban personalmente desconectadas por el tejido
conjuntivo de acuerdo con esos autores®, pero es importante
resaltar que también fueron encontradas en la musculatura
cardiaca parietal. Sin embargo, los resultados encontrados
estan de acuerdo con los resultados relatados por esos autores
cuando afirman que algunos aspectos estructurales del tejido
del puente miocardico se destacaron de la estructura comin
cardiaca®, porque el andlisis estadistico revel6 que existe
un mayor nimero de mitocondrias presentes en el tejido
cardiaco parietal que en el tejido del puente cardiaco.
Ademas, no hubo diferencia significativa cuando aparecié

el tubo Ty el reticulo sarcoplasmatico se comparé con los
tejidos observados.

Sean cuales sean los aspectos ultra estructurales del
analisis de la capa intima de la arteria coronaria izquierda,
no encontramos ninguna alteracién en la anatomifa de
las células del endotelio, como por ejemplo, los cambios
indicados por Ishikawa et al'®, que describieron las formas
poligonales de esas células en los segmentos pre puente y
pos puente, mientras que en el segmento puente esas células
tenfan una forma alargada.

Con relacién a los cambios en la capa intima, los
resultados de esta investigacién estan a tono con los
resultados presentados por Cheville** y Stary et al**, que
describieron diversos tipos de lesiones que precederian
o iniciarfan el proceso de arterosclerosis. Segtn ellos, el
mds intenso espesamiento de esa capa, causé desarreglos
de la lamina eldstica interna fragmentada y/o duplicada,
generalmente seguidos por los compromisos del endotelio.
También se pudo observar la invasion de las areas de lesién
por las células de colageno y células musculares que se
reproducian y presentaban gotas lipidicas.

La forma y la enorme cantidad de organelas observadas
en las células musculares lisas de las regiones de la lesion de
la capa fntima, y la ausencia de fibroblastos, sugieren que
esas células estan involucradas en el aumento de la matriz
extracelular (fibras de coldgeno y glicoproteina). Y como lo
describieron otros autores*-3, una pequeia cantidad de
células de espuma fue observada tanto en la capa intima
como en la capa media.

Conclusiones

Las lesiones de la capa intima, que son visibles a
la microscopia de luz, son menos frecuentes sobre las
ramificaciones interventriculares paraconales de la arteria
coronaria izquierda en las regiones que abarcan los puentes
miocdrdicos, en comparacién con las regiones pre puente
y pos puente.

Existen algunas diferencias entre la ultra estructura del
tejido muscular del puente cardiaco y del tejido muscular
parietal sub-epicardico.

Las lesiones encontradas en la capa intima de la rama
interventricular paraconal de la arteria coronaria izquierda,
independientemente de la posicion analizada, son parecidas
a las lesiones que preceden a la formacién de la placa
arterosclerdtica.
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