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RESUMO

ALBUQUERQUE, I. M. B. Analise comparativa dos elementos estruturais e
ultra-estruturais do musculo cardiaco em caes sadios e diabéticos.
[Comparative analysis of the structural and ultra-structural elements of the cardiac
muscle in healthy and diabetic dogs]. 2006. 72 f. Dissertagcdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2006.

A presente investigacao cientifica visa estabelecer biometricamente a analise
comparativa dos elementos estruturais e ultra-estruturais que compde o musculo
cardiaco, em caes sadios e diabéticos, avaliando a proporcao existente entre a
quantidade de tecido conjuntivo e a de fibras musculares cardiacas, estudando a
densidade vascular presente no musculo cardiaco e quantificando a proporgao de
organelas presentes naquelas fibras. Utilizou-se doze coragdes de caes, machos e
fémeas, sendo seis animais sadios e seis animais diabéticos, onde efetuou-se a
mensuracao do coragao em seus eixos longitudinal e transversal e, ainda as
espessuras das paredes dos ventriculos e do septo interventricular. Submeteu-se
0 musculo cardiaco ao estudo de seus elementos estruturais a partir do emprego
da microscopia de luz analisados com auxilio de Programa de Analise de Imagem
e Morfometria KS-400 Zeiss®. Ja, os elementos ultra-estruturais foram
investigados através do emprego da microscopia eletrénica de transmissao. Os

dados obtidos foram tratados estatisticamente considerando-se as variaveis

relativas ao sexo na presenca ou nao de diabetes.

Palavras-chave: Caes. Coracao. Diabetes Mellitus. Colageno. Miocardio.
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ALBUQUERQUE, I.M.B.
ABSTRACT

ALBUQUERQUE, |I. M. B. Comparative analysis of the structural and ultra-
structural elements of the cardiac muscle in healthy and diabetic dogs.
[Analise comparativa dos elementos estruturais e ultra-estruturais do musculo
cardiaco em céaes sadios e diabéticos]. 2006. 72 f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2006.
The present scientific inquiry aims at biometrically to establish a comparative
analysis of the structural and extreme-structural elements that composes the
cardiac muscle in healthy and diabetic dogs. This will be given evaluating the
existing ratio enters the conjunctive amount of fabric and of cardiac muscular
staple fibers, studying the present vascular density in the cardiac muscle and still
quantifying the ratio of organelles existents in those staple fibers. For in such a
way we will use twelve hearts of dogs, males and females, being six healthy
animals and six diabetic animals. We will effect the mensuration of the heart in its
longitudinal and transversal axles, still the thicknesses of the walls of the ventricles
and septum to interventricular, with digital aid of electronic paquimeter. The
cardiac muscle was submitted to the study of its structural elements using
Microscopy of light analyzed with aid of optic microscope Axioscopio Zeiss® and
the Program of Analysis of Image and Morfometric Ks-400 Zeiss®. Already, the
extreme-structural elements was investigated through the electronic Microscopy of
transmission, evaluating themselves thus the ultra fine cuts from the attainment of
the electromicrografics gotten in electron microscope Jeol 1010. The gotten data
was treated statistically considering the relative variable the sex, in relation to the

healthy animals and those diabetic ones.

Keywords: Dogs. Heart. Diabetes Mellitus. Collagen. Myocardium.
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1 INTRODUCAO

Na primeira metade do século XIX a classificagdo de novos sinais
correlatos com sintomas de doencas e achados post-mortem passam a
constituir a base para muitos conceitos relativos as doengas cardiacas,
especialmente com referéncia aos defeitos valvulares, pericardite e
particularmente o estabelecimento da diferenca entre hipertrofia e dilatacéao
cardiaca.

No entanto, nas ultimas décadas, a busca pela compreensao do sistema
cardiovascular tem sido empreendida de forma vigorosa, retratando a
importancia de alguns aspectos funcionais e como relacionam-se as estruturas
do coragao. De outra forma, podemos verificar que muitas questdes ainda nao
estdo por completo respondidas.

Notadamente, observamos que estruturas como o musculo cardiaco,
cuja forma e funcado sado fundamentais para o trabalho adequado de todo o
sistema cardiovascular tem tido grande importancia, atualmente, devido ao
aumento nas ocorréncias ou melhora do diagnéstico das doengas cardiacas.
Neste contexto, o musculo cardiaco passa a ter significado relevante, uma vez
que, modificagdes na sua estrutura promovem falhas e comprometem outros
sistemas e, por conseguinte todo o organismo.

Isto sugere que o remodelamento muscular cardiaco, como exemplo, €
um processo que envolve muito dos elementos que constituem o coragao como

um todo. Embora de natureza basicamente reversivel, as mudangas
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adaptativas podem, por si, introduzir alteragdes secundarias que tornam o
coragao sujeito as lesdes, determinando alteragbes permanentes, cujos
reflexos e consequéncias sdo as mais variadas e com diferentes graus de
gravidade.

No tocante a estrutura do coragao evidencia-se que o mesmo apresenta
um esqueleto de tecido conjuntivo que sustenta e da inser¢ao a musculatura,
sendo que, a espessura da camada miocardica & proporcional ao volume de
trabalho que o coragcdo executa (GARDENER et al, 1988).
Caracteristicamente, o musculo cardiaco mostra-se como uma grande rede
protoplasmatica sincicial, na qual cada fibra muscular tende a se colocar no
mesmo plano que suas vizinhas, através de conexdes especificas, resultando
assim um intersticio comum.

O intersticio representa o endomisio do musculo cardiaco que é formado
por tecido conjuntivo frouxo e suprido por abundantes capilares, que estao em
intimo contato com cada fibra muscular (HAM, 1983). Sobretudo a diregcao das
células cardiacas € muito irregular e variavel, formando feixes ou colunas, que
apresentam observando-se ainda uma abundante rede de capilares
sanguineos, que se dispde longitudinalmente entre estas células (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2004). Em especial, 0 miocardio esta representado por feixes de
fiboras musculares cardiacas, separados por septos de tecido conjuntivo
ricamente vascularizado, sendo que é evidenciado praticamente um capilar
para cada fibra muscular cardiaca (GEORGE et al., 1998).

No que tange a ultra-estrutura do musculo cardiaco, observamos que as
mitocéndrias sao particularmente abundantes no sarcoplasma, isto devido as

altas exigéncias metabdlicas (HAM, 1983). Através ainda do emprego da
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microscopia eletrénica de transmissao, autores comentam que no sarcoplasma
das células cardiacas, além de grandes depoésitos de glicogénio e de granulos
de lipofuscina, ainda sao identificadas muitas mitocondrias e abundantes
granulos secretores citoplasmaticos, recobertos por membrana, localizados
proximo aos nucleos celulares, na regiao do aparelho de Golgi.

Neste momento, enfatizamos a associagdo existente entre diabetes
melittus e as doencgas cardiovasculares, que ja vem sendo estabelecida ha
anos, através de estudos epidemiologicos classicos. Nestes casos,
caracteristicas morfologicas e funcionais, nao especificas, podem ser
observadas, tais como: a hipertrofia dos miécitos, fibrose intersticial, dilatagao
arteriolar, microaneurisma dos capilares, redug¢ao da densidade dos capilares e
ainda anormalidades da fung¢do do ventriculo esquerdo com alteragdes nas
funcdes sistélica e particularmente na diastélica (GOODFELLOW, 1997). Em
especial, Fein (1990) observa ainda que caes diabéticos apresentam um maior
aumento na pressao diastdlica final, devido ao aumento no volume diastolico
final, se comparados com caes normais.

Portanto, devemos ter em mente que, precisamos conhecer 0s
mecanismos que envolvem o trabalho cardiaco, bem como todas as estruturas
que participam deste. Sob este prima, podemos observar que a tendéncia
dominante em diversas escolas anatdmicas tem sido a de privilegiar os
achados sistematicos e, particularmente, os quantitativos, ao invés das
descricbes puramente observativas. Os aspectos quantitativos, base da
morfometria, tém servido de pilar de sustentagdo para o embasamento
conceitual da anatomia e, em especial, da anatomia funcional, uma vez que os

dados métricos de alguma forma refletem a disposicao funcional (DIDIO, 1974).
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Assim sendo, nossos objetivos sdo o de avaliar a proporgao existente
entre a quantidade de tecido conjuntivo e a de fibras musculares cardiacas,
estudar a densidade vascular presente no musculo cardiaco e ainda quantificar
a propor¢gao de organelas presentes nas fibras cardiacas, estabelecendo
biometricamente uma analise comparativa dos elementos que compde o

miocardio de caes sadios e diabéticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

E vasta a literatura a respeito da constituicdo do miocardio e as
alteragdes provocadas pelo diabetes. Neste capitulo, descreveremos de forma
didatica a morfologia normal e as relagdes entre diabetes e cardiomiopatias.

Para tanto, dividimos este capitulo, em topicos.

2.1 ANATOMIA MICROSCOPICA DO CORAGAO

No tocante a estrutura do coragao, Gardener et al. (1988) mencionam
que o mesmo apresenta um esqueleto de tecido conjuntivo, responsavel pela
sustentagao e insercao da musculatura, sendo que, a espessura da camada
miocardica € proporcional ao volume de trabalho que o coragao executa.

A parede cardiaca € constituida por trés tunicas: interna ou endocardio,
meédia ou miocardio e externa ou epicardio. Além disso, o musculo cardiaco e
as valvulas cardiacas sao sustentadas por um esqueleto de tecido conjuntivo
denso formando o esqueleto cardiaco (BANKS, 1991).

Para George et al. (1998) o miocardio esta representado por feixes de
fiboras musculares cardiacas, separadas por septos de tecido conjuntivo
ricamente vascularizado, sendo que, evidencia-se praticamente um capilar para

cada fibra muscular cardiaca.
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Junqueira e Carneiro (1999) afirmam que o miocardio &€ constituido por
fiboras musculares cardiacas que envolvem as cavidades cardiacas de um
modo complexo e espiralado. O coragcao apresenta-se externamente coberto
por um epitélio pavimentoso simples apoiado em delgada camada conjuntiva,
que constituem o epicardio, que por sua vez, corresponde a camada visceral
do pericardio.

Para Junqueira e Carneiro (2004) a diregao das células cardiacas é
muito irregular e variavel, formando feixes ou colunas, sendo ainda observada
a presenca de uma abundante rede de capilares sanguineos, que esta disposta
longitudinalmente entre estas células. Através do emprego da microscopia
eletrébnica de transmissao, evidenciaram que no sarcoplasma das células
cardiacas, além de grandes depositos de glicogénio e de granulos de
lipofuscina, sao identificadas muitas mitocéndrias.

As células cardiacas ainda apresentam abundantes granulos secretores
citoplasmaticos recobertos por membrana, localizados proximo aos nucleos
celulares, na regidao do aparelho de Golgi, os quais sao notados em maior
numeros nas células musculares do atrio esquerdo, mas evidenciadas também
no atrio direito e nos ventriculos.

O musculo cardiaco apresenta linhas transversais fortemente coraveis,
aparecendo em intervalos regulares, que sdo os discos intercalares, os quais
estdo representados como complexos juncionais, dispostos na interface das
células musculares adjacentes. As jungdes assemelham-se com linhas retas ou
exibem um aspecto em escada. Nas partes em escada, distinguem-se as
partes transversais, que cruza a fibra em angulo reto, e as partes laterais, que

caminha paralelamente aos miofilamentos.



23

Desta maneira nos discos intercalares encontram-se trés
especializagdes juncionais, estas sdo a fascia adherens ou zénula de adeséao,
a macula adherens ou demosoma e as jungdes comunicantes ou gap junctions.
As zénulas de adesao representam a principal especializacao da membrana da
parte transversal do disco, estando representadas também nas partes laterais e
servindo assim para ancorar os filamentos de actina dos sarcémeros terminais.
Ja, o desmosoma une as células musculares cardiacas, impedindo que elas se
separem sob a atividade contratil constante do coragéo. Nas partes laterais dos
discos intercalares encontram-se as jun¢des comunicantes, que respondem
pela continuidade i6nica entre as células musculares vizinhas, permitindo desta

forma que cadeias de células musculares se comportem como um sincicio.

2.2 CARACTERISTICAS DO TECIDO CONJUNTIVO E COLAGENASE NO

CORACAO

Se um equilibrio for suposto entre a sintese do colageno e a
degradacao, as taxas da degradacao e da sintese teriam que ser similares e a
meia vida do colageno realizar-se-ia entre 80 e 120 dias (LAURENT et al.,
1978).

Modrak (1980) nos seus estudos em 32 ratos com diabete induzida por
estreptozotocina, avaliando os niveis de glicose urinaria e quantificando o
colageno estimado pelo indice de hidroxiprolina, concluiu que a diabete nao

altera o metabolismo de colageno em ratos.
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Bonnin et al. (1981) estudando coragdes de 15 caes normais e de caes
com estenose pulmonar induzidas por infusdes continuas de Proline, durante
um periodo de 6 horas, afirmam que a degradacao intersticial ou extracelular
do colageno no coragao normal é relativamente lenta. A taxa da sintese de
colageno para os ventriculos direitos e esquerdos nos caes € 0,56% do
colageno ventricular total por dia.

Sato et al. (1983) usando acido tanico e ruthenium-vermelho para
examinar com auxilio de microscopia eletrénica de transmissao e microscopia
eletrénica por varredura os danos teciduais causados pela isquemia miocardica
aguda por 20, 40 e 120 minutos, em coragdes de 16 porcos, relatam que nas
12 horas que antecedem a condi¢cao de sobrecarga do volume, a atividade de
colagenase eleva-se significativamente por 54% relativo ao nivel de atividade
do controle. Nos cinco dias seguintes da sobrecarga do volume, a atividade do
colagenase foi aumentada a niveis que eram 86% maiores do que os niveis do
controle e havia uma reducao significativa consequente (40%) na concentragao
ventricular do colageno. Subsequentemente, a atividade de colagenase
declinou a um nivel de 33% acima da atividade de colagenase do controle e
permaneceu neste valor. A redugdo na concentracdo do colageno foi
acompanhada por uma dilatagdo e deslocamento significativo do ventriculo
esquerdo.

Factor e Robinson (1988), em uma analise do tecido conjuntivo do
coragao de mamiferos, sugerem que as inter-relagées célula-célula e célula-
tecido conjuntivo, através de uma variedade de fibras da matriz extracelular,
pode ser crucial para o desenvolvimento de uma contragdo e relaxamento

eficaz da cavidade cardiaca.
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Dessa forma, a perda dessas interconexdes durante os estados
patolégicos, mesmo sem necrose muscular, pode ter profundos efeitos sobre a
contratilidade ventricular.

De acordo com Ganong (1989), o tecido conjuntivo desempenha fungdes
de sustentagao, preenchimento, defesa e nutricao as estruturas que os contém.

Shimizu et al. (1993) apo6s biépsia do miocardio e posterior avaliagao
imuno-histoquimica em 18 pacientes humanos, afirma que ocorre
remodelamento por aumento de colageno tipo Ill no perimisio e nas regides
perivasculares de pacientes diabéticos.

Spiro e Crowley (1993) partindo da imuno-histoquimica em 73 ratos com
diabete induzida por Aloxano, afirmam que as determinag¢des quantitativas do
colageno tipo IV indicam que seu aumento em corag¢des de diabéticos pode
fornecer a introspeccdo nos mecanismos moleculares da doenca
microvascular.

Com o intuito de analisar a remodelagdo miocardica em infartos
induzidos Omens et al. (1997) efetuaram a ligagdo da “artéria descendente
anterior esquerda” de 116 ratos normais da raga Sprague-Dawley por um
periodo de duas semanas, com isso eles afirmam que o miocardio possui de 2
a 5% de colageno no tecido cardiaco e em animais infartados essa quantidade
pode aumentar em até 70%.

As mudancas histopatologicas encontradas em 12 pacientes com
cardiomiopatia dilatada e 18 pacientes com alguma disfun¢cao no ventriculo
esquerdo incluem a degeneracgao difusa do miocardio com mudangas na matriz
extracelular. A composicao da matriz extracelular, uma rede complexa de

proteinas estruturais inclui o colageno tipo | e Ill, fornece a sustentagao
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arquitetural para as “pilhas” do musculo e tem um papel importante na fungéo
miocardiaca (PAUSCHINGER et al., 1999).

Gilbert et al. (2000), estudando coracao de 15 caes da raca Doberman
pinchers, relatam que a remodelacao da matriz de colageno do miocardio tem
sido responsavel pela patogénese da cardiomiopatia dilatada, sendo assim a
maior causa da faléncia cardiaca.

Estudos imuno-histoquimicos e histomorfometricos do colageno em 54
ratos OLETF (Otsuka Leg-Evans Tokushima Fatty) demonstram um acumulo
do colageno miocardial incluindo os dos tipos I, Ill, e VI; conduzindo a fibrose
intersticial e perivascular que tem sido correlacionado com a disfungao
diastolica e sistolica do ventriculo esquerdo (MIZUSHIGE et al., 2000).

De acordo com Benedicto e Bombonato (2002), que empregando
estudos morfométricos e utilizando 06 coragdes de caes sem raga definida,
machos e fémeas adultos, na representacao da inter-relacao entre o tecido
conjuntivo e o tecido muscular cardiaco, com o propésito de conhecer as
relagbes anatomo-funcionais da estrutura cardiaca, caracterizam alguns
processos ligados a diminuicdo do trabalho deste érgao, evidenciando que a
quantidade de tecido conjuntivo no ventriculo esquerdo varia de 0,44 a 26,26%,
no ventriculo direito varia de 0,97 a 21,18%, no apice varia de 1,32 a 29,24% e
no septo interventricular varia de 5,41 a 11,24%. Observaram também que ha
uma complexa rede de fibras conjuntivas envolvendo as fibras do tecido
muscular cardiaco e que sua quantidade e disposicao sao muito variadas,
dependendo da regiao estudada.

Assim, sugerem os autores que se deve ter em mente a necessidade de

conhecer os mecanismos envolvidos no trabalho cardiaco, bem como, todas as
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estruturas que participam deste. Privilegiando os achados quantitativos, ao
invés das descricdes puramente observativas. Ressaltam que com isto, os
aspectos quantitativos, base da morfometria, apresentam-se como o pilar de
sustentacao para o embasamento conceitual da anatomia e, em especial, da
anatomia funcional.

Nos informes de Santos (2003), ao estudar 20 coragdes de gatos sem
raca definida, sendo 08 machos e 12 fémeas todos sem alteragdes cardiacas,
pode-se estabelecer através de analise morfométrica dados morfolégicos
referentes a relagao existente entre o tecido conjuntivo e o tecido muscular
cardiaco indicando ser a quantidade de tecido conjuntivo no ventriculo
esquerdo variavel de 0,34 a 5,68% e no ventriculo direito entre 0,23 a 4,26% e
no septo interventricular a quantidade de tecido conjuntivo estar variando entre
0,22 a 3,42%. Os resultados do comportamento do tecido conjuntivo no
miocardio demonstram a existéncia de numerosos feixes de fibras
entremeadas as células musculares, sendo que estas se relacionam também
com 0s vasos do coragao.

Frederdorf et al. (2004) em seus experimentos utilizando 23 ratos ZDF
(zucker diabetic fatty) procuravam caracterizar altera¢des estruturais através de
histologia e alteragdes funcionais com auxilio de ecocardiografia, com isto, eles
demonstram que a hiperinsulinemia pode estar envolvida com a hipertrofia
miocardica, bem como, com o aumento da contratilidade ventricular o aumento

de colageno tipo | e a fibrose perivascular.
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2.3 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS GERAIS DA CARDIOMIOPATIA

Nos informes apresentados por Ham (1983) relativo a ultra-estrutura do
musculo cardiaco observa-se que as mitocdndrias sao particularmente
abundantes no sarcoplasma, isto devido as altas exigéncias metabdlicas; no
que diz respeito as jung¢des entre as fibras do musculo cardiaco, estas quando
observadas a microscopia de luz, assemelham-se a um sincicio, sendo que as
fibras estao unidas umas as outras, permanecendo individualizadas somente
proximas dos discos intercalares.

Sandusky e Capen (1984) descrevem as lesdes histologicas e
ultraestruturais ocorridas no coragcao de 08 caes sem raca definida, com
cardiomiopatia idiopatica, sendo que nestes, revelam dilatagdo e aumento das
quatro camaras cardiacas. Os estudos histolégicos demonstram haver areas
de necrose espalhadas no miocardio, especialmente ao redor dos musculos
papilares do ventriculo esquerdo. No tocante ao estudo de microscopia
eletrénica, evidenciam-se poucas, mas desorientadas miofibrilas e, ainda sao
observadas miocitélises, aumento do numero de mitocéndrias e dos granulos
de glicogénio e uma diminuigdo do numero de lisossomos, dos granulos de
lipofuscina e das goticulas de lipidios.

Para Thomas (1987), em tratado classico, as moléstias que acometem o
miocardio podem ser definidas como anormalidades estruturais ou funcionais e,
apresentam etiologias variadas. Mediante este aspecto sao classificadas como
cardiomiopatias primarias ou idiopaticas e cardiomiopatias secundarias. No que

diz respeito as moléstias secundarias estas resultam de outros processos,
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clinicos ou experimentais, que causam problemas na funcionalidade do
miocardio. Citando como exemplos, tém-se as miocardites infecciosas (viral,
bacteriana, fungica e as causadas por protozoarios), lesbes no miocardio de
origem nao infecciosa (isquemia, traumas ou produtos toxicos) e as moléstias
do miocardio resultantes de disturbios nos sistemas gastrintestinal, renal,
enddcrino e nervoso.

As moléstias de causa primaria sao mencionadas por Fox (1992), em
tratado classico, como aquelas que tém como caracteristica, condi¢gdes que
afetam diretamente o musculo cardiaco, nao sendo consequéncia de outra
doenca sistémica, vascular, pericardica ou valvular. Sendo exemplificada ainda
como cardiomiopatia dilatada, hipertréfica, restritiva e intermediaria.

Com o propésito de comparar as diferengas quantitativas na composigao
e estrutura do miocardio de 30 ratos machos da raga Wistar, jovens e idosos,
utilizando a estereologia, Aguila et al. (1998) observam que ao longo do
envelhecimento ocorre uma perda de miocitos cardiacos e hipertrofia das
células remanescentes, bem como, ha um aumento, no miocardio, do volume
parcial dos miécitos e do intersticio cardiaco. E notado ainda que o volume
médio do miécito aumente e, simultaneamente tem-se a redugao da densidade
numeérica e do numero total dos miécitos.

Slepper et al. (2002) utilizando 124 filhotes de caes D’agua Portugueses,
com cardiomiopatia dilatada, observam que através de exame ultra-estrutural e
eletrocardiograficos, que o miocardio apresenta uma atrofia miofibrilar e, ainda
pequenas regides com degenerag¢ao miofibrilar, sendo que estas se mostram

mais evidentes em regides do disco intercalar.
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2.4 DIABETES x CARDIOMIOPATIAS

A existéncia da cardiomiopatia diabética foi primeiramente descrita por
Rubler et al. (1972), que estudando 13 pacientes humanos, descreveram
hipertrofia e fibrose miocardica, além de proliferagéao endotelial e subendotelial
proeminentes, indicando que as alteragbes nos pequenos vasos poderiam
estar envolvidas na patogénese da disfungao miocardica.

Rubler et al. (1972) ao estudarem pacientes do sexo masculino e
feminino com glomerulosclerose diabética, relatam que evidéncias clinicas,
epidemiolégicas e histopatolégicas indicam a existéncia de uma cardiopatia
especifica relacionada a diabete mellitus. Avaliagdes nao invasivas da fungéao
cardiaca, em individuos diabéticos, frequentemente, mostram a existéncia de
anormalidades de ambas as fungbes sistdlica e diastdlica do ventriculo
esquerdo, as quais podem ser evidenciadas por uma variedade de métodos
diagnosticos. No entanto, a despeito do uso comum do termo cardiomiopatia
diabética, ainda existe consideravel debate a respeito da exata natureza e
causa da disfuncado cardiaca encontrada em diabéticos ndao portadores de
aterosclerose coronariana e hipertensdo arterial, que sao condigdes
patolégicas frequentemente associadas ao diabete mellitus e que podem levar
a disfungao cardiaca, segundo a literatura.

Para Garcia et al. (1974), quase todos os médicos concordam com o
conceito de que os pacientes humanos com diabete mellitus tém alta taxa de
mortalidade por complicagbes cardiovasculares, sendo estas as principais

causas da mortalidade relacionada a diabetes.
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Segundo Kannel et al. (1974), em estudos com 22 pacientes humanos
do sexo feminino, afirmam que a diabetes € um fator de risco independente
para a disfungao do ventriculo esquerdo e, Zarich e Nesto (1989) afirmam que,
lesbes primarias do miocardio foram mostradas mesmo na auséncia da
hipertensao e arteriosclerose em pacientes humanos diabéticos.

Segundo Kannel (1978) a diabete mellitus € uma desordem metabdlica
crénica associada com as complicagbes secundarias no sistema cardiovascular
e do controle autondmico nos seres humanos e nos animais.

Fein et al. (1980) relatam, ao induzir diabetes em 23 ratos Wistar fémeas
com estreptozotocina (60mg/Kg), que houve aumento de calcio e glicose no
desempenho muscular cardiaco.

Fein e Sonnenblick (1985) observaram as anormalidades funcionais e
estruturais do musculo do coragao nos modelos de 75 ratos com diabete
mellitus induzido por hidrato de aloxano.

Até o momento, ainda persiste a controvérsia quanto a relativa
importancia da doenga nos pequenos vasos, da fibrose intersticial e dos
disturbios metabdlicos na patogénese da cardiomiopatia diabética (UUSITUPA
etal., 1990).

Sampsom (1990) estudando 111 pacientes humanos diabéticos com
neuropatia autonémica sintomatica relata que uma morbilidade e uma
mortalidade mais elevadas foram observados em 56 pacientes com diabete
mellitus e com neuropatias autonémicas, pois 0s mesmos apresentavam

diarréia e hipotensao postural.
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Em 34 caes diabéticos, Fein (1990) observa um maior aumento na
pressao diastélica final, devido ao aumento no volume diastdlico final, se
comparados com caes normais.

De acordo com Fein e Sonnenblick (1994), os caes foram
exaustivamente estudados por Regan e outros nos estudos de 1970 e 1980.
Hemodinamicamente, bioquimicamente e histologicamente, os estudos
demonstraram um volume mais baixo apesar da pressao diastélica final normal
no ventriculo esquerdo. A rigidez da camara foi aumentada nos caes
diabéticos comparados aos caes do controle, relacionados presumidamente ao
deposito de glicoproteina e do colageno intersticiais.

Uma escala larga de mudangas bioquimicas anormais foram descritas
nos coragdes de ratos diabéticos incluindo alteracbes no Atpase e nas
isoenzimas da miosina, transporte danificado do ion do calcio (Ca**), mudanca
na funcao do receptor, e nas alteragdes no hidrato de carbono, no lipidio, e no
metabolismo do nucleotideo da adenina. A combinagao da diabete mellitus e
da hipertensao € sinérgica nos ratos, e conduz a uma mortalidade elevada,
como faz nos seres humanos.

Rossen (1996) argumentou, ao estudar 348 pacientes humanos
diabéticos, que embora a correlagdo da cardiomiopatia com microangiopatia
seja incerta, ela pode existir, tendo em vista as semelhangas entre as
anormalidades na funcdo microvascular coronariana observadas na diabete
mellitus e na cardiomiopatia dilatada idiopatica.

Com o intuito de desenvolver e validar um modelo Bayesian da predi¢éao
do risco para candidatos vascular da cirurgia, L'italien et al. (1996) avaliaram

1081 pacientes humanos e concluiram que os marcadores clinicos simples
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tornaram-se mais pesados de acordo com o impacto prognéstico, sendo assim,
0 risco nos candidatos vascular € maior para a cirurgia. O modelo da
predilecdo retém sua exatiddo progndéstica quando aplicado aos jogos da
validagéao e pode confiantemente estimar o risco neste grupo.

Mangano et al. (1996) executaram uma experimentagdo randdmica,
placebo-controlada para comparar o efeito do atenolol com o aquele de um
placebo na sobrevivéncia total e na morbilidade cardiovascular nos pacientes
com ou sem risco para as doencgas arteriais coronarianas que se submetiam a
cirurgia nao-cardiaca. O atenolol foi dado por via intravenosa antes e
imediatamente depois da cirurgia e oral durante o periodo de hospitalizagao.
Para isso utilizaram 200 pacientes humanos. Concluiram que nos pacientes
que tém ou estdo no risco para as doengas coronarianas e que devem se
submeter a cirurgia nao-cardiaca, o tratamento com o atenolol durante a
hospitalizacdo pode reduzir o mortalidade e a incidéncia de complicagdes
cardiovasculares.

Palda e Detsky (1997) em seus estudos com 226 pacientes humanos,
concluiram que, a avaliagdo de todos os pacientes cirurgicos pelo uso de
indices clinicos & recomendada. Os pacientes de baixo risco ndo necessitam
nenhuma avaliagao adicional antes da cirurgia. Os pacientes de alto risco
necessitam de um gerenciamento preciso de seus problemas, incluido (quando
apropriado) o uso do betablocante, e podem necessitar ter seus procedimentos
eletivos cancelados. Os pacientes de risco médio beneficiam-se
provavelmente de um stress nao-invasivo mais adicional, especialmente se

estdo sendo submetidos a cirurgia vascular.
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Nos informes de Goodfellow (1997), em 123 pacientes humanos
diabéticos, as caracteristicas morfologicas e funcionais, nao especificas,
podem ser observadas, entre elas a hipertrofia dos midcitos, fibrose intersticial,
dilatagao arteriolar, microaneurisma dos capilares, redu¢cao da densidade dos
capilares e ainda anormalidades da fungdo do ventriculo esquerdo com
alteragdes nas funcdes sistélica e particularmente diastdlica.

Gutierrez e Higuchi (1998) aceitam trés hipoteses para explicar o que
chamam de eventual efeito casual da diabete quanto a doenga cardiaca: 1)
microangiopatia; 2) acao direta sobre a fibra cardiaca, dos disturbios
metabolicos provocados pela hiperglicemia, entre outros fatores; 3) alteragdes
da matriz extracelular, provocadas pelo maior grau de glicosilagdao de seus
componentes, com consequentes mudancgas da estrutura muscular.

As complicagbes cardiovasculares sao a causa principal da morbidade e
mortalidade apo6s a cirurgia nos pacientes com doencga da artéria coronariana.
A identificagao dos fatores associados com o risco pos-operatério aumentado &
0 assunto de intensa investigagao. O diabete mellitus e a hiperglicemia sao
fatores de risco independentes importantes para o desenvolvimento de
complicagdes cardiovasculares no pos-operatério dos pacientes que se
submetem a anestesia e a cirurgia (LEE et al.,, 1999). Os mecanismos
responsaveis para este risco ndao esta elucidado completamente. Sabe-se
apenas que predisposi¢cdes isquémicas sao agravadas pela diabete (GHOSE et
al., 1999).

Mak e Topol (2000) ao estudarem 67 pacientes humanos diabéticos,
evidenciam que geralmente as principais complicagcdes cardiacas da diabete

mellitus estdo relacionadas com as grandes artérias, artérias coronarias
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epicardiais e a microvascularizagdo. Também se sabe que a mortalidade pelo
infarto agudo do miocardio € maior nos pacientes com diabete mellitus.

A hiperglicemia por estresse (pelo fato da hospitalizagao e gravidade do
caso) com ou sem o diabete mellitus € associada como um agravante de
mortalidade hospitalar nos pacientes humanos com infarto agudo do miocardio,
€ o que afirmam Capes et al. (2000).

Evidéncias recentes indicam que a hiperglicemia € um fator de risco
importante para o desenvolvimento da doenga cardiovascular, € o que afirmam
Kersten et al. (2000). Para confirmar estas evidéncias eles estudaram a
hipétese de que o tamanho miocardial do infarto esta relacionado a
concentragao da glicose do sangue na presenga ou na auséncia de estimulos
isquémicos em 63 caes da ragca Mongrel com diabete mellitus e hiperglicemia
aguda.

Kannel et al. (2000) afirmam que ainda & pouco aceito por médicos e
considerado um tanto controverso por alguns cardiologistas o conceito de que
a diabete mellitus afeta a estrutura cardiaca e a sua funcao, independente da
pressao de sangue ou da doencga da artéria coronariana.

Existem dados experimentais, patoldgicos, epidemiolégicos e clinicos
consideraveis para reforgar o termo "cardiomiopatia diabética". Desde que a
incidéncia da diabete mellitus cresce rapidamente e & associada fortemente
com a falha do coragdao (KANNEL et al., 2000), assim, é oportuno considerar a
evidéncia a respeito do conceito, desde sua descri¢cao inicial ha quase 30 anos.
(RUTLER et al., 1972)

Ishihara et al. (2001) para avaliar se a angina Prodromal (ocorre

imediatamente antes do infarto miocardial agudo - IMA) poderia ter efeitos



36

benéficos em pacientes diabetic com IMA, estudaram 611 pacientes humanos
e concluiram que a angina de Prodromal limitou o tamanho do infarto, realgou a
recuperacao da fungcao do ventriculo esquerdo e melhorou a sobrevivéncia em
pacientes nao-diabéticos com IMA. Entretanto, tais efeitos benéficos da angina
prodromal nao foram observados nos pacientes diabéticos, sugerindo que a
diabetes pdde impedir precondigcbes isquémicas.

Para avaliar a prevaléncia da disfungao diastélica ventricular esquerda
nos pacientes com diabete mellitus, livres de doenga cardiovascular,
Zabalgoitia et al (2001) estudaram 86 homens e mulheres normotensas (idade
média 46 + 6 anos) com ecocardiografia de Doppler. Todos os pacientes eram
assintomaticos para doencgas cardiacas ou isquemia. Os testes padroes de
enchimento transmitral tradicionais foram usados. A manobra de Valsava foi
usada para diferenciar o normal do pseudonormal no enchimento do ventriculo
esquerdo. Todos os pacientes tiveram um eletrocardiograma normal no
descanso e um resultado negativo na ecocardiografia do exercicio para
anormalidades do movimento da parede. A funcéo sistdlica global do
ventriculo esquerdo era normal (fracdo média 58%, escala 53% a 76% da
ejecao do VE). A disfungao diastélica foi encontrada em 41 pacientes (47%).
Concluiram que a disfuncao diastélica em pacientes humanos diabéticos é
encontrada frequentemente apesar do controle e da liberdade metabadlica.

Neuvians e Berger (2002) fazendo um estudo epidemiologico afirmam
que 0,3 a 1% de caes e 0,1 a 0,3% de gatos séo diabéticos. Sendo que esta
prevaléncia apresenta-se maior nos grandes centros, porquanto, tem-se a
maior incidéncia dos fatores predisponentes, tais como a obesidade,

diminuicao da atividade fisica e aumento do estresse fisiologico.
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Bell (2003) mostrou que mulheres diabéticas apresentavam massa de
ventriculo esquerdo 10% maior que as nao diabéticas e, Struthers (2002),
mostra que a hipertrofia ventricular esteve presente em 32% dos diabéticos
normotensos, os quais nao utilizavam drogas inibidoras da enzima de
conversao da angiotensina e nao tinham doencga coronariana.

Alem disso, mulheres hipertensas e diabéticas apresentam maior grau
de hipertrofia ventricular esquerda e aumento do atrio esquerdo, quando
comparadas a hipertensas nao diabéticas (TENEMBAUM et al., 2003).

Enquanto a fibrose miocardica parece estar associada a hiperglicemia, a
hipertrofia ventricular esquerda tem sido mais relacionada a sindrome de
resisténcia a insulina (GALVAN et al., 2003). Embora a hipertrofia ventricular
esquerda seja mais prevalente em diabéticos e, tal fato, seja relacionado com

disfuncao ventricular (BELL, 2003).
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39

ALBUQUERQUE, I.M.B.

3 MATERIAL E METODO

Visando o desenvolyimento do presente trabalho, utilizamos doze
coracgdes de caes, machos e fémeas, sendo seis animais sadios e seis animais
diabéticos. A confirmagdao dos animais sadios, sem cardiomiopatia, deu-se
através de exames eletrocardiograficos e ecocardiograficos, enquanto que a
partir de exames clinicos e laboratoriais foram confirmados os animais
diabéticos (Tabela 01). Os espécimes foram doados pelo Hospital Veterinario
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao

Paulo e Clinicas Veterinarias, apés morte natural.

Tabela 01 - Caracterizagdo do material de caes, segundo o sexo e a presenga ou
nao de diabete melittus, utilizados para quantificagdo macro,
microscopicas e ultra-estrutural - Sao Paulo - 2006

Sexo Doenca

Nao diabético
Nao diabético
Nao diabético
Nao diabético
Nao diabético
Nao diabético

ST

Diabético
Diabético
Diabético
Diabético
Diabético
Diabético

S TTTnmmnmS<Z
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Com o intuito de coletarmos fragmentos do coragao, efetuamos uma
incisdo na pele, na tela subcutanea, no tecido muscular e na fascia
endotoracica da parede lateral esquerda do térax e, posteriormente
seccionamos as articulagdes costocondrais com afastamento ventro-dorsal das
costelas, desta forma alcangamos e visualizamos o coragao. Em seguida,
individualizamos e isolamos o érgao em questdo, de seu envoltério, para
posteriormente seccionarmos os vasos da base e, assim retiramos o coragao.
Os drgaos, logo apds sua retirada da cavidade toracica, foram lavados em
agua destilada e, em seguida perfundidos através da canulagao das artérias
coronaria direita e esquerda, com solucao fixadora de Glutaraldeido a 2,5%.

Com o material ainda a fresco foram tomados os valores relativos, com
auxilio de paquimetro eletrénico digital (Starrett®), a altura ventricular, esta
compreendida entre a margem ventral do sulco coronario e o apice do coragao;
a espessura das paredes ventriculares, nas margens cranial e caudal dos
respectivos ventriculos; a espessura do septo ventricular, no seu tergo médio, e
a distancia entre os eixos cranio-caudal e latero-lateral, tomados na sua maior
distancia.

Para o estudo dos elementos estruturais do musculo cardiaco em caes
sadios e diabéticos empregamos a microscopia de luz, para tanto, coletamos o
tecido muscular cardiaco e, submetemos este aos seguintes procedimentos:
imersao em solucao fixadora de Glutaraldeido a 2,5%, seguida de desidratagao
em alcool etilico, diafanizagao em xilol, impregnagao em parafina e dai inclusao
em parafina. Posteriormente os blocos foram cortados com a espessura

aproximada de 5um, com o auxilio de micrétomo manual (Spencer-Lens Co.).
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A coloracao dos tecidos deu-se pela Hematoxilina-Eosina, Tricrémio de
Masson e Picrosirius Red.

O exame com a analise dos cortes destes tecidos ocorreu em
microscopio dptico Axioscopio Zeiss®, acoplado a equipamento de leitura, com
interface de imagem fixa e movel, operando em ambiente Windows® e
programa de morfometria especifica KS 400 - Zeiss®, seguindo as seguintes
etapas: captacao de imagem, calibragdo do equipamento, engenharia da
imagem (identificacéo da frequéncia da cor dos tecidos no campo e binarizagcao
da imagem), mensuracao dos campos e listagem dos dados.

Para analise do material valemo-nos da coleta de dados referentes a 8
amostras distintas para cada ventriculo, sendo considerada a sua média para
cada observagao

Com vistas ao estudo dos elementos ultra-estruturais do musculo
cardiaco em caes sadios e diabéticos, buscamos retirar fragmentos, com
aproximadamente 1 mm de espessura, apos estes terem sido previamente
fixados, tanto por perfusdo quanto imersdo, em solugdo gelada de
Glutaraldeido a 2,5%.

Em seguida, os fragmentos do tecido cardiaco foram lavados e
permaneceram imersos em solugdo de ésmio-fosfato, posteriormente lavados
em solugao de cloreto de sédio com sacarose e, dai colocados em solugao de
acetato de uranila diluidos em agua destilada e sacarose.

Os fragmentos foram banhados em agua destilada e, depois
desidratados em etanol, visando assim, sua passagem em oxido de propileno.
Posteriormente realizamos a infiltragdo destes com Oxido de propileno

adicionado de resina. Em sequéncia, as amostras do tecido cardiaco foram
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colocadas em resina pura e depositadas em moldes de silicone. A inclusao foi
feita através de resina preparada com araldite adicionada de catalisador,
endurecedor e plastificante.

Apds a polimerizagdo, os blocos foram aparados e levados ao ultra-
microtomo (Porter Blum MT-1), visando a obtencédo de cortes com 0,5y de
espessura, os quais foram corados, através da mistura de azur Il, agua
destilada, azul de metileno e borato de sédio. Os cortes apds terem sido
submetidos a esta coloragao serao lavados em agua corrente e observados ao
microscopio de luz (Axioscopio Zeiss®), para escolha dos blocos
correspondentes que foram recortados em ultra-microtomo (Porter Blum MT-1)
para obtengédo dos cortes ultrafinos, de aproximadamente 70nm. Estes foram
colhidos em telas de cobre de 200 malhas e contrastados por acetato de
uranila, lavados em agua destilada e, a seguir, pelo citrato de chumbo. O
exame dos cortes ultrafinos e elétron-micrografias foi feito em microscépio
eletronico Jeol 10 10®, sendo a analise quantitativa efetuada com auxilio do
sistema teste M-42, onde a area teste utilizada foi definida por um conjunto de
linhas (retas) e pontos, além de linhas de inclusao e exclusao, onde os perfis
que tocam as linhas de exclusdao nao sao considerados, permitindo uma igual
chance de amostragem dos perfis, independente do tamanho destes, em uma
abordagem imparcial. Este foi sobreposto a imagem morfolégica para a
contagem estereoldgica.

A densidade foi obtida com o auxilio da formula Lv = 2.Qa (cm)
(NYENGAARD 1993 e SKYUM 2004), onde Lv = Densidade vascular e Qa =
Numero de vasos total obtido pelo sistema teste M42. Os valores obtidos foram

convertidos para um com o uso de regra de trés simples.
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Os dados obtidos foram tratados estatisticamente com auxilio do
programa Bioestat 3.0 em ambiente Windows®, utilizando-se do teste de
correlagao de Mann Whitney, com nivel de significancia de 5%.

Fotografias do material examinado na microscopia de luz e de
transmissao foram tomadas para analise quantitativa e para a correspondente

ilustracao. (Figuras 1,2,3,4)
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Resultados
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4 RESULTADOS

Baseado nas mensuragbes macro e microscopicas, analises estatisticas
e nos valores coletados na microscopia de transmissdao, chegamos aos

seguintes resultados:

4.1 MACROSCOPIA

Os animais nao diabéticos apresentaram, nas mensuragdes cardiacas,

valores meédios de 84.58 mm para altura ventricular, 82.02 mm para a distancia

cranio-caudal e 63.27 mm para a distancia entre as faces esquerda e direita

(auricular e atrial); sendo que as medidas variam de 70.36 mm a 101.68 mm
para altura, 57.88 mm a 105.46 mm para a distancia cranio-caudal e 48.62 mm
a 72.56 mm para a distancia entre as faces.

A espessura do ventriculo direito, nos mesmos animais, apresentou
variagdo de 3.38 mm a 8.77 mm com média de 5.06 mm. Ja, no ventriculo
esquerdo a variacao foi de 6.37 mm a 19.98 mm com média de 14.35 mm.

Nos cées diabéticos, os valores médios foram de 66.96 mm para altura

ventricular, 65.88 mm para a distancia cranio-caudal e 48.74 mm para a

distancia entre as faces. Suas variagdes foram de 41.83 mm a 101.64 mm,

48.63 mm a 97.20 mm e 42.86 mm a 73.90 mm, respectivamente.
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Os ventriculos direitos dos caes diabéticos variaram em espessura de 2.58
mm a 6.49 mm com média de 4.11 mm. No ventriculo esquerdo a variagao foi

de 3.21 mm a 21.62 mm e a média, 9.92 mm. (Tabela 02)

Tabela 02 - Medidas macroscoépicas dos coragdes de caes diabéticos e
nao diabéticos. Sao Paulo - 2006

N Alt CC AV Exp VD Exp VE
1 77.78 73.19 58.34 3.38 15.48
2 70.36 57.88 48.62 4.87 6.37
3 73.52 66.02 49.07 3.40 10.42
4 90.45 105.46 68.73 4.05 16.26
5 101.68 98.98 72.56 5.93 19.98
6 93.66 90.61 82.31 8.77 17.63
i 101.64 97.20 73.90 6.49 21.62
8 76.93 72.60 44.02 6.48 16.26
9 64.68 62.04 42.86 2.70 7.06
10 65.88 62.50 43.06 2.58 573
11 41.83 48.63 45.18 2.75 3.21
12 50.78 52.33 43.42 3.70 5.68

OBS. Valores expressos em mm

0 - Animais Nao Diabéticos
0 - Animais Diabéticos

N = Numero Cao

Alt = Altura

CC = Distancia Cranio-caudal

AV = Distancias entre as faces auricular e ventricular
Esp VD = Espessura Ventriculo Direito

Esp VE = Espessura Ventriculo Esquerdo
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As analises estatisticas, baseadas nos testes de Mann-Whitney, mostraram
que a altura ventricular é diferente quando comparamos fémeas diabéticas com
nao diabéticas, porém, nao ha diferenca da altura ventricular, quando
comparados 0s animais nao diabéticos dos animais diabéticos quando nao se
considerou a discriminagao de sexo; ou seja, nao ha diferenca entre os valores
relativos aos caes machos nao diabéticos e diabéticos, caes machos diabéticos
e fémeas diabéticas e entre os cdes machos nao diabéticos e os fémeas nao
diabéticas.

Com relagcdo a mensuragao cranio-caudal, observou-se que todas as
comparacdes nao apresentam diferengas significativas quando confrontado a
presenga ou nao da doenga e o sexo.

Considerando a distancia entre a face esquerda e direita, observou-se
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos de animais nao
diabéticos e diabéticos quando nao se considerou o sexo; e entre 0s animais
nao diabéticos e diabéticos do sexo feminino. Porém, entre os caes machos
diabéticos e os caes machos nao diabéticos ndo ha diferenca, o mesmo ocorre
quando cruzamos os dados dos caes machos e das fémeas dentro dos dois
grupos (diabéticos e nao diabéticos).

Quando avaliamos a espessura dos ventriculos, esquerdo e direito,
independentemente, notamos que apenas entre os animais do sexo feminino
ha diferengca e entre as demais comparagbes nao apresentam diferencas

significantes.
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4.2 MICROSCOPIA

Visando o melhor entendimento e buscando as minucias estruturais do
musculo cardiaco em caes diabéticos e nao diabéticos, procuramos utilizar

duas técnicas microscopicas, e para tanto, subdividimos este capitulo.

4.2.1 Microscopia de Luz

Tanto na coloragao de Tricrémio de Masson (TM) quando na Picrosirius
Red (PR), os valores relativos a proporgao de tecido conjuntivo, em particular o
colageno, foram estatisticamente tratados, visando correlacionar os animais da
seguinte maneira:

- Animais diabéticos X Animais nao diabéticos, independentemente do
Sexo;

- Fémeas diabéticas X Fémeas nao diabéticas;

- Machos diabéticos X Machos nao diabéticos;

- Machos nao diabéticos X Fémeas nao diabéticas;

- Percentual de colageno no VD dos animais diabéticos X VD dos
animais nao diabéticos;

- Percentual de colageno no VE dos animais diabéticos X VE dos

animais nao diabéticos;
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- Percentual de colageno no VD dos animais diabéticos X VE dos
animais diabéticos;
- Percentual de colageno no VE dos animais nao diabéticos X VD dos

animais nao diabéticos.

4.2.1.1 Quanto a coloragao pelo Tricromio de Masson

Visando quantificar a proporgéo de colageno (Figura 02), mensuramo-la,
tanto no ventriculo direito quanto no ventriculo esquerdo de cada céo nao
diabético e diabético, e com base nestes resultados, constatou-se que:

Nos animais nao diabéticos o percentual de colageno variou de 0,01% a
5,36% com uma meédia de 1,20%, sendo que no ventriculo direito destes
animais a variacao de colageno foi de 0,06% a 0,23% com média de 1,13% e
no ventriculo esquerdo a variante foi de 0,01% a 5,36% com média de 1,26%.

Ja, os caes diabéticos apresentaram uma variagao de 0,01% a 20,12%
com meédia de 8,15%. O ventriculo direito apresentou variagao de 0,01% a
0,14% com media de 6,80% e o ventriculo esquerdo variou de 0,12% a 20,12%
com média de 9,49%. (Tabela 03)

Nos testes estatisticos, observou-se que quando comparamos 0S sexos
dos animais, ha uma diferenca significante entre os valores proporcionais de
colageno nos caes machos nao diabéticos e as fémeas n&o diabéticas, o

mesmo ndo € observado nos demais cruzamentos de variaveis.
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Quando levamos em conta o quadro nozolégico, ndo notamos relevancia
quanto a proporcdo de colageno existente nos dois grupos de caes

examinados.

Tabela 03 - Propor¢do média de colageno em coragdes de caes
diabéticos e nao diabéticos, segundo o ventriculo e a
coloracao utilizada (TM e PR). Sao Paulo - 2006

NV ™ PR
1VD 1,73 1,68
1VE ' 2,31 1,99
2VD 1,16 1,6
2VE 0,15 1,66
3VD 1,04 2,41
3VE 0,03 1,75
4VD 0,43 0,61
4VE 0,93 1,63
5VD | 2,34 2,3
5VE 0,5 2,25
6VD 0,11 1,2
6VE 3,67 2,11
7VD 11,11 8,9
7VE 1,06 1,08
8VD 11,62 12,09
8VE - 17,56 10,97
9VD 0,1 0,76
9VE 16,58 11,61
10VD 0,19 0,96
10VE 11,18 12,28
11VD 11,82 12,52
11VE 10,31 11,71
12VD 5,99 3,88
12VE 0,24 0,37

NV - Numero do cédo e ventriculo
TM - Tricrébmio de Masson
PR - Picrosirius Red
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4.2.1.2 Quanto a coloragao pelo Picrosirius Red

Com o mesmo intuito, ou seja, o de quantificar a proporgao de colageno
(Figura 03) no miocardio de caes nao diabéticos e diabéticos, notou-se que:

Os animais livres da diabete apresentaram percentual de colageno
variando de 0,12% a 3,71% com meédia de 1,77%, sendo que no ventriculo
direito destes animais a variacao foi de 0,12% a 3,71% com média de 1,63% e
no ventriculo esquerdo a variante foi de 1,03% a 3,49% com média de 1,90%.

Nos caes diabéticos obteve-se uma variagao de 0,02% a 17,13% com
média de 7,26%. O ventriculo direito apresentou variagcdao de 0,02% a 17,13%
com média de 6,52% e o ventriculo esquerdo variou de 0,12% a 17,02% com
média de 8,00%. (Tabela 03)

No tratamento estatistico, ainda baseado nas relagdes descritas no
topico 4.2.1, nota-se também que apenas na confrontagdo dos valores o
cruzamento dos caes machos nao diabéticos com as fémeas nao diabéticas,
apresentam diferencas significativas como o também observado com a
coloragdo de Tricromio de Masson, enquanto que nas outras confrontacdes

nao se observam diferengas.
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4.2.2 Microscopia de Transmissao

A microscopia de transmissdo nos permite uma pesquisa e uma
avaliacao ultra-estrutural dos componentes do musculo cardiaco, mais
especificamente a avaliagao e quantificagcdo da densidade vascular e das

estruturas presentes na morfologia cardiaca.

4.2.2.1 Semi-fino

Para avaliacao da densidade vascular nos grupos compostos por caes
nao diabéticos e caes diabéticos usamos o sistema teste M42 e calculamos os
valores com o auxilio da formula Lv = 2.Qa (cm) (NYENGAARD 1993; SKYUM
2004), onde Lv = Densidade vascular e Qa = Numero de vasos total obtido pelo
sistema teste M42. Os valores obtidos foram convertidos para pum com o uso de
regra de trés simples.

Nos animais diabéticos a média da densidade vascular ficou em
1.658.333 um com variagao de 1.360.000 um a 1.960.000 um e nos caes nao
diabéticos a variagao foi de 280.000 ym a 560.000 um com média de 383.333
pm.

Na avaliagdo estatistica, usamos os mesmos padrées adotados na
microscopia de luz (tépico 2.1) onde se obteve os seguintes resultados:

Ha uma relagao evidente quando comparados os animais diabéticos dos
animais nao diabéticos, 0 mesmo ocorre nas avaliagbes entre os ventriculos

esquerdos dos animais diabéticos com os animais nao diabéticos e entre os
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ventriculos direitos dos animais diabéticos e os nao diabéticos. Os demais

padrdes nao apresentam diferencas relevantes.

4.2.2.2 Ultra-fino

Visando a quantificacdo de mitocéndrias e miofibrilas (Figura 04), os
cortes foram submetidos a investigagao microscépica onde pudemos observar
que:

Em caes diabéticos o numero de mitocdndrias variou de 21 a 37 com
média de 28,5 mitocondrias / 324.800um?®. Os animais nao diabéticos
obtiveram uma média de 31,83 mitocondrias / 324.800um? com variacdes de
27 a 41 mitocondrias / 324.800um?.

As miofibrilas quantificadas nos mostram uma variagcdo de 12 a 30
mitocondrias / 324.800um? com média de 19,16 para animais diabéticos. Os
nao diabéticos variaram de 21 a 33 mitocondrias / 324.800um? e obtiveram
média de 27 mitocondrias / 324.800um?>.

Os valores estatisticamente tratados nos revelam que nao ha diferencas
no numero de mitocondrias quando confrontamos os animais como descrito no
topico 4.2.1. Porém, quando efetuamos os mesmos confrontamentos para
tratar as miofibrilas notamos uma significante diferenca entre os dois grupos,

diabéticos e nao diabéticos.
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4.2.3 Figuras

Com intuito de demonstrar os componentes, presentes na musculatura
cardiaca de caes sadios e diabéticos, valemo-nos de imagens captadas em
microscopia de luz e eletrdnica. Destacamos nestas imagens, tecido conjuntivo,
células de Purkinje, vasos, fibras musculares, colageno, miofibrilas e

mitocondrias.
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Figura 01 — Fotomicrografia do musculo cardiaco de cées diabéticos e n&o diabéticos
evidenciando fibras musculares (fm), vaso (v) células de Purkinje (cp) e tecido
conjuntivo (ic). HEMATOXILINA-EOSINA. 20x

A) Nao diabético, fémea.
B) Nao diabético, macho.
C) Diabético, macho.
D) Diabético, fémea.



Figura 02 — Fotomicrografia do musculo cardiaco de caes diabéticos e nao diabéticos
evidenciando colageno (cl), tecido conjuntivo (tc) e fibras musculares (fm).
TRICROMIO DE MASSON. 10x

A) Nao diabético, fémea.
B) Nao diabético, fémea.
C) Diabético, fémea.
D) Diabético, macho.
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figura 03 — Fotomicrografia do musculo cardiaco em caes diabéticos e nao diabéticos,
evidenciando o colageno (cl) existente entre as fibras musculares (fm).
PICROSIRIUS RED em luz polarizada. 10x

A) Diabético, macho.
3) Diabético, macho.
C) Nao diabético, fémea.
D) Nao diabético, fémea.
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Figura 05 — Fotomicrografia de transmissdo do musculo cardiaco de céaes
diabéticos e nao diabéticos, evidenciando mitocéndrias (mt), tecido
conjuntivo (tc), vaso (v) e miofibrilas (mf). A e B (40000x), C e D
(2500x)

A) Nao diabético, macho.
B) Diabético, macho.
C) Diabético, fémea.
D) N&o diabético, fémea.
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Discussao
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5 DISCUSSAO

Comparativamente, as estruturas e ultra-estruturas do miocardio de caes
diabéticos e nao diabéticos foram estudados com o intuito de se determinar
possiveis correlagdes e diferengas entre os elementos constituintes do coragao
nos dois grupos de animais. Na literatura consultada, poucos sao os relatos
sobre diferengas dos elementos constituintes do musculo cardiaco dos caes
diabéticos, principalmente aqueles relacionados ao sistema de resisténcia que
sao as fibras colagenas.

Como ja citado, estruturas como o musculo cardiaco tem na sua forma e
na sua fungao. importancia fundamental para o trabalho adequado de todo o
sistema cardiovascular devido ao aumento nas ocorréncias ou melhora do
diagnéstico das doengas cardiacas. Assim sendo, o0 musculo cardiaco passa a
ter significado relevante, uma vez que, modificagbes nas suas estruturas
promovem falhas e comprometem outros sistemas e, por conseguinte, todo o
organismo.

Gardener et al. (1988) e Ganong (1989) em seus trabalhos mencionam
que o coragao apresenta um esqueleto de tecido conjuntivo e que a espessura
do miocardio é proporcional ao volume de trabalho, em nosso estudo notamos
que a espessura dos ventriculos esquerdos e direitos dos animais nao
diabéticos, em média, é superior ao dos animais diabéticos, sugerindo que a
doenca pode determinar alteragbes na arquitetura musculo-conjuntacea do

coragao para que este possa suportar as oxigéncias de trabalho cardiaco.
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Ainda no tocante aos aspectos macroscépicos, confirmamos os relatos
de Banks (1991), George et al. (1998) e Junqueira e Carneiro (1999) onde
estes autores relatam que a parede cardiaca € constituida por trés tunicas, que
o miocardio esta representado por feixes de fibras musculares separadas por
septos de tecido conjuntivo, e segundo Benedicto e Bombonato (2002) e
Junqueira e Carneiro (2004), a diregdo das células cardiacas € irregular e
variavel, formando feixes e colunas com abundante irrigagdo, mitocondrias e
discos intercalares.

Ao contrario do que afirma Modrak (1980) em seus estudos em 32 ratos
com diabete induzida por estreptozotocina, nos caes a diabete parece ter
influéncia sobre o metabolismo de colageno conforme indica da proporgao de
colageno que foi encontrada neste trabalho sugerindo que em caes nao
diabéticos, a degradacgao extracelular de colageno € lenta, como argumenta
Bonnin et al. 1981 e Laurent et al. 1978.

Em microscopia de luz, observou-se tanto na coloragao de Tricromio de
Masson quanto na de Picrosirius Red, amostras com taxa de colagenase
diminuida, o que explicaria a teoria de Sato et al. (1983), que afirma que a
colagenase tem um pico nas primeiras 12 horas e nas 5 horas que antecedem
a condicdo de sobrecarga do volume com subsequente reducdo da
colagenase.

Neste estudo encontrou-se uma maior quantidade de colageno nao sé
em regides perivasculares, mas em toda a estrutura miocardica de caes
diabéticos, assim sendo, estes resultados mostram uma concordancia com
autores como Factor e Robinson (1988), Omens et al. (1997), Pauschinger et

al. (1999), Spiro e Crowley (1993) e Shimizu et al. (1993) indicando clara
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remodelagao conjuntiva determinada pela doenga em curso, como nas citagdes
gue assinalam que a remodelacao da matriz de colageno do miocardio
(GILBERT et al.,, 2000). Um acumulo do colageno miocardial, conduzindo a
fibrose intersticial e perivascular tem sido correlacionados com a disfungcao
diastolica e sistélica do ventriculo esquerdo, sendo assim, a maior causa de
faléncia cardiaca (MIZUSHIGE et al., 2000; FREDERDOF et al., 2004).

Para um melhor embasamento conceitual da anatomia funcional,
observa-se uma necessidade ndo s6 de conhecer os mecanismos envolvidos
no trabalho cardiaco, mas assim como relatam Benedicto e Bombonato (2002),
os achados quantitativos apontam uma significante importdncia para as
conclusdes ao invés de descricbes puramente observativas.

Ultra-estruturalmente, inUmeros sao os trabalhos realizados com o intuito
de descrever as estruturas do miocardio. Autores como Aguila et al. (1998),
Bell (2003), Capen (1984), Fein et al. (1980, 1990), Fein e Sonnenblick (1985,
1994), Fox (1992), Galvan et al. (2003), Goodfellow (1997), Mak e Topol
(2000), Rubler et al. (1972), Sandusky e Thomas (1987) e Slepper et al. (2002),
e descrevem em seus estudos que as alteragdes histoldgicas, bioquimicas e
hemodinamicas sao fatores predisponentes para as cardiomiopatias
associadas a diabete. Em nosso trabalho encontramos diferengas entre
animais diabéticos e nao diabéticos quando analisamos o numero de
miofibrilas, apresentando numeros maiores nos nao diabéticos, indicando que
possivelmente a hipertrofia miocardica nos diabéticos pode estar relacionada
ao diametro desta estrutura, ou mesmo da proporgao de tecido conjuntivo em

relagéo ao tecido muscular como afirma Santos (2003).
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Outros autores como Garcia et al. (1974), Kannel et al. (2000) e
Uusitupa et al. (1990) afirmam que ha controvérsias quanto a presenca de
diabete e cardiomiopatias funcionais ou estruturais.

Neste trabalho, podemos observar que alteragdes estruturais sao
significantes e podem por sua vez, serem tidas como fatores predisponentes as
alteragdes funcionais do coragdo e que o diabete produz estas alteracoes.
Portanto, acreditamos que a controvérsia possa ser baseada nas observagdes
de alguns elementos especificos que podem gerar afirmagdes inconclusivas.
Diante deste fato procuramos estabelecer uma analise sobre os diferentes
elementos constituintes do musculo cardiaco.

Capes et al. (2000), Ghose et al. (1999), Gutierrez e Higochi (1998),
Ishihara et al. (2001), Kannel et al. (1974, 1978, 2000), Kersten et al. (2000),
Lee et al. (1999), L'italien et al. (1996), Mangano et al. (1996), Neuvian e
Berger (2002), Palda e Detsky (1997), Rossen (1996), Rutler et al. (1972),
Sampsom (1990), Struthers (2002), Zarich e Nesto (1989) defendem a idéia
que fatores predisponentes sado os responsaveis pelas cardiomiopatias,
diabéticas ou nao.

Tais fatores séo descritos em seus trabalhos como fatores hereditarios,
estresse, predisposicao por sexo (ZABALGOITIA et al - 2001 e TENEMBAUM
et al - 2003), doengas pré-existentes e/ou adquiridas. Nossas observacgoes
indicam que o sexo pode constituir-se como tal, tanto em relagdo as
mensuragées macro e microscopicas.

Acreditamos que o presente estudo possa ter elucidado algumas
questbes quanto a morfologia cardiaca, especificamente no tangente a

espessura e largura das paredes dos ventriculos, alteragdes na quantidade de
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miofibrilas encontradas e colagenase de caes diabéticos. Entretanto, inumeras
sao as controvérsias quanto a relagdo da diabete com as cardiomiopatias. Os
achados revelam que as alteragbes morfologicas do miocardio podem

comprometer a fisiologia cardiaca e por sua vez a qualidade de vida dos caes.
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Conclusao
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6 CONCLUSAO

Dos resultados obtidos, julgamos poder concluir que ha diferencas
significativas entre os coragdes de caes diabéticos e nao diabéticos com
relagcao a:

- Altura e espessura ventricular, nas fémeas.

- Dimensao do eixo entre as faces esquerda e direita,
independentemente do sexo.

- Na dimensao do eixo entre as faces esquerda e direita, nas fémeas.

- Na densidade vascular quando comparados os ventriculos esquerdo e
direito dentro dos dois grupos.

- Na proporg¢ao de colageno quando comparado sexos opostos dentro do
mesmo grupo.

- Na quantidade de miofibrilas por campo, independentemente do sexo.

Em relacao a confrontagao das outras variaveis nao notamos diferengas

estatisticamente significantes.
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