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ESTUDO HISTOQUIMICO DO GLICOGENIO E LIPIDIOS NO MUSCULO CARDIACO
DO RATO ALBINO DURANTE O ESTRESSE AGUDO

ANTONIO CARLOS LOPES *, LUIZ LONGHI ***, LUIZ OCTAVIO DE MEDEIROS **, DUILIO RAMOS SUSTOVICH ***,
WILSON DA SILVA SASSQ ****

Foi realizado o estudo histoquimico do glicogénio e lipidios no coracéo do rato albino em estresse
agudo provocado pelo formol. Foram utilizados 12 animais, 6 constituiram o “ grupo-controle” e 6,
submetidos ao estresse agudo, o0 “ grupo-experimental” .

O dlicogénio foi estudado pela técnica do PAScom controle pela amilase salivar. O grau de positividade
dessa substancia foi 0 mesmo em ambos os grupos. Os lipides em geral foram estudados pela técnica do

“sudan black B” .

I mportante aumento do grau de positividade dessa substancia foi encontrado na fibra muscular cardiaca
dos ratos em estresse agudo. A técnica do sulfato de azul do Nilo mostrou, nesses lipidios,

predominancia de radicais acidos.

O interesse pelo estudo do metabolismo da fibra
cardiaca aumentou nos Ultimos 20 anos, a fim de atender
as necessidades de melhor conhecimento da fisiologia e
patologia do coracdo 2,

O musculo cardiaco normal obtém sua energia quase
exclusivamente do metabolismo oxidativo. Ao contrario
do miscul o esquel ético, em que grande parte da atividade
€ garantida pela degradacdo do glicogénio e formagéo de
acido léactico, o miocardio apresenta caracteristicas
metabolicas proprias®.

A fibra muscular cardiaca utiliza diversos substratos
como fonte deenergia, sendo queaprincipal érepresentada
pelos acidos graxos livres 1°. Glicose e lactato sdo
utilizados, praticamente, em igual proporc¢éo e piruvato,
corpos cetdnicos e aminoécidos em pegquena quantidade
1, Segundo Opie ®, afuncdo do glicogénio ainda ndo est4
estabelecida. Somente em condic¢des extremas, tal como
anoxia, o glicogénio cardiaco é mobilizado, persistindo,
até o momento, aconclusdo de Evans™: é"“reservado para
emergénciasnaanoxia’.

A importéncia dos &cidos graxos no metabolismo
do miocardio estd bem estabelecida. Em condicdes
fisiol6gicas, sdo oxidados preferentemente aos
hidratos de carbono e esta oxidagdo normalmente
contribui com 60-70% do metabolismo oxidativo mio-

cardio, sendo que, em certas condi¢des, pode contribuir
100% paraafosforilagdo oxidativa2®.

Nos coragdes perfundidos com glicose como Unico
substrato exdgeno, a oxidacdo dessa substancia pode
contribuir, em baixo nivel de trabalho cardiaco, com
aproximadamente 40% do consumo de oxigénio,
sugerindo que os lipidios endégenos também s&o
consumidos preferentemente aos hidratos de carbono.
Em altos niveis de trabalho cardiaco, a oxidagéo da
glicose pode, contudo, contribuir com mais de 80% do
total de oxigénio consumido 8.

Com base nesses conhecimentos, é nosso objetivo no
presente trabalho estudar, histoquimicamente, o
comportamento do glicogénio e dos lipidios em geral, na
fibracardiacado rato albino em estresse agudo produzido
peloformal.

MATERIAL EMETODOS

Utilizamos, para a presente pesquisa, 12 ratos
(Rattus norvegicus albinus), da col6nia 2 BAWL 2,
pertencentes ao mesmo grupo etério, machos, adultos,
pesando entre 200 e 220 g, que estavam em regime de
alimentacdo normal (racdo utilizada no Biotério
Central da Escola Paulista de Medicina) e com
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agua “ad libitum”. Seis animais constituiram o “grupo-
controle” e 6, 0" grupo-experimento”.

Osratos pertencentes ao grupo experimental receberam,
cadaum, duasinjecdes subcuténeas de 0,5 ml deformol a
10%, a 1.2 a dose a zero hora do experimento e a 2.2,
exatamente na 12.2 hora, ou sgja, um total de duas doses
por animal . A fim de manter condi¢des basais
equivalentes, osratos de ambos os grupos foram mantidos
em gaiolasindividuais, em jejum e sem &gua, durante 22 h,
apos as quais foram sacrificados.

Em virtude de aexperiénciater sido repetidatrésvezes,
cada dupla de ratos (um animal pertencente ao “grupo
controle” e outro submetido a um estado de estresse
agudo) foi sacrificado, independentemente das outras. O
método de sacrificio utilizado foi o do traumatismo
craniano, retirando-se de cadaanimal, o maisrapidamente
possivel, o coracdo, quefoi dividido sempreem duaspartes.
As partes de cada coragdo do “grupo-controle” e as dos
submetidos a estresse agudo foram fixados no liquido de
Gendre a 4°C, durante 24 h (glicogénio) e as restantes,
congeladasa-30°C (lipidios).

Nosso primeiro passo foi o de comprovar o estado de
estresse agudo dosratos. Paratanto, escolhemos o método
dadeteccdo delipidioslocalizados no cortex dasglandulas
supra-renais e o da concentracdo de glicogénio hepético
14, Asglandulas supra-renais, umavez extirpadas, também
foram congeladas a-30°C e, aseguir, cortadas em cridstato
(8,0 um de espessura). O método utilizado para a
demonstracdo de lipidios em geral nas supra-renais foi o
do “Sudan black B” **. Fragmentos dos figados, apos
inclusdo em parafina, foram cortados em micrétomo (5,0
pum de espessura). O método de escolhaparaidentificagdo
de glicogénio foi o do PAS (&cido periédico Schiff),
segundo McManus ¢, com controle pelaamilase salivar.

No gue concerne a demonstracdo de lipidios em geral,
nos cortes dos coragBes dos seisratos, foi usado o método
do “sudan black B”. Parao glicogénio, seguimos arotina
referidano parégrafo anterior.

RESULTADOS

No cértex das glandulas supra-renais dos ratos
submetidos a estado de estresse agudo, os lipidios
mostraram-se diminuidos, em relacdo ao “ grupo controle”,
no qual verificamos intensa sudanofilia. Os figados dos
ratos submetidos ao estresse agudo mostraram auséncia
guase total de glicogénio, quando comparados aos do
“grupo controle”.

Os resultados histoquimicos nos coragdes estdo
contidos nastabelas| alll.

DISCUSSAO

No presente trabalho escolhemos, fundamentados
em Marcondes de Almeida*®, como agente alarmdgeno,
o formol. Realmente, dentre os varios alarmégenos,
acreditamos ser o formol o Unico desenca-

Tabdal - Resultados da detecdo histoquimicaelipidiosem geral
pelo “sudan black B" nafibra cardiacadosratosalbinos do
“grupo controle’” e em estresse agudo.

“Grupo controle’ Grupo estrese agudo
1.° experimento 1+ 3+
2.2 experimento 1+ 3+
3.2 experimento 1+ 3+

n+ = postividade fraca; 3 + = podtividadeintensa

Tabelall - Resultados da detecgdo histoquimica da natur eza
doslipidios pelareacéo do sulfato de azul do Nilo nafibra
cardiaca dosratos albinos do “ grupo controle” e em estresse
agudo.

“Grupo control€” Grupo estresse agudo
1.° experimento 1+ (azul) 3+ (azul)
2.° experimento 1+ (azul) 3+ (azul)
3.° experimento 1+ (azul) 3 + (azul)

1 + = positividade fraca; 3 + = positividade intensa.

Tabelalll - Resultados da detecgéo histoquimica de glicogénio
na fibra car diaca dosratos albinos do “ grupo controle” eem
estresse agudo.

“Grupo control€” Grupo estresse agudo
|.° experimento 2+ 2+
2.° experimento 2+ 2+
3.° experimento 2+ 2+

2 + = positividade moderada. Obs.: material ndo res stente & amilase
salvar.

deador do estresse agudo, que, nas condic¢des de nosso
experimento, ndo levariao animal aum estado de hipoxia
gue pudesse interferir nos resultados.

O formaldeido, utilizado pelaprimeiravez por Selye 14,
como agente alarmégeno, produz, segundo esse
pesquisador, “ sindromegerd deadaptacdo”, principa mente
por suaacdo tecidua no local dainjecdo. Gragasaseu efeito
sobreasproteinas, motivo pelo qual é utilizado em histologia
como fixador, eminjecdes subcutaneas ou intraperitoneais,
acarretanecrose de coagulacdo localizada. A extensdo dessa
necrose depende da concentracdo do formol. Com a
administragdo de doses peguenas, a quantidade absorvida
pela circulacdo sistémica ndo é mortal nem produz lesbes
organicas especificasimportantes. Os Uini cos ef eitos dessas
doses sd0 as dteragdes ndo especificas 4.

Durante todo o experimento, os animais, tanto do
“grupo-controle” quanto do submetido ao estresse agudo,
permaneceram em jejum absol uto, para que ndo houvesse
diferencana quantidade de alimento ingerido, estimulada
pelo proprio estresse agudo. Quase todas as deficiéncias
nutritivas, qualitativas ou quantitativas podem atuar como
poderoso estimulo alarmégeno 4.

O jejum prolongado deve ser considerado como fator
de estresse pois, ainda que atue lentamente, produz
alteracdes caracteristicas, tais como aumento da
supra-renal, atrofia timico linfocitaria, hipo-
cloridria, hipoglicemia, seguida de hiperglicemia,
hemoconcentracdo e lesdes gastrintestinais . Nosso
tempo de experiénciando foi, contudo, suficientemente
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longo paraque o jejum, por si SO, levasseaum estado de
estresse agudo, uma vez gque a supra-rena dos ratos do
“grupo-controle”’ se mostrou ricaem lipidios.

No momento do sacrificio, osanimais submetidos aagéo
do formol encontravam-se realmente em estresse agudo,
fato esse testemunhado ndo apenas pela observacdo dos
mesmos, mas principal mente pela diminuicdo acentuada
de lipidios nas glandulas supra-renais e pela auséncia
guase total do glicogénio hepético.

Oteor deglicogénio dafibracardiacamostrou-se similar
em ambos os grupos. Essaobservagéo é de duplaindicaco.
Em 1.°lugar, mostraque o a armdégeno ndo induz biossintese
deglicogénio o que, alias, estade acordo com o resultado
obtido paraareacdo dafosforilase ativa?’, cuja atividade
tambémfoi similar em ambososcasos. Em 2.°|ugar, indica
gue ndo houve degradacdo daquele polissacarideo. Esse
informe é bastante significativo, pois, aém de afastar a
possibilidade de hipoxia (fato também confirmado pela
reacdo da desidrogenase |&tica) Y7, sugere que esse
substrato ndo seria mobilizado para atender os gjustes
metabdlicos criticos, quando da vigéncia do estresse
agudo. Realmente, segundo Opie?, somente em condi¢des
extremas, tal como anoxia, 0 glicogénio cardiaco é
mobilizado.

Nossos resultados (reacdo do sulfato de azul do Nilo)
fornecem evidéncias bastante convincentes de que,
durante o estresse agudo produzido pelo formol, ascélulas
muscul ares cardiacas utilizam acidos graxos livres como
combustivel principal eem maior grau do que o observado
no “grupo-controle”. Entretanto, tudo leva a crer que a
mai or concentragdo delipidios nos animai s submetidos ao
alarmoégeno ndo seriaplausivel sem que um concomitante
equivalente glicolitico estivesse presente '#1°, Com €efeito,
aformamais adequada de armazenamento de lipidios no
organismo animal éadetriglicerideos, qualquer quesgjaa
estruturaanatémica, 0 que determinaria, no presente caso,
maior consumo de glicose. Estando a beta oxidac&o dos
acidos extremamente funcionante durante o estresse agudo,
esse armazenamento de lipidios € apenas transitdrio, ndo
vindo aconstituir verdadeiro acimul o dos mesmos *°.

No 1.°0u 2.°diadejejum, o teor de glicogénio hepético
decresce rapidamente, permanecendo em niveis baixos por
extensos periodos. Curiosamente, aglicemiaémantidaem
limites préximos aos do fisiol 6gico por 4 ou mais semanas,
gragasafuncdo glicostéticado figado, amercédadutilizagdo
detriglicerideos. Dessa forma, a glicemia néo seria fator
limitante paraque 0 muscul o cardiaco modificasse suataxa
normal de consumo do carboidrato.

O estresse agudo promove aumento das catecolaminas
No sangue, as quaisacarretam maior trabal ho cardiaco com
aumento da demanda metabdlica. Ha, contudo, nessas
condi ¢Bes de estresse, diminuigéo no teor de noradrenalina
dafibracardiaca, por incapaci dade do miocardio em captar
ou reter amesma.

Tal aumento de catecolaminas circulantes promove
ainda, através de sua atividade lipotrépica, aumento dos
triglicerideos no sangue, cuja hidrélise pela lipase
lipoprotéi cafornece &cidos graxoslivres, aumentando seu
nivel sangliineo nas condic¢des de estresse agudo, com
maior oferta dos mesmos ao coragdo. Sua captacdo pela
célula miocardica parece ocorrer por processo passivo e
dependente de sua concentragdo no sangue arterial °.

Scheuer e Penargkul *° admitem ser essa captagdo do
substrato freqlientemente superior anecessidade do érgéo,
0 que implicaria esterificagdo e armazenamento para
posterior utilizacgo.

Em nosso trabalho, comprovamos acimul o de lipidios
no miocéardio dos ratos submetidos ao estresse agudo,
sendo que a técnica histoquimica do sulfato de azul do
Nilo demonstrou tratar-se predominantemente de acidos
graxos.

O real significado desse acimulo de lipidios na fibra
cardiaca, na vigéncia do estresse agudo causado pelo
formol, permanece obscuro. Poderiamos, contudo, aventar
duas hipoteses: substéncia energética de reserva ou
dificul dade de mobilizagéo apds ser acumulado.

Em nosso entender, achamos bastante razoavel o
primeiro aspecto, pois sendo o coragdo um 6rgéo
francamente adaptado para consumir &cidos graxoslivres
e até acumul&-los como triacilglicerideos *°, seriamesmo
coerente que se valesse 0 organismo dessa propriedade
para, numasituacdo delipdliseandmala, retirar dacirculagéo
sangiinea esses lipidios. Portanto, essa reserva adiciona
de lipidios dotaria o corag@o de combustivel facilmente
mobilizavel, j& intracelular, para uma posterior fase de
recuperacdo, uma vez superado o periodo de estresse
agudo.

O estudo ultra-estrutural * demonstra claramente que
uma das principais diferencas observadas entre a fibra
cardiacadosratosem estresse agudo produzido pelo formol
e ado “grupo-controle” diz respeito ao maior niimero de
goticulas de lipidios encontradas entre as miofibrilas dos
animais submetidos ao alarmégeno; tais achados
confirmam os resultados histoquimicos referentes a
deteccdo delipidios.

Em resumo, o misculo cardiaco, quando submetido a
estresse agudo causado pelo formol, é induzido a
desenvolver cargaadicional detrabalho’, aqual promove
acimulo de &cido graxo naformaesterificadae o glicogénio
n&o participadetal alteraco.

SIMMARY

A histochemical study on the effect of
formal dehyde induced acute stress on the glycogen
and lipid content of heart muscle of albino rats was
carried out. Twelve animals were used, six of them
constituting a control group and six being submitted
to acute stress. Glycogen was studied using the PAS
technique, controlled through salivary amylase. The
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degree of positivity of this substance in both groups
was similar. The lipids in general were developed in the
heart muscle fiber with the Sudan black B technique. An
increase of this substance was found in the heart muscles
of ratsduring acute stress. The Nile blue sulfate technique
showed that acid radical s predominated among theselipids.
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