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Ata da defesa de Dissertagdo de Mestrado do aluno José Antonic Cardose, intitulada:
“Analise Morfométrica de Células Musculares Cardiacas em Humanos Adultos ¢
Senis”. Apresentada no dia 30 de julho do ano de dois mil ¢ dois, as 14:00h.. na Sala
“12™ do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, tendo
como orientadora a Profa. Dra. Silvia Regina Arruda de Moraes. O Ato foi niciado
pelo Prof. Dr. Austregézilo Vieira da Costa Sobrinho. que anunciou a composigio da
Banca Examinadora: Profa. Dra. Elizabeth da Silveira Neves, o Prof. Dr. Jennecy Sales
Cavalcanti na qualidade de Presidente € o Prof. Dr. Raul Manhdes de Castro como
convidado cxterno ao Curso. Em scguida convidou o aluno a dar micio a sua
apresentagdo. Na oportunidade, foi dito que o aluno dispunha de até cinquenta minutos
para sua exposigdo. Iniciada a sua explanagdo, com o auxilio de projetor de slides. o
candidato apresentou o trabalho. Encerrada a exposigdo, a Banca Examinadora passou
as arguigdes ¢ em seguida. apés a finalizagdo dos debates, a Banca Examinadora
solicitou que os presentes se retirassem, a fim de proceder a avaliagdo. Sendo o
scguintc resultado: Profa. Elizabeth da Silveira Neves: APROVADO: Prof. Jennccy
Sales Cavalcanti: APROVADO; Prof. Raul Manhis de Castro. APROVADO. De
acordo com as mengdes citadas ¢ de acordo com o Regimento da Pos-Graduagao cm
Morfologia. o aluno foi considerado: APROVADO: fazendo jus ao titulo dc Mestre
em Morfologia. E assim, a sessdo foi encerrada ¢ eu, Nubia Silva Vaz Santos,
secretaria da Pos-graduagdo em Morfologia lavrei a presente Ata que dato ¢ assino com

os demais Membros da Banca Examinadora. Recife, 30 de julho de 2002.
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Nmm ~% mioc = nimero de miécitos por unidade de volume
Nmm ~% nu = nGmero de ndcleos por milimetro ctbico
S = septo interventricular

VD = ventriculo direito

VE = ventriculo esquerdo

V, mioc = volume unitério do midcito

Vo huc = volume unitario médio do nucleo

VvV mioc = densidade volumétrica dos midcitos

Vv nu = densidade volumétrica nuclear

hmioc = comprimento da miocélula

hnu = média do diametro maioe e menor do nucleo
Pmioc = ponto na miocélula

Nmioc = sec¢do de miocélula

Imioc = intersec¢do na miocélula

Pnu = ponto no ndcleo

Nnu = sec¢do do nucleo

0,98 um = distancia entre dois pontos (D)

100 = namero de pontos do sistema-teste (Pt)

6 um = espessura do corte histologico
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi realizar uma avaliagdo quantitativa nas células do miocérdio
humano de individuos adulto jovem e senil e em cada grupo nas regides ventriculares direita e
esquerda e septal. Foram utilizados 10 cora¢Bes de cadaveres de individuos sem enfermidades
cardiacas, de ambos os sexos, com idade entre 20 e 87 anos, divididos em grupo adulto e senil.
Os coracOes foram cateterizados através da artéria coronaria esquerda, lavados com solugédo
salina a 0,9% e fixados com paraformaldeido a 10% em tampé&o fosfato. Apos a fixacdo durante
um periodo de 48 horas, foram coletados fragmentos do miocardio medindo 2x2 cm das parede
ventricular direita (VD), ventricular esquerda (VE) e da parede septal (S) e processados por
técnica histologica, incluidos em uma mistura de parafina com 5% de cera de carnauba,
seccionados e corados com hematoxilina férrica. Em cada corte foram analisados 30 campos
microscopicos escolhidos aleatoriamente, e foram determinados 0s seguintes parametros
estereoldgicos: area da seccdo transversa unitaria do midcito (a, mioc); comprimento do
perimetro unitario do midcito (I, mioc); volume unitario do midcito (v, mioc); densidade
volumétrica dos midcitos (Vy mioc); nimero de miécitos por unidade de volume (Nmm ~*mio);
densidade volumétrica nuclear (V, nu); nimero de nicleos por milimetro ctbico (Nmm 2% nu);
volume unitario médio do nucleo (v, nu) e area da seccdo transversa unitaria do nucleo (a, nu).
Foi aplicado o teste “t’ de Student. Comparando os cora¢Ges dos grupos adulto e senil,
obtivemos 0s seguintes resultados: area da sec¢do transversa unitaria do miécito: Grupo Adulto
(S = 1,800 pm? ,VD = 1,635 pm’® e VE = 1,836 um?), no Grupo Senil (S= 1,554 um?* VD=
1,509 pm®e VE = 1,710 um?); comprimento do perimetro unitario dos midcitos: grupo Adulto
(S=5,851 pum, VD= 5,571 um e VE = 5,498 um), grupo Senil (S = 5,109 um, VD= 5,162 um e

VE= 6,197um); volume unitério dos miécitos: grupo Adulto ( S= 87,754 um?®, VD= 68,317 um®



e VE =73,328 pm?®), grupo Senil (S = 94,036 pm 3, VD= 88,752 pm* e VE = 122,408 pm*);
densidade volumétrica dos midcitos: grupo adulto (S = 0,416 %; VD = 0,411 % e VE = 0,436),
no grupo Senil (S = 0,400%; VD = 0,39 % e VE = 0,413 %); numero de midcitos por unidade de
volume: grupo Adulto (S = 2690066,1 mioc/mm?®; VD = 2361561,7 mioc/mm® e VE = 2294502,3
mioc/mm?®), grupo Senil (S = 2702357,7 mioc/mm®; VD = 24935914 mioc/mm® e VE =
2660843,3 mioc/mm®); densidade volumétrica nuclear; grupo adulto (S=0,032%, VD= 0,031% e

VE=0,032%), grupo senil (S=2,980E-02, vd=2,840E-02 e VE=3,560E-02%); nimero de nucleos

por milimetros ctbicos: grupo Adulto (S = 369081,67 nu/mm?®; VD = 339481,12 nu/mm?® e VE

332629,30 nu/mm?), grupo Senil (S = 409369,14 nu/mm? VD = 34960,69 nu/mm® e VE

431970,04 nu/mm?®); volume unitario médio do ndcleo: grupo Adulto (S = 88,799 um®; VD

102,136 pm® e VE = 98,393 pm?®), grupo Senil (S = 73,256 pum®; VD = 84,041 um® e VE =
83,009 um®);area da seccdo transversa unitaria do nicleo: grupo Adulto (S = 2,145 um?, VD=
2,040 pm? e VE= 2,015 pm?), grupo Senil (S =1,997 pm?, VD= 2,082 pm’e VE = 2,318 pumd).
As diferencas entre os dois grupos ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05). Os
resultados obtidos sugerem que ocorrem modificagdes nas dimensfes da miocélula do coragédo
humano no decorrer do envelhecimento do individuo, entretanto, essas diferengas sdo sutis e
parece significar a adaptacdo do tecido as mudancgas funcionais que se instalam no decorrer da

vida.



SUMMARY

The aim of the work was to realize a quantitative evaluation in the cells of the human
myocardium of young and aged adults and in each group in the right and left ventricular regions
and the septal region. Ten (10) hearts of human corpse with no cardiopathy, of both sexes, in 27 —
80 age range, divided into two groups: adult and aged, were used. The hearts were catheterized
through the left coronary artery washed with saline solution 0,9% and fixed with
paraformaldehyde 10% in phosphate buffer. After the fixation, during a period of 48 hours,
fragments of myocardium were collected with 2x2 cm of size of the right ventricular wall (VD),
left ventricular wall (VE) and the septal wall (S) which were processed by histological technique,
included in a mixture of paraffin with 5% carnauba wax, divided into sections and stained with
ferric hematoxylin. In each section 30 microscopic fields were selected at random, analyzed and
determined the following stereologic parameters: area of unitary transverse section of myocyte
(a0 mioc); length of unitary perimeter of myocyte (I, mioc); unitary volume of myocyte (v, mioc);
volumetric density of myocyte (Vy, mioc); number of myocytes per unit of volume (Nmm ~*mio);
nuclear volumetric density (Vy nu); number of nucleus per cubic millimeter (Nmm ~° nu);
medium unitary volume of nucleus (v, nu) and area of unitary transverse section of nucleus (a,
nu). The “t” test of Student was applied. Comparing the hearts of groups adult and aged, the
following results were obtained: area of unitary transverse section of myocyte: Adult Group (S =
1,800 pm? ,VD = 1,635 pm? and VE = 1,836 um?), Aged Group (S= 1,554 um? ,VD= 1,509 pm?
and VE = 1,710 pm?); length of unitary perimeter of myocyte: Adult Group (S= 5,851 pm, VD=
5,571 pm and VE = 5,498 um), Aged Group (S = 5,109 um, VD= 5,162 um and VE= 6,197um);
unitary volume of myocyte: Adult Group ( S= 87,754 um 3, VD= 68,317 pm* and VE =73,328

um®), Aged Group (S = 94,036 pm 3, VD= 88,752 pm ® and VE = 122,408 um *®); volumetric



density of myocyte: Adult Group (S = 0,416 %; VD = 0,411 % and VE = 0,436), Aged Group (S
= 0,400%; VD = 0,39 % and VE = 0,413 %); number of myocytes per unit of volume: Adult
Group (S = 2690066,1 mioc/mm?®; VD = 2361561,7 mioc/mm® and VE = 2294502,3 mioc/mm?®),
Aged Group (S = 2702357,7 mioc/mm®; VD = 24935914 mioc/mm® and VE = 2660843,3
mioc/mm®); nuclear volumetric density: Adult Group (S=0,032%, VD= 0,031% and
VE=0,032%), Aged Group (S=2,980E-02, vd=2,840E-02 and VE=3,560E-02%); number of
nucleus per cubic millimeter: Adult Group (S = 369081,67 nu/mm?®; VD = 339481,12 nu/mm°
and VE = 332629,30 nu/mm?®), Aged Group (S = 409369,14 nu/mm? VD = 34960,69 nu/mm?
and VE = 431970,04 nu/mm?®); medium unitary volume of nucleus: Adult Group (S = 88,799
um?®; VD = 102,136 pm?® and VE = 98,393 pm?®), Aged Group (S = 73,256 pm®; VD = 84,041
pm® and VE = 83,009 pm?®); area of unitary transverse section of nucleus: Adult Group (S =
2,145 pm?, VD= 2,040 pm? and VE= 2,015 pm?), Aged Group (S =1,997 um?, VD= 2,082 um?
and VE = 2,318 um?). The differences between the two groups were statistically insignificant
(p>0,05). The obtained results suggest that modifications in the length of myocell of human heart
occur during the aging process of the human being, however, these differences are subtle ad seem
to mean the adaptation of the tissue to the functional changes that happen during the period of

life.



1 INTRODUCAO

A senescéncia tem sido um assunto amplamente discutido e de interesse mundial na
atualidade, em decorréncia do aumento da media de vida, ocasionando um crescimento da
populacdo senescente nos Gltimos anos.

O processo de envelhecimento normal estd associado a uma variedade de mudancas
fisicas, psiquicas e culturais. O reconhecimento dessas alteragdes na estrutura e funcéo
cardiovascular que ocorre durante o envelhecimento da populagdo é essencial para a avaliacdo
das doencas cardiacas em pacientes idosos (LEWIS e MARON, 1992). Entretanto, o estudo dos
efeitos apenas do envelhecimento sobre a estrutura e fungdo cardiovascular é dificultado pela
instalacdo de processos patoldgicos os quais podem ocultar as caracteristicas do processo de
envelhecimento funcional (SAFAR, 1990; CAMILLERI, 1992).

A percentagem de individuos idosos na populacdo vem aumentando nos ultimos anos e
muitos desses individuos idosos apresentam doengas cardiovasculares. Dessa forma, o
conhecimento das alteraces fisiologicas normais que acompanham o envelhecimento do coragédo
é de extrema importancia (CHIDA et al, 1994), visto que muitos dos estudos desenvolvidos
tratam das alteracfes observadas no coragdo senil associadas a distarbios patologicos, enquanto
poucos se referem ao processo de envelhecimento normal. O conhecimento das alteracdes
fisiologicas que acompanham o processo normal de envelhecimento da espécie mostra-se de
extrema importancia até mesmo para melhoria da qualidade de vida do individuo.

A importéncia do estudo dos aspectos pertinentes a morfometria e estereologia do
miocardio humano sdo de importancia no sentido de se compreender 0S mecanismos
compensatorios observados nessa fase da vida. Entretanto, poucos s&o os dados na literatura que

tratam dos aspectos morfométricos do coragdo durante o processo de envelhecimento normal,



embora este muasculo seja largamente estudado, sob o ponto de vista qualitativo em diferentes
mamiferos e no homem em situacdes patologicas diversas. (TRUEX, 1972; KORECKY e
RAKUSAN, 1978; GERDES et al., 1979; HOSHINO et al., 1983; ANVERSA et al., 1986;
OBERPRILLER et al., 1987; OLIVETTI et al., 1996; PEREIRA et al., 1998; DI SOMMA et al.,
2000).

Embora existam estudos quantitativos do miocardio normal em mamiferos (BISHOP e
DRUMMOND, 1979; GERDES e KASTEN, 1980; ENGELMANN et al., 1987; MANDARIM-
DE-LACERDA, 1987; BAI et al., 1990), aquela que diz respeito a avaliagdes histologicas
quantitativas do miocardio humano é escassa e irregular. A maioria dos artigos abordam
medigdes dos varios elementos miocéardicos com alteracbes que variam conforme condicdes
patologicas diversas. Poucos destes artigos contém dados significantes sobre as variacdes
quantitativas em condices fisiol6gicas normais.

Os achados da literatura sugerem, entretanto, que o desenvolvimento das miocélulas
cardiacas estaria diretamente relacionado com o desenvolvimento da hipertrofia das mesmas.
Contudo, os estudos realizados, na sua grande maioria, restringem-se a estudos experimentais ou
em humanos com alguma patologia pré-adquirida, o que impossibilita o estudo das modificagdes
dessas células apenas decorrentes do envelhecimento fisioldgico.

Sendo assim, conscientes da importancia desse tema, elaboramos o presente trabalho,
visando contribuir para um maior aprofundamento dos conhecimentos sobre os aspectos
morfométricos das miocélulas do coracdo humano durante a fase senescente do individuo, com
vistas a obtencdo de subsidios no sentido de estabelecer correlagdes anatomo-funcionais que
possam fornecer uma melhor compreenséo dos processos patologicos tdo freqlientes nessa fase de

vida do individuo.



2 REVISAO DA LITERATURA

O interesse a cerca dos mecanismos que podem determinar a diferenca observada na
espessura das paredes ventriculares ja é bastante antigo. TANDLER apud KEIBEL e MAIL
(1912) demonstrou que a parede ventricular esquerda é definitivamente mais espessa do que a
direita.

Entretanto, em 1930 PATTEN demonstrou que as espessuras das paredes ventriculares no
feto sdo essencialmente iguais e que a parede mais espessada do ventriculo esquerdo €
gradualmente adquirida como resultado do trabalho executado ap6s o nascimento.

Corrobando com esse dado HARRISON et al. (1932) sugeriram que o diametro da fibra
muscular cardiaca estaria diretamente relacionado ao batimento ritmico do coragéo.

ASHLEY (1945) verificou, com particular interesse, a presenca de um maior didmetro
médio da fibra muscular cardiaca no ventriculo direito que no esquerdo.

ANGELAKAOS et al. (1964), empregando preparacdes histoldgicas de coracfes de ratos
adultos com idade de 6 a 7 meses, mensuraram o diametro de 3600 fibras encontrando valores de
11,8 + 4,8 p e 11,5 + 4,3 p respectivamente para os ventriculos direito e esquerdo, ndo sendo
essas diferencas morfométricas entre as fibras musculares dos dois ventriculos estatisticamente
significantes.

BRANDI e McGREGOR (1969) demonstraram que a area de miocélula proxima a regido
endocardica é maior que aquelas proximas a regido epicardica.

KORECKY e RAKUSAN (1978) concluiram que o desenvolvimento cardiaco normal em
ratos recém-natos é quase inteiramente devido ao crescimento das miocelulas existentes, isto é, a

hipertrofia celular.



Estudando o coragdo de ratos com idade de 110 meses, GERDES et al. (1979)
observaram que no miocardio ventricular esquerdo desses animais, as areas da sec¢do transversa
das miocelulas eram 62% maiores nas areas proximas ao endocardio do que as areas das
miocélulas vizinhas a regido do epicardio.

HATT et al. (1979) comparando o tamanho das miocélulas em coragGes hipertroficos,
verificaram que sdo maiores proximo ao endocardio do que na regido média, contudo em
coragOes normais ndo observaram esta diferenca.

GERDES e KASTEN (1980) analisando morfometricamente ventriculos de cdes adultos,
ndo verificaram diferencas regionais com relagdo ao volume percentual das miocelulas.

Estudos ecocardiograficos em individuos vivos demonstraram aumento da espessura da
parede septal durante o envelhecimento, acompanhado por um pequeno aumento da epessura da
parede ventricular esquerda (HENRY et al. ,1980)

RAKUSAN et al. (1980) ndo observaram diferencas nas miocélulas entre regides
ventriculares em coragGes de ratos normais, contudo, em coragOes hipertroficos, a regido
subendocardica apresentou uma quantidade menor de miocélulas que em outras areas do coracéo.

HOSHINO et al. (1983) mediram os diametros das fibras miocérdicas em diferentes
regides do coragdo humano adulto normal, hipertenso, e com cardiopatia hipertréfica, concluindo
que ha variacdo no didmetro das miocélulas na parede ventricular esquerda e no septo, contudo
ndo ha diferenga significante entre as paredes ventriculares direita e esquerda.

LOUD et al. (1984) analisando coragdes de ratos que tiveram exercicio pré-condicionado,
observaram que houve um aumento na fracdo de volume no ventriculo direito, no entanto,
observou erros na medicdo morfométrica quando relacionou medigdes em cortes obliquos e

transversos.



ANVERSA et al. (1986) demonstraram que, com o envelhecimento, ocorre uma
diminui¢do no nimero e um aumento no tamanho dos midcitos no miocardio humano.

ENGELMANN et al (1987) estudando ratos normotensos com idade de 1, 6, 12, 18 e 24
meses verificaram que a area da seccdo transversa da miocélula aumentou significantemente
entre 12 e 18 meses e diminui significantemente entre 18 e 24 meses.

KITZMAN et al. (1988) demonstraram através de um estudo realizado em autdpsias de
765 coragdes humanos normais, que a espessura das paredes ventriculares direita e esquerda
permanece relativamente constante com o envelhecimento, enquanto que a espessura da parede
septal aumenta significantemente. entre a terceira e décima décadas de vida.

BURNS et al. (1990) compararam a estrutura do ventriculo esquerdo e do septo
interventricular de individuos geriatricos com idade entre 79 a 91 anos com individuos adultos
com idade de 22 a 52 anos e encontraram uma hipertrofia relativa dos midcitos mais acentuada
no miocéardio do grupo senil.

Segundo KITZMAN e EDWARDS (1990) com o envelhecimento ocorre um aumento na
espessura da parede ventricular septal e, provavelmente, da parede ventricular esquerda com
aumento significante do peso do coragéo

OLIVETTI et al. (1991) em estudo realizado com 67 coracdes de individuos com idade
entre 17 a 90 anos demonstrou uma perda de 38 e 14 milhdes de midcitos na parede miocardica
dos ventriculos esquerdo e direito respectivamente que foi acompanhada por um progressivo
aumento no volume do midcito por nicleo em ambos os ventriculos

Em 1994 CHIDA et al. analisando 141 cora¢des humanos de ambos 0s sexos, com idade
igual e superior a 60 anos e sem diagndstico de alteracbes patologicas, observaram que havia
uma significante diminuicdo do volume do ventriculo esquerdo com o avancar da idade desses

individuos.
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OLIVETTI et al (1996) estudando 72 coracBes de individuos sem doencas
cardiovasculares, com intervalo de idade variando de 26 a 93 anos de idade, verificaram que 0
envelhecimento ndo alterava a proporcao relativa dos midcitos.

Em estudo experimental do miocéardio de ratos jovens e idosos AGUILA et al. (1998)
demonstraram haver no envelhecimento uma diminuicdo no nimero de midcitos cardiacos e

consequente hipertrofia compensatdria das células remanescentes.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Comparar as diferencas quantitativas nas células (fibras) do miocéardio humano entre
individuos adulto jovem e senil e em cada grupo nas regides ventriculares direita, esquerda e

septal.

3.2 Especificos
- Determinar a area da sec¢do transversa unitaria do miocito (a, mioc)
- Determinar o comprimento do perimetro unitario do miocito (l, mioc)
- Determinar o volume unitario do miécito (v, mioc)
- Determinar a densidade volumétrica dos midcitos (Vv mioc)
- Determinar o nimero de miécitos por unidade de volume (Nmm ”* mioc)
- Determinar a densidade volumétrica nuclear ( Vv nu)
- Determinar o n(imero de ndcleos por milimetro ctbico (Nmm 2° nu)
- Determinar o volume unitario médio do nucleo (v, nu)

- Determinar a area da secgdo transversa unitaria do nucleo (a, nu)



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Foram estudados coracdes de 10 cadaveres de individuos leucodermos e melanodermos,
sem enfermidades cardiacas, de ambos os sexos, com idades variando de 20 a 87 anos,
provenientes do Departamento de Anatomia da Universidade de S&o Paulo. Estes coragdes foram
separados do seguinte modo, de acordo com a faixa etaria:

Grupo 1, cinco individuos com 20 a 25 anos de idades;

Grupo 2, cinco individuos com 67 a 87 anos de idades.

4.2 Métodos
4.2.1 CATETERIZACAO E FIXACAO DO MATERIAL
Os coragdes foram cateterizados através da artéria. coronaria esquerda, lavados com
solucdo salina a 9%, sob pressdo moderada e constante. Em seqiiéncia 0 mesmo procedimento foi
feito na artéria. coronaria direita. A seguir injetava-se, pelas artérias coronérias, solugéo fixadora
de parafolmaldeido a 10% em tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,3), até que se observasse a saida do
liquido pelo seio coronario. Em seguida os coragdes eram imersos no mesmo fixador durante 48

horas.

4.2.2 DISSECCAO DO MATERIAL
Com auxilio de bisturi foram obtidos fragmentos do miocardio medindo 2X2 cm
das paredes ventriculares direita e esquerda ao nivel da face esternocostal e da parede muscular

do septo interventricular.
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4.2.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os fragmentos obtidos foram colocados em frascos separados contendo a solucéo fixadora
de Paraformoaldeido 9% , onde permaneciam por cinco dias. Em seguida eram submetidos a
processo de desidratacdo lenta por trés passagens por solucdo de metilbenzoato e trés passagens
pela mistura de benzol-parafina em propor¢des crescentes ap6s a desidratacdo e finalmente,
foram incluidos em uma mistura de parafina com 5% de cera de carnadba. Apds a inclusdo do
material, cortes tangenciais de 6 pum de espessura foram obtidos em micrétomo JB4A-
SORVALL, com as fibras musculares cardiacas seccionadas aproximadamente paralelas ao seu
maior eixo. Foram também realizados cortes perpendiculares ao seu maior eixo e corados pelo

método da hematoxilina férrica.

4.2.4 ANALISE MICROSCOPICA
Em cada corte foram analisados 30 campos microscopicos escolhidos aleatoriamente. A
decisdo de utilizar 30 campos distribuidos por todo o corte, deveu-se a resultado obtido em
estudo piloto, no qual verificou-se que com esse nimero de campos obtinha-se um valor aceitavel

do desvio-padréo.

4.2.5 ANALISES HISTOCITOMETRICAS
A Analise Histocitométrica utilizada neste trabalho, estd baseada em CHIZZOLA et al.
(1967) e MANDARIM-DE-LACERDA E SAMPAIO (1987), utilizando-se de uma ocular Kpl,
X10 (Carl Zeiss) com um sistema-teste de 100 pontos, proposto por WEIBEL et al. (1966), para
estudo ao microscopio de Luz. O nosso material foi analisado em microscopio Optico Zeiss com
aumento final de 1000X (10X ocular + 100X objetiva de imerséo).

SeccOes de parafina para a microscopia de luz sdo comprimidas quando seccionadas,
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permitindo que alguns pardmetros sejam estimados com a introducdo de um erro sistematico.
Para corrigir este erro utilizamos o Fator de Compressao (fc = Ic/lo), onde (Ic) é a dire¢do do
corte que sofreu compressao apés seccdo (perpendicular ao fio da navalha), enquanto que o (lo) €
a direcdo da face do bloco no qual, o corte foi direcionado, paralelo ao fio da navalha, ndo
sofrendo compressdo (WEIBEL, 1979). Por outro lado os processos de fixacdo e inclusdo levam
a retracdo dos tecidos conduzindo a outro erro sistematico que pode ser medido pelo Fator de
Reducdo Linear (fs = Is/16), onde o (Is) € o comprimento do tecido retraido ap6s processamento
até a inclusdo na parafina e, o (16) é o comprimento do bloco do tecido ndo submetido aos
processos de fixacdo e inclusdo (material fresco). Neste trabalho, entretanto, em vez de
considerar as medidas do material (retraido) incluido em parafina, fizemo-las diretamente nas
seccbes ja na lamina (LOUD et al., 1965). Assim (Is) corresponde entdo a dimenséo
perpendicular a dire¢do da compressao, ou seja, paralelo ao fio da navalha. Por conseguinte, (Is) é

igual a (lo).

4.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada comparativamente entre as 3 regides de cada grupo (VE,
VD e parede septal) e entre os grupos adulto e idoso.

Para a comparagdo de pares de médias foi empregado o teste “t” de Student. No caso de
comparacgdes dentro de um mesmo grupo o teste empregado foi o do tipo pareado. Para a
comparagéo entre os grupos adulto e idoso foi empregado o teste “t” ndo pareado (BERQUO et
al., 1980).

Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 5%.Para a montagem dos

bancos de dados foi utilizado o programa Excel.



5 RESULTADOS

5.1 Area da sec¢do transversa unitaria do midcito (a, mioc)

A Fig. 01 mostra os valores médios da area da sec¢do transversa unitaria do midcito
estimados a partir da leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. A &rea da secgdo
transversa unitaria do miécito da regido septal no Grupo Adulto foi de 1,800 pm? e no Grupo
Senil foi de 1,554 um? (p > 0,05). No VD do grupo Adulto a 4rea foi de 1,635 pm?® e no grupo
Senil foi de 1,509 um? (p>0,05). No VE a 4rea da secco transversa do miécito foi de 1,710 um?
no grupo Adulto e de 1,836 um? no grupo Senil (p > 0,05).

No grupo Adulto ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as trés regides
analisadas (p>0,05). No grupo Senil houve diferenca estatisticamente significante quando

comparados os valores das regides VE e VD (p<0,05) e VE e S (p<0,05).

2,0 2,0 *
1,8 1,8
" +« 1,6
£ L, £ e
1,2 12
1,0 4 : : ‘ 1,0 4 : :
S VD VE S VD VE

Figura 01 — Valores médios da Area da seccdo transversa unitaria dos midcitos do coracéo

humano. A — Grupo adulto; B — Grupo senil. * p <0,05

5.2 Comprimento do perimetro unitario do miécito (I, mioc)

A Fig. 02 apresenta os valores médios do comprimento do perimetro unitario do midcito
estimados a partir da leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores medios
das regides Septal e ventricular direita foram menores no grupo Senil (5,109 pm e 5,162 um
respectivamente) do que no grupo Adulto (5,851 um e 5,571 pm respectivamente) (p > 0,05).

Embora na regido ventricular esquerda o comprimento do perimetro unitario do midcito tenha se
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apresentado maior no grupo Senil (6,197um) do que no grupo Adulto (5,498 um) a diferenca ndo
foi estatisticamente significante (p > 0,05).

No grupo Adulto ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as trés regides
analisadas (p>0,05). No grupo Senil houve diferenca estatisticamente significante quando

comparados os valores das regides VE e S (p<0,05).

8 8
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Figura 02 — Valores medios do Comprimento do perimetro unitario do miécito do coragédo

humano. A — Grupo adulto; B — Grupo senil. * p < 0,05

5.3 Volume unitario do miécito (v, mioc)

A Fig. 03 apresenta os valores médios do volume unitario do miécito estimados a partir da
leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores médios do volume das regides
Septal, Ventricular direita e Ventricular esquerda foram maiores no grupo Senil (94,036 pm °,
88,752 um* e 122,408 pm* respectivamente) do que no grupo Adulto (87,754 um?, 68,317 pm?
e 73,328 um®). Entretanto a diferenca néo foi estatisticamente significante.

No grupo Adulto ndo houve diferenga estatisticamente significante entre as trés regides
analisadas (p>0,05). No grupo Senil houve diferenca estatisticamente significante quando

comparados os valores das regides VE e VD (p<0,05).
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Figura 03 — VValores médios do Volume unitario do midcito do cora¢do humano. A — Grupo

adulto; B — Grupo senil. *p <0,05

5.4 Densidade volumétrica (fracao de volume) dos miécitos (Vvmioc)

A Fig. 04 apresenta os valores percentuais da densidade volumétrica dos miocitos
estimados a partir da leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores
percentuais foram maiores no grupo Adulto (S = 0,416 %; VD = 0,411 % e VE = 0,436) do que
no grupo Senil (S =0,400%; VD =0,39 % e VE = 0,413 %) (p>0,05).

No grupo Adulto ndo houve diferenga estatisticamente significante entre as trés regides
analisadas (p>0,05). No grupo Senil houve diferenca estatisticamente significante quando

comparados os valores das regides VE e VD (p<0,05).

0,44 0,44

0,42 0,42 *
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Figura 04 — Valores percentuais da Densidade volumétrica dos miocitos do cora¢do humano. A —

Grupo adulto; B — Grupo senil. * p <0,05
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5.5 Ntimero de miécitos por unidade de volume (Nmm~®mioc)

A Fig. 05 apresenta 0 numero de midcitos por unidade de volume estimados a partir da
leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores do nimero de midcitos por
unidade de volume foram maiores no grupo Senil (S = 2702357,7 mioc/mm®; VD = 24935914
mioc/mm?® e VE = 2660843,3 mioc/mm?®) do que no grupo Adulto (S = 2690066,1 mioc/mm?®; VD
= 2361561,7 mioc/mm? e VE = 2294502,3 mioc/mm?) (p>0,05).

Em ambos os grupos ndo houve diferenga estatisticamente significante entre as trés regides

analisadas (p>0,05).

2800000 2800000
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Figura 05 — NUmero de midcitos por unidade de volume do coragdo humano. A — Grupo adulto;

B — Grupo senil.

5.6 Densidade volumétrica nuclear (Vvnu)

A Fig. 06 apresenta os valores percentuais da densidade volumétrica nuclear estimados a
partir da leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores percentuais da
densidade volumétrica nuclear foram maiores no grupo Senil (S = 2,980E-02; VD = 2,84E-02 ¢
VE = 3,560E-02) do que no grupo Adulto (S =0,032; VD =0,031 e VE = 0,032) (p>0,05).

Em ambos os grupos ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as trés regides

analisadas (p>0,05).
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Figura 06 — Valores da densidade volumétrica nuclear do coragdo humano. A — Grupo adulto; B -

Grupo senil.

5.7 Ntmero de ntcleos por milimetro ctbico (Nmm~3nu)

A Fig. 07 apresenta o numero de nucleos por milimetros cubicos estimados a partir da
leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores do numero de nucleo por
milimetros clbicos foram maiores no grupo Senil (S = 409369,14 nu/mm?® VD = 34960,69
nu/mm? e VE = 431970,04 nu/mm?®) do que no grupo Adulto (S = 369081,67 nu/mm?®; VD =
339481,12 nu/mm? e VE = 332629,30 nu/mm?) (p>0,05).

Em ambos os grupos ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as trés regides

analisadas (p>0,05).
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Figura 07 — NGmero de nécleos por mm? do coracdo humano. A — Grupo adulto; B — Grupo senil.
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5.8 Volume unitario médio do nucleo (v, nu)

A Fig. 08 apresenta o volume unitario médio do nucleo estimados a partir da leitura de

150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores do volume unitario médio do nucleo

foram maiores no grupo Adulto (S = 88,799 um® VD = 102,136 um?® e VE = 98,393 pm®) do que
no grupo Senil (S = 73,256 pm?®; VD = 84,041 um® e VE = 83,009 um?) (p>0,05).

Em ambos os grupos ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as trés regides

analisadas (p>0,05).
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Figura 08 — VVolume unitario médio do nucleo do cora¢do humano. A — Grupo adulto; B — Grupo

senil.

5.9 Area da sec¢do transversa unitaria do nucleo (a, nu)

A Fig. 09 apresenta a area da secgdo transversa unitaria do nucleo estimados a partir da
leitura de 150 campos microscopicos para cada grupo. Os valores da area da secgdo transversa
unitaria do nicleo foram maiores no grupo Senil nas regides ventriculares direita e esquerda
(2,082 pm? e 2,318 um? respectivamente) do que no grupo Adulto (2,040 pm?® e 2,015 pm?
respectivamente). A regido Septal apresentou um valor médio maior no grupo Adulto (2,145
um?) do que no grupo Senil (1,997 um?) (P>0,05).

Em ambos os grupos ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as trés regides

analisadas (p>0,05).
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Figura 09 — Area da secgo transversa unitaria do ndcleo do coragio humano. A — Grupo adulto;

B — Grupo senil.



6 DISCUSSAO

O conhecimento do processo de envelhecimento do coracdo é importante para a melhor
compreensdo dos processos patoldgicos que se instalam mais comumente no individuo senil.
Contudo uma das maiores dificuldades encontradas no estudo dos efeitos do envelhecimento
sobre o sistema cardiovascular é a de se isolar e se identificar os efeitos do processo normal ou
fisioldgico de envelhecimento sobre aqueles relacionados com a presenca de estados patol6gicos
especificos associados. Na espécie humana € comum a ocorréncia de aterosclerose, diabetes e
doencas cardiacas isquémicas e é sabido que a severidade dessas condic¢Ges patoldgicas aumenta
com a idade (OLIVETTI et al., 1991). Além disso, outras dificuldades sdo relatadas quando se
deseja realizar uma investigacdo apenas do processo fisiologico de envelhecimento, tais como o
estilo de vida de cada individuo, (nivel de atividade fisica e estresse, habitos alimentares, ingestéo
de &lcool e tabagismo). Todos esses fatores podem contribuir para desencadear alteracdes na
funcdo cardiovascular no decorrer do envelhecimento do individuo, embora sua especifica
contribuicdo seja muito dificil de quantificar (SAFAR, 1990; LEWS e MARON, 1992).

No presente estudo, semelhantemente ao protocolo adotado na literatura em trabalhos em
humanos (KITZMAN et al, 1990, OLIVETTI et al., 1991; CHIDA et al., 1994; OLIVETTI et al.,
1996) foram utilizados apenas coragdes provenientes de necropsia de individuos ndo portadores
de cardiopatias, a fim de diminuir a possibilidade de eventual presenca de condigdes causadoras
de hipertrofia miocéardica.

A Estereologia permite-nos determinar a tridimensionalidade de um 6rgéo, tecido, celula,
etc, atraves de cortes histologicos com imagens bidimensionais. Em Esteriologia o primeiro
mandamento é trabalhar com poucos individuos, poucos campos microscopicos analisados, gastar
pouco (poucas laminas histologicas) mas sem perder a acuracia dos resultados. Segundo

Mandarim-de-Lacerda (2000) para se usar o indice de significancia de 0,05, 0 nimero minimo de
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individuos num determinado estudo para se obter resultados exploraveis estatisticamente sera de
05 individuos. Em nosso estudo obedecemos esse critério e utilizamos uma amostra de cinco
individuos por grupo.

Quando comparados os valores da area da secgdo transversa unitaria do midcito nos
grupos adulto e senil observamos que no grupo senil as areas da secgdo transversa do midcito nas
regides septal e ventricular direita foram menores do que no grupo adulto, embora essa diferenga
ndo tenha sido estatisticamente significante. Entretanto, a regido ventricular esquerda do grupo
senil apresentou valor ligeiramente maior do que aquele encontrado no grupo adulto.
ENGELMANN et al. (1987) em um estudo experimental com ratos normotensos com idades de
1, 6, 12, 18 e 24 meses, analisou a area da seccdo do miocito do coragdes desses animais e
demonstraram haver um aumento significante da &rea da seccdo do midcito nos animais com 12 e
18 meses de idade e uma diminuicgdo significante da area da sec¢do do midcito nos animais com
idade entre 18 e 24 meses. Entretanto, esses autores, ndo especificaram as regifes cardiacas
utilizadas como amostra para esse estudo. Quando analisado os resultados dentro de cada grupo
observou-se que o0 aumento da &rea da seccdo transversa do midcito na regido ventricular
esquerda foi estatisticamente significante quando comparado aos valores obtidos nas regides
septal e ventricular direita do grupo senil. BURNS et al. (1990) também observaram uma
hipertrofia relativa dos midcitos mais acentuada na senilidade.

Estudos também demonstraram, em cora¢des humanos, que a area da miocélula proxima
as regido endocardica se apresentava maior do que aquelas proximas as regides epicardicas
(BRANDI e McGREGOR, 1969; GERDES et al., 1979), embora HATT et al. (1979) s6 tenham
observado esse comportamento em coragdes humanos hipertroficos. Em nosso trabalho néo foi
realizado um estudo relativo a area da miocélula com relacdo a sua posicdo nas diferentes

camadas do coracao.
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Os midcitos do grupo senil, nas regides septal e ventricular direita, apresentaram valores
médios do comprimento do perimetro unitario menores do que nas regides semelhantes do grupo
adulto, porém, na regido ventricular esquerda o valor médio do comprimento do perimetro
unitario do midcito foi maior no grupo senil. Quando analisado os resultados dentro de cada
grupo observou-se que no grupo senil o valor médio do comprimento do perimetro unitario do
midcito na regido ventricular esquerda foi estatisticamente significante quando comparado aos
valores obtidos nas regides septal e ventricular direita. O comprimento do midcito € uma
dimensdo dificil de se obter na miocélula, particularmente no miocardio adulto, devido a
dificuldade de se obter verdadeiros cortes longitudinais da célula (CANALE et al, 1986), fato
este que pode justificar a escassez de dados na literatura sobre o comprimento do perimetro
unitario do midcito seja em trabalhos experimentais ou em humanos.

Obtivemos valores médios do volume unitario dos midcitos maiores no grupo senil do que
no grupo adulto, porém, essa diferenca ndo se mostrou estatisticamente significante. Quando
analisado os valores das trés regiGes desse mesmo grupo encontrou-se um volume unitario do
midcito maior no ventriculo esquerdo do que nas regides septal e ventricular direita No grupo
adulto ndo houve diferenca significante entre as trés regides estudadas . AGUILA et al (1998)
analisando amostras das regides septal e ventricular esquerda do miocardio de ratos com idade de
3 e 15 meses observaram que o volume dos midcitos diminui de 76,7% no grupo de animais mais
jovens para 72,2% nos animais de 15 meses de idade.

Segundo POMERANCE (1975), ANVERSA et al. (1986), KITZMAN e EDWARDS
(1990), ocorre no miocardio humano, durante o envelhecimento, uma diminui¢cdo no nimero de
miocélulas seguido de um aumento no tamanho das mesmas. Com relacdo & densidade
volumétrica dos miocitos também observamos uma diminuicdo da mesma no grupo senil, embora

estatisticamente ndo significativa. Em estudo experimental em coragdes de ratos com idade de 3 e
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15 meses, AGUILA et al. (1998) também observaram uma diminuicao significativa da densidade
volumétrica dos midcitos nos animais com idade de 15 meses, animais considerados nessa faixa
etaria como idosos. Entretanto, ENGELMANN et al. (1987) demonstraram haver um aumento do
volume percentual do ventriculo esquerdo ocupado por midcitos em ratos normotensos com idade
de 12 a 18 meses. Quando analisado apenas o grupo senil, observamos que o valor percentual foi
significantemente maior no ventriculo esquerdo quando comparado com a regido ventricular
direita e septal. Ndo foram encontrados na literatura, entretanto, dados a cerca da densidade
volumétrica dos midcitos nas diferentes regides ventriculares e na parede septal.

Com relacdo ao nimero de midcito por unidade de volume observamos um aumento no
grupo senil. Da mesma forma, experimentalmente em ratos, AGUILA et al. (1998) também
observaram um aumento de 5,42 para 13,26x 10° mm®.

A densidade volumétrica nuclear foi maior nas trés regides do coragdo do grupo senil,
entretanto ndo apresentou diferenca estatisticamente significante. Ndo foram encontrados na
literatura, entretanto, dados a cerca da densidade volumétrica nuclear durante o envelhecimento.

Nossos dados demonstraram um aumento do numero de nucleos por milimetro cubico nas
regides ventriculares direita e esquerda e septal do grupo senil, embora essa diferenca ndo tenha
sido estatisticamente significante. Esses resultados sdo semelhantes com os descritos por
OLIVETTI et al. (1991).que demonstraram um aumento no volume do midcito por nlcleo em
ambos os ventriculos.

N&o foram encontrados, na literatura consultada, dados acerca dos valores do volume
unitario médio do nucleo. Nossos resultados demonstraram que os valores do volume unitério
médio do nucleo foram maiores no grupo adulto nas trés regides estudadas (ventriculares direita e

esquerda e septal).
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Os valores da area da seccdo transversa unitaria do nacleo foram maiores nas trés regides
ventriculares direita e esquerda no grupo senil. Entretanto, a regido septal apresentou um valor
maior no grupo adulto. Ndo foram encontrados na literatura, entretanto, dados a cerca da area da
seccdo transversa unitaria do nucleo nas diferentes regides ventriculares (direita e esquerda) e na
parede septal.

Esta bem estabelecido que, em ambos humanos e animais, a proliferacdo das miocélulas
ocorre de maneira diminuida apds o nascimento e que o crescimento do coracdo, durante as fases
pos-natal e antes que a maturidade sexual seja alcancada, é controlada por hipertrofia das
miocélulas e hiperplasia das células endotelias, capilares e fibroblastos (RAKUSAN, 1984; ZAK,
1984).

Observa-se, entretanto, que a diminui¢cdo da massa cardiaca que é decorrente de uma
continua perda de midcito nas regides ventriculares ocorre como um aspecto funcional da idade.
Em contraste, o volume celular da miocélula por nlcleo aumenta progressivamente compensando
a perda funcional do musculo. Além disso, essas alteragcdes quantitativas na miocélula sdo mais
acentuadas no ventriculo esquerdo do que no direito. Todos esses fendmenos celulares culmina
dando lugar a alteracfes externas na espessura da parede de ambos os ventriculos (KITZMAN et
al, 1988; OLIVETTI et al., 1991; CHIDA et al., 1994).

As alteracOes na estrutura ventricular parecem acarretar hipertrofia das miocélulas, como
¢ observado na hipertensdo ou doenga vascular, enquanto que a hiperplasia ou
“pseudohipertrofia” resulta da re-ocupagéo de areas de miocélulas por tecido ndo contratil como é
observado na doenca cardiaca isquémica (UNVERFERTH et al., 1983; MESSERLI, 1984). A
hipertrofia miocardica por sua vez é a tentativa de adaptagdo do coracao a sobrecarga de trabalho,
evoluindo para a faléncia cardiaca quando o processo de adaptagédo é esgotado (MANDARIM-

DE-LACERDA, 1995).
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O processo de envelhecimento normal estd associado a uma variedade de mudancas.
Vérios estudos j& demonstraram que o envelhecimento estava associado com o0 aumento da
espessura da espessura da parede ventricular esquerda e da massa cardiaca. Entretanto, essas
mudancas sdo graduais e relativamente moderadas, e, segundo LEWIS E MARON (1992) as
medicGes absolutas da espessura da parede cardiaca em individuos idosos raramente excedem 0s
valores aceitos geralmente como normais. Entretanto, essas mudancgas, as quais usualmente
discretas, podem diminuir a capacidade do coracdo senil em se adaptar ao estresse imposto a
partir da instalagdo de alguma doenca cardiovascular (KITZMAN e EDWARDS, 1990). Em
nosso estudo encontramos diferencas quando comparamos 0s grupos adulto e senil, porém, essas

diferencas ndo chegaram a ser estatisticamente significantes.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no estudo realizado em cora¢des humanos de individuos

adultos e senis podemos concluir que:

- Ocorrem modificacdes nas dimensdes da miocélula do coracdo humano no decorrer do
envelhecimento do individuo, entretanto, essas diferencas sdo sutis e parece significar a

adaptacéo do tecido as mudancas funcionais que se instalam no decorrer da vida;

- Na fase senil observa-se um aumento da area da seccdo transversa unitaria do miocito, do
comprimento do perimetro unitario do miocito e do volume unitario do miocito mais

acentuada na parede do ventriculo esquerdo;

- O aumento da area da seccdo transversa unitdria do midcito, do comprimento do
perimetro unitario do miécito e do volume unitario do miécito nos leva a concluir que
durante o envelhecimento ocorre perda de miocélulas com provavel hipertrofia das células

remanescentes.
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ANEXOS

TECNICAS HISTOCITOMETRICAS (FORMULAS FINAIS)

a) Area de seccio transversa unitaria da miocélula

(4) a, mioc = A, mioc/Nmioc

b) Comprimento unitario do perimetro da miocélula

(7) 1o, mioc = L, mioc/Nmioc
C) Volume unitario da miocelula
(10) v, mioc = (hmioc * a, mioc) * £~ ou v, mioc = (hmioc * a, mioc) *

(Is/l'0)~3

d) Volume percentual de miocélula (densidade volumetrica)

(11) Vvmioc = Pmioc/Pt

e) Numero de miocélulas por unidade de volume

(12) Nmm”~®mioc = 10°°96.04 * Nmioc/hmioc * (Is/16)** / (lo/Ic)

)} Fracdo de volume nuclear

(16) Vvnu = Pnu/ {Pt * 1 + 1.23[t/(hnu * lo/Ic)]}

) NUmero de nudcleos por mm~®
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(18) Nmm”*nu = 1079/(96.04*t) * Nnu/[hnu * (lo/Ic) + t] * fs"*

K) Volume unitario medio do ndcleo

(19) vnu = (10" * Vvnu)/ Nmm”~*nu

) Area de seccdo unitaria média do nucleo

(20) anu = 0.9604 * (Pnu/Nnu) * {[hnu * (lo/lc) * t)/ [hnu * (lo/lc) * 1 + (1.23 * )]}

Descrigdo das Férmulas

O comprimento da miocélula (hmioc = distancia inter-nuclear) foi medido diretamente no
microscopio com uma ocular 10X + 100X (objetiva de imersdo), sendo que a direcdo do maior
eixo da miocélula era paralelo ao fio da navalha ou seja, perpendicular a direcdo do corte
(Chizzola et all, 1967). Nestas condic¢Ges nao foi necessario a correcdo para a compressdo, apenas
para a retracdo. Os fatores de compressdo e retragdo foram considerados para cada bloco de
tecido, tendo em vista as variagdes de um para o outro.

A area total das seccOes transversas das miocélulas foi estimada em cortes
perpendiculares ao maior eixo da miocélula. O valor destas areas (Amioc), é dado pela relagéo
entre 0 nimero de pontos que caem nas estruturas em tela (Pmioc) e, o nimero total de pontos do
sistema-teste (Pt).

(1) Amioc = Pmioc/Pt

No nosso caso, a area das seccOes transversas das miocelulas na area-teste é dada em
pum2: Amioc = (Pmioc/Pt) * At , onde (At) é a area total do sistema-teste em um2 = 96,04 e (Pt)
=100, logo:

(2) Acmioc =0,9604 * Pmioc , aplicando o fator de Compressao na formula 2 teremos:
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(3) Ao mioc = 0.9604 * Pmioc * (lo/Ic)

O numero de seccgdes transversas de miocélulas na area-teste (nmioc), foi contada;
a area de seccdao transversa unitaria em pum2 ser, entao:

(4) ao mioc = Ao mioc/Nmioc ; este procedimento permite estimar o valor unitario
médio da area de sec¢do transversa da miocélula, onde (Nmioc) é o nUmero de miocélulas
contadas nos campos correspondentes. A contagem das miocélulas foi feita em cada campo
microscépico separadamente levando em conta as “linhas proibidas”(Weibel, 1978).

Para determinar a medida do perimetro das secc¢des transversas, usamos a formula baseada
no teorema de Buffon (Weibel e Elias, 1967):

(5) L =n*(Pl/2) * D ,sendo (n) o numero de intersec¢des das linhas-teste com os
contornos das transeccdes e (D) é a distancia entre retas paralelas do sistema-teste.

Tomando como base a formula 5, o comprimento (Lmioc), do perimetro das sec¢oes
transversas de miocélulas na area-teste é:

(6) Lcmioc = Imioc * (PI/2) * D , onde (Imioc) corresponde ao nimero de
interseccdes de miocélulas na area-teste. Utilizando o Fator de Compressao corrigimos a formula
6 para:

(6a) Lo mioc = Imioc * (P1/2) * D * (lo/Ic)

Sendo (Nmioc) o ndmero de seccBes transversas de miocélulas na area-teste, o
comprimento unitario do perimetro da miocélula em pm resulta em:

(7) lo mioc = Lo mioc/Nmioc

A medida da superficie celular lateral unitaria (comioc) pode ser dada pelo produto do
perimetro unitério das secgdes transversas de miocélulas (lomioc), pelo comprimento unitario
celular médio (hmioc) obtido pelas distancias inter-nucleares.

Comioc = hmioc * lomioc , para o (hmioc) como ja sabemos, ndo ha necessidade para
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correcdo da compresséo, tendo em vista que esta medida foi obtida seguindo a direcdo do corte
paralelo ao fio da navalha, contudo ndo se encontra “desretraida”, portanto, considerando para o
estado retraido temos:

hmioc™") = hmoc @) * |s/1, logo: hmioc™™") = hmioc™") * 16/ls, pelo mesmo
raciocinio temos: lo mioc @) = |o mioc"®") * 16/Is, donde:

(8) c, mioc = hmioc™™) * g M) * (15/|5)A2

Analogamente, o volume unitario (vmioc) € dado pelo produto da area de seccdo
transversa (aomioc), pelo comprimento da miocélula:

(9) vmioc = hmioc * aomioc , este volume foi obtido no tecido retraido; para ter o
volume (vo) estimado em suas dimensdes correspondentes aos procedimentos prévios a fixagao e
inclusdo (no material a fresco), utilizamos a formula: vo = vs * fs”-3, onde o (vo) é o volume
original antes do pds-processamento e, (vs) é o volume ap6s processado, sendo fs* = (Is/16) 7,
portanto corrigindo a formula 9, temos:

* ou Ve mioc = (hmioc™") * a, mioc) *

(10) Vv, mioc = (hmioCerry * @ mioc) * s~
(IsN16)~3

O volume percentual da miocélula (densidade volumétrica) é dada pela férmula:
Vi = Pi/Pt (Weibel,1966), que aplicado ao nosso sistema-teste temos:

(11) Vvmioc =  Pmioc/Pt , onde (Pmioc) é o nimero de pontos que caem nas
estruturas e, (Pt) € o nimero total de pontos do sistema-teste.

O ndmero de miocélulas por unidade de volume (Nmm3mioc) € calculado pelo
volume unitario da miocélula(vomioc) e o volume percentual (Vvmioc) ocupado pela miocélula
do tecido, resultando:

Nmm3mioc = (10%*Vvmioc) / vomioc = (10° * Pmioc/Pt) / [(hmioc"™) * a, mioc) * fs"3] =

= (10° * Pmioc/Pt) / {[0.9604 * Pmioc * (lo/Ic)] / Nmioc} * (Is/I6)® , portanto temos:
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(12) Nmm?>mioc = 10™/96.04 * Nmioc/hmioc * (Is/16)™ / (lo/Ic)

Quanto ao numero de nucleos das miocélulas estimamos o volume percentual (fracdo de
volume), volume absoluto médio, area de secgdo transversa média unitaria, nimero de nucleos
por mm3 e o comprimento do ndcleo (hnu) medido pela média do didmetro maior pelo menor (d1
*d2) /2.

Enquanto que a influéncia de espessura do corte, sobre as medidas efetuadas nas
miocélulas era insignificante, no caso dos nucleos foram necessarias corregdes.

Para o volume percentual, podemos obter com um procedimento anélogo ao aplicado as
miocélulas, tendo em conta que é necessario fazer-se a correcdo do “Efeito Holmes” (Weibel e
Elias, 1967), por meio da equacéo:

(13) Vvo = (1/Ko) * (Po/Pt) , onde (Vvo) é o volume percentual corrigido, (Po) € o
namero de pontos sobre as estruturas, (Pt) € o nimero total de pontos do sistema-teste e (Ko) é o
coeficiente de corregcdo do efeito Holmes. Este coeficiente esta ligado a dimensdo caracteristica
da estrutura (h), com a forma e com a espessura do corte (t). Para as formagdes esféricas, Holmes
(1927), Hennig (1957), Weibel e Elias (1967) propuseram a seguinte equacao:

(14) Ko =1+ 3t/ 2h ; por outro lado, para formagdes cilindricas ou prismaticas temos:
(18) Ko=1+t/h.

Uma vez que o nlcleo miocardico tem forma aproximada intermédia entre essas
formacdes, temos que: (19) 1+3t/2h Knu 1+t/h.

Na pratica pode-se determinar o volume percentual do nlcleo, adotando sempre o
mesmo valor do coeficiente (x), resultante da média de alguns casos medidos experimentalmente,
tomando como base a formula:

(15 x = [hnu* (P’nu - Pnu)] / (t” * P’nu - t” * P’nu) , onde (') e (t”) sdo as

espessuras dos cortes histologicos, (hnu) é o comprimento do ndcleo, (P’nu) e (P”nu) sdo 0s



40

pontos que caem nos nucleos, respectivamente nos cortes (t*) e (t”) (Chizzola et all, 1967). No
que se refere ao nucleo em tela: x =123 e Knu=1+ 123 *t/hnu. Portanto podemos
calcular a fragdo do volume nuclear (Vvnu), com base na relacéao:

(16) Vvnu =Pnu/ {Pt* 1 + 1.23[t/(hnu * lo/Ic)]} , ou volume percentual
multiplicando este valor por 100.

O numero de nucleos por unidade de volume pode ser calculado pela férmula de
Abercrombie (1946):

(17) Nv=(nv*t)/(h+t) ,onde (Nv)e (nv) sdo respectivamente o numero real € 0 niUmero
de estruturas contidas em um corte histologico de volume (V); (t) e (h) séo a espessura do corte e
0 comprimento, respectivamente. Portanto aplicando a formula 22 ao nosso sistema-teste, o
numero de nucleos por milimetro cubico (Nmm3nu), é dado pela relagéo:

(18) Nmm~™nu = 107°/ (96.04 * t) * Nnu / [hnu * (lo/Ic) + t] * fs**,  onde (Nnu) é o
namero de secc¢des de nucleos na area-teste.

O volume unitario médio médio do ndcleo pode ser calculado pela relagdo do volume
percentual (Vvnu) e o nimero de nucleos por unidade de volume (Nmm3nu), portanto (vnu) €
expresso em pm?:

(19) vnu = (107° * Vvnu) / Nmm”3nu
A éarea de sec¢do unitaria média do nucleo, requer seccles histoldgicas extremamente finas,
para se obter uma medic&o precisa. Para corrigir isto, utilizamos a formula:
(20) anu = 0.9604 * (Pnu/Nnu) * {[hnu * (lo/Ic) * t}/ [hnu * (lo/Ic) * 1 + (1.23 * )]},
onde aparece o fator de correcdo do “efeito Holmes”, que resulta da determinacdo n&o
diretamente, mais tomando como base, todos procedimentos referidos por outras medidas

nucleares.
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alvd

alve

ads

advd

adve
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abvd

abve
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a7vd

arve

a8s

a8vd

a8ve

MEDIA E DESVIO PADRAO DO ARQUIVO ADULTO

comprimento diametro do nucleo miocelula - seccao tranversal nucleo - seccao transversal
miocelula maior menor média ponto seccao interseccao  ponto seccao

72,976 10,370 4,608 7,489 44,200 22,633 82,600 2,667 4,400
5,482 0,553 0,327 0,440 4,078 3,728 7,965 1,374 1,474
70,580 10,486 4,956 7,721 40,000 25,767 91,367 3,600 6,133
5,939 0,960 0,632 0,796 3,847 3,041 7,718 1,497 1,962
75,101 10,399 4,758 7,579 43,867 23,533 83,133 2,800 4,567
4,768 0,642 0,296 0,469 4,958 3,423 10,748 1,249 1,499
72,766 10,447 4,715 7,581 43,467 30,667 95,133 4,233 6,033
3,515 0,801 0,694 0,747 3,674 3,527 5,722 1,794 2,076
71,869 10,805 4,843 7,824 40,633 27,967 86,833 4,100 5,600
3,760 0,888 0,702 0,795 3,528 2,773 7,922 1,709 1,831
73,098 10,989 4,969 7,979 43,133 27,867 89,533 3,433 5,833
6,453 0,976 0,659 0,818 4,455 2,802 8,409 1,856 2,177
70,942 11,168 4,876 8,022 41,067 27,500 88,533 3,833 5,133
6,189 0,809 0,631 0,720 2,778 2,047 5,335 1,949 1,795
72,560 10,703 5,070 7,887 38,933 26,933 84,667 2,867 4,433
5,248 0,985 0,553 0,769 2,828 1,911 6,013 1,074 1,357
74,795 11,234 4,680 7,957 41,200 28,067 84,900 3,067 4,800
2,928 0,752 0,871 0,811 2,937 2,337 5,275 1,436 1,424
74,252 10,251 4,456 7,354 39,967 28,200 83,267 2,567 4,000
3,233 1,077 0,487 0,782 2,157 1,448 6,973 1,165 1,390
75,830 10,459 4,863 7,661 43,267 29,300 87,333 2,533 3,900
5,481 0,876 0,757 0,817 2,632 2,667 8,019 1,252 1,296
72,976 10,542 4,809 7,675 45,900 31,800 95,167 3,138 4,800
3,396 1,346 0,777 1,062 3,670 3,210 9,631 1,217 1,215
71,636 9,757 4,379 7,068 39,133 26,733 73,967 2,600 3,867
3,935 0,935 0,638 0,787 1,889 1,856 4,484 1,133 1,358
70,502 9,935 4,478 7,207 42,500 28,833 85,700 2,333 3,600
10,533 1,015 0,736 0,876 3,309 2,437 8,301 1,028 1,192
69,610 9,966 4,897 7,432 43,933 27,833 86,100 3,467 4,700

5,089 0,510 0,613 0,562 3,016 1,683 6,661 1,479 1,088



s2s

s2vd

s2ve

s6s

sé6vd

sbve

s9s

s9vd

s9ve

sl4s

sl4vd

sl4ve

s15s

s15vd

sl5ve

MEDIA E DESVIO PADRAO DO ARQUIVO SENIL

comprimento diametro do nucleo miocelula - seccao tranversal nucleo - seccao transversal
miocelula maior menor média ponto seccao interseccao  ponto seccao

80,166 11,842 4,896 8,369 40,300 27,000 89,533 3,633 6,300
6,197 1,069 0,565 0,817 3,861 2,573 9,772 1,732 1,985
83,216 11,849 5,280 8,565 34,900 25,300 85,067 3,300 5,000
8,338 1,109 0,715 0,912 3,936 2,795 8,683 1,215 1,528
80,460 11,851 5,689 8,770 41,033 23,800 89,800 4,367 6,067
5,470 0,940 0,722 0,831 3,275 1,690 8,147 1,671 1,856
81,744 12,031 6,064 9,047 39,933 26,800 75,667 2,900 4,467
6,636 0,865 0,962 0,913 2,258 1,540 4,196 1,213 1,383
79,143 11,747 5,069 8,408 41,667 27,667 82,000 2,733 4,233
4,290 1,378 0,785 1,082 2,695 2,397 5,369 1,484 1,591
84,111 12,386 4,981 8,684 41,200 27,167 85,267 3,000 5,000
4,752 0,825 0,725 0,775 1,972 2,102 6,622 1,365 1,486
76,859 11,874 6,226 9,050 39,800 26,700 78,767 2,833 4,333
7,924 1,301 0,939 1,120 2,325 1,950 8,016 1,392 1,422
82,003 11,513 6,266 8,890 40,800 29,100 83,100 2,200 4,000
9,710 0,842 0,783 0,813 2,315 1,777 6,134 0,945 1,033
84,791 11,706 5,737 8,722 41,800 27,467 86,300 2,833 4,467
5,830 0,596 0,504 0,550 3,377 2,980 8,734 1,464 1,167
81,425 11,809 5,648 8,729 40,133 28,800 84,633 2,933 4,900
6,896 0,857 0,585 0,721 1,727 2,548 10,323 0,964 1,700
83,955 12,153 6,436 9,295 38,967 27,500 84,300 2,967 4,400
4,340 1,719 0,910 1,315 2,639 2,277 4,398 1,354 1,381
85,437 12,888 6,429 9,659 41,933 27,500 87,633 3,400 4,900
5,555 1,589 0,928 1,258 2,966 1,821 4,111 1,200 1,300
80,684 11,855 5,752 8,803 40,133 28,667 81,833 2,767 4,933
4,112 1,387 0,768 1,078 2,473 3,059 8,610 1,202 1,340
81,204 12,200 6,354 9,277 38,467 26,733 81,033 3,167 4,900
5,351 1,897 0,894 1,395 2,918 2,462 6,600 1,529 1,375
83,796 12,319 6,013 9,166 40,733 27,967 85,133 4,367 6,233

3,388 0,906 0,752 0,829 2,954 3,535 8,040 1,622 1,647



septo
sa0l
sa04
sa05
sa07
sa08

media
dp

ventriculo D
vda0l
vda04
vda05
vda07
vda08

media
dp

ventriculo E
veaOl
vea04
vea05
vea07
vea08

media
dp

A mioc

48,692
48,797
49,301
49,309
45,821

48,384
1,460

45,352
42,881
38,368
55,666
44,434

45,440
6,232

42,677
46,929
43,476
45,324
57,821

47,245
6,138

a mioc

2,151
1,591
1,793
1,749
1,714

1,800
0,210

1,760
1,533
1,443
1,900
1,541

1,635
0,188

1,813
1,684
1,549
1,425
2,077

1,710
0,252

L mioc

145,852
171,184
170,358
164,661
138,819

158,175
14,885

166,043
146,881
135,479
180,098
143,614

154,423
18,213

129,636
156,138
143,601
150,624
181,630

152,326
19,151

| mioc

6,444
5,582
6,195
5,839
5,193

5,851
0,494

6,444
5,252
5,030
6,147
4,981

5,571
0,678

5,509
5,603
5,116
4,737
6,526

5,498
0,669

c mioc

772,958
542,869
439,476
621,834
469,623

569,352
133,907

629,512
422,674
584,826
924,624
474,799

607,287
195,791

679,980
624,252
483,124
648,635
530,897

593,378
83,016

v mioc Vv mioc Nmm”3mioc

74,504
74,939
127,182
75,586
86,560

87,754
22,604

76,292
92,996
51,627
51,563
69,106

68,317
17,554

64,630
65,421
81,678
40,462
114,450

73,328
27,290

0,442
0,435
0,411
0,400
0,391

0,416
0,022

0,400
0,406
0,389
0,433
0,425

0,411
0,018

0,439
0,431
0,412
0,459
0,439

0,436
0,017

1532491,723
2840090,977
4036222,266
2302237,783
2739287,612

2690066,072
912065,771

2334442,934
3419324,861
1905548,292
1439956,787
2708535,702

2361561,715
757841,200

1548357,745
2109514,104
2754470,175
1765084,405
3295085,089

2294502,304
721798,449

Vvnu

0,026
0,042
0,038
0,025
0,026

0,032
0,008

0,036
0,041
0,028
0,025
0,023

0,031
0,007

0,028
0,034
0,030
0,031
0,034

0,032
0,003

Nmm”3nu

248358,794 106,457

455971,211
555815,020
261630,396
323632,929

369081,670
132857,549

432448,249
561833,263
267166,268
148949,696
287008,139

339481,123
159975,340

274973,819
357721,669
398309,103
233267,434
398874,497

332629,305
75048,026

vnu

92,075
68,464
97,342
79,656

88,799
14,939

82,578
72,354

106,342
168,865

80,541

102,136

39,390

100,858

95,201
76,348

133,274

86,286

98,393
21,596

anu

1,878
2,206
2,479
2,076
2,087

2,145
0,220

1,869
2,270
1,961
2,177
1,925

2,040
0,174

1,801
1,867
1,996
1,947
2,464

2,015
0,262



septo
ss02
ss06
ss09
ssl4
ss15

media
dp

ventriculo D
vds02
vds06
vds09
vds14
vds15

media
dp

ventriculo E
ves02
ves06
ves09
vesl4
vesls

media
dp

A mioc

41,810
39,630
41,739
47,795
43,616

42,918
3,070

33,929
43,433
46,099
42,770
40,002

41,247
4,630

53,317
43,965
47,488
50,341
49,292

48,881
3,467

a mioc

1,549
1,479
1,563
1,660
1,521

1,554
0,067

1,341
1,570
1,584
1,555
1,496

1,509
0,100

2,240
1,618
1,729
1,831
1,763

1,836
0,239

L mioc

148,886
120,362
132,401
161,551
142,548

141,150
15,706

132,557
137,005
150,497
148,308
135,070

140,687
8,148

187,026
145,842
157,150
168,626
165,126

164,754
15,220

| mioc

5,514
4,491
4,959
5,609
4,973

5,109
0,458

5,239
4,952
5,172
5,393
5,052

5,162
0,170

7,858
5,368
5,721
6,132
5,904

6,197
0,970

c mioc

577,386
424,467
422,306
528,093
542,471

83,163
97,229
103,013
108,691
78,082

498,944
71,270

94,036
13,022

640,587
494,781
424,097
584,672
567,863

62,664
87,588
129,906
88,981
74,622

542,400
84,171

88,752
25,374

747,014
557,458
515,604
646,776
554,030

140,357
99,231
133,797
114,015
124,638

604,176 122,408
93,219 16,313

0,403
0,399
0,398
0,401
0,401

0,401
0,002

0,349
0,417
0,408
0,390
0,385

0,390
0,026

0,410
0,412
0,418
0,419
0,407

0,413
0,005

v mioc Vv mioc Nmm”3mioc

2349328,524
2745853,572
3101252,160
2962304,081
2353050,154

2702357,698
344683,247

1777563,478
2566021,958
3694971,532
2324254,697
2105145,410

2493591,415
731577,337

2398326,242
2451662,339
3078346,792
2443217,219
2932664,755

2660843,469
319464,028

Vvnu

0,036
0,029
0,028
0,029
0,027

0,030
0,003

0,033
0,027
0,022
0,029
0,031

0,029
0,004

0,043
0,030
0,028
0,034
0,043

0,036
0,007

Nmm”3nu

486957,814
406215,312
405956,305
406559,363
341156,913

409369,141
51726,200

332131,903
342394,514
421762,680
313044,839
325469,509

346960,689
43151,583

458886,757
404222,890
433563,329
342994,341
520182,865

431970,036
65565,101

vnu

74,009
70,832
69,277
71,662
80,500

73,256
4,396

98,519
79,190
51,797
94,114
96,586

84,041
19,569

94,570
73,653
64,886
98,525
83,412

83,009
14,058

anu

1,830
2,091
2,157
2,051
1,856

1,997
0,146

2,054
2,057
1,858
2,293
2,147

2,082
0,158

2,557
1,959
2,131
2,482
2,463

2,318
0,259






