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Miocardio Fetal Humano. Proliferacéo do Miocito e

Desenvolvimento do Interstici

o Cardiaco nos Dois Ultimos

Trimestres Gestacionais

Marcelo Barbosa dos Santos, Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda

Rio de Janeiro, RJ

Obijetivo -Determinar as modifica¢cdes quantitativas
do miocardio usando a estereologia.

Métodos +oram estudados 26 fetos humanos (sendo
16 do 2° trimestre e 10 do 3° trimestre), tendo os coracdes
dissecados, pesados, fixados em solucéo de bouin por 12h
processados tecnicamente, incluidos em paraplast®,
seccionados e corados pela HE e tricromico de Gomori.
Dez campos microscopicos aleatorios foram analisados
por coracdo com a determinacgdo dos seguintes parametros
estereoldgicos: Vv[mio] e VV[int] (densidade de volume do
midcito e do intersticio cardiaco, respectivamente), e
Nv[mio] (1/mnf) (densidade numérica dos midcitos), esti-
mada pelo método do “disector”. O numero total de
midcitos (N[mio]) e a média do volume do midcito (V[mio])
também foram determinados. As diferencas entre os fetos

do 2°e do 3°trimestres gestacionais foram testadas pelo tes-

te ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Resultados © peso cardiaco aumentou de 1,95 para
9,109, 0 Vv[mio] diminuiu de 85,18 para 77,78%, Vv[int]
aumentou de 14,83 para 22,22%, enquanto o Nv[mio] di-
minuiu de 68,86x¥@ara 57,40x1@mn?%. O V[mio] au-
mentou de 1214,38 para 1412,3F@0 N[mio] aumentou
de 1,36x10para 5,06x18midcitos. Estas diferengas foram
estatisticamente significativas (p<0,05).

Concluséo -Os resultados obtidos mostram o desen-
volvimento miocardico no final do periodo fetal humano
sendo principalmente hipertrofico para o miécito e o
intersticio.
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Fetal Human Myocardium. Proliferation of
the Myocytes and Development of the Car-
diac Interstitium in the Last Two Gestational
Trimesters

Purpose -To determine prenatal myocardial quantita-
tive changes by using stereology.

Methods -Twenty-six human fetuses were studied (16
in the 2¢trimester and 10 in the“3rimester). The hearts
were dissected, weighted, fixed in the Bouin’s solution for
12h, embedded in paraplast®, sectioned and stained by HE
and trichrome of Gomori. Ten random microscopic fields
were analyzed by heart. The following parameters were
studied: Vv[myocyte] and Vv[interstitium] (%) (the volume
densities of the cardiac myocyte and interstitium), and
Nv[myocyte] (1/m#) (the numerical density of the cardiac
myocytes) by the disector method. The total number of
myocytes (N[myocyte]) and the mean volume of the myocytes
(V[myocyte]) were also determined. The differences were
tested by the Mann-Whitney non-parametric test.

Results The cardiac weightincreased of 1.95t09.1g, the
Vv[myocyte] decreased from 85.18 to 77.78% and the
Vv[interstitium] increased from 14.83 to 22.22%. The
Nv[myocyte] decreased from 68.864%0®%7.40x1Imnt. The
V[myocyte] increased from 1214.38 to 1412.33and the
N[myocyte] increased from 1.36X10 5.06x10myocytes.
These differences were statistically significant (p<0.05).

Conclusion -These results suggest the development of
the myocardium at the end of the fetal human period as be-
ing mainly hypertrophic to the myocyte and the cardiac
interstitium.
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A proliferacéo e a hipertrofia dos midcitos cardiacos
no periodo perinatal ainda é um assunto controverso na li-
teratura. Questdes como: em que momento diminui a proli-
feracdo dos midcitos? Quando a hipertrofia celular passa a
ser o principal fendmeno do crescimento cardiaco? Estudos
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quantltztlvos,I?n}esp?mal ?qlueles que pgrnélte;n |dent|f'|C§lr Tabela | - Distribuigo da amostra de fetos por semanas de gestagéo.

o grau de multiplicagdo celular no periodo de desenvolvi-

mento fetal, tém relevancia para o prognéstico de doencas '(Zfr;v:r:‘;s) Frzg:glr:ft:‘ fgfg#f;(i‘;:)

cardiacas ainda na vida intra-uterina. Isto se deve ao fato d

gue o potencial de regeneracao do miocéardio, nestafase da 2°trimestre

vida, esta em proporcéo direta com a atividade de prolifera- | 1377 : e

¢ao celular durante este periédo 141-16 3 8.3
Apesar de recentemente ter sido demonstrado que al-| 16.1-18 4 111

guma proliferag&o celular pode ocorrer no miocardio | 15729 e o

ventricular, em associagdo com sobrecarga cardiaca prolon{ 221.24 3 8.3

gada e sustentagacredita-se que nos mamiferos a proli- . Total = 26

feracdo de midcitos cardiacos cessa quase que imediatamer- 32‘;‘225"6 L -

te ap6s o nascimento. Apds esse periodo o crescimento fi-| 26.1.28 2 56

siologico ou induzido do miocérdio ocorre primariamente | 281-30 2 5,6

por hipertrofia dos miécitos cardiacos o 2 o
Durante o desenvolvimento pés-natal, o miocito cardi- | 341.36 1 28

aco perde rapidamente a capacidade de proliferacdo e o sub- 36,1-38 1 2,8

sequente desenvolvimento do coracéo € baseado no aumen- Total = 10

to dos midcitos preexistentes
Durante o periodo embrionario, a atividade da parede
miocardica € desigual, sendo mais ativo na camada perifé-vasos da base proximos ao 6rgéo. O peso do coragao foi
rica do que dentro da camada trabeculdo periodo pos- obtido com o 6rg&o imerso em solucéo salina fisiologica, em
somitico precoce, o miocardio humano tem poucos midcitos um Becker, suspenso por um fio de modo que n&o tocasse as
pequenos, enquanto no periodo pds-somitico tardio o paredes do recipiente (método de Scherle, usado para co-
miocardio é composto por numerosos e grandes midcitos. nhecer o volume do 6rgéo através da afericao dohdsm)
No final do periodo pds-somitico observa-se pouco aumen- seqiiéncia, varios fragmentos de miocardio foram retirados
to no volume do miocérdio ventricular que, aparentemente, da porgéo profunda da parede livre do ventriculo esquerdo
n&o esta relacionado ao aumento da porc¢&o intersticial do€ do septo interventricular. Estes fragmentos foram obtidos
miocardio. Esses argumentos sugerem a existéncia tanto desegundo a técnica daotrip *¢, de modo a ter cortes alea-
aumento quanto de divisdo de miécitos durante o periodo torios e uniformemente isotropicos do miocardio.
pés-somitico do periodo embrionario hunfano Os fragmentos foram fixados em liquido de Bouin por
Métodos quantitativos em morfologia séo capazes de 12h a temperatura ambiente e depois foram desidratados,
avaliar o crescimento normal e hipertréfico do miocardio clarificados e incluidos em paraplast. Os blocos foram
avaliando as modifica¢es de nimero e de tamanho dosSeccionados com 5um de espessura e coradas pela hemato-
midcitos e de outros componentes miocardicdesforgo xilina-eosina e tricromico de Gomori.
para estabelecer parametros quantitativos no desenvolvi- ~ Foram estudadas a densidade de volume (Vv) e aden-
mento do coracéo é reconhecidamente de importancia mé-sidade numeérica (Nv). Com o Vv analisamos a ocupagéo
dica e biolégicd ®4 O propésito deste trabalho é compa-  relativa de estruturas miocardicas na area tegje@QA/vV
rar as possiveis diferencas quantitativas na composigéo e nalo componente contractil do miocardio (o volume relativo
estrutura miocardica entre fetos do 2° e do 3° trimestres de do midcito no miocardio, Vv[mio]), foi considerado a célula
gestacao. cardiacaincluindo o ndcleo. O Vv do componente néo con-
tractil (o volume relativo do intersticio cardiaco, Vv[int]) foi
Métodos considerado como tecido conjuntivo incluindo vasos e ner-
vos. Estudaram-se 10 campos microscépicos aleatorios do
Foram estudados 36 fetos humanos com idades entremiocardio de cada feto. O Vv foi determinado por contagem
11 e 36 semanas de gestac&o. As idades gestacionais est&de pontos, considerando-se 0s pontos que tocavam os mio-
discriminadas natabela I. Os fetos foram obtidos de abortos Citos € o intersticio cardiaco de acordo com a forr#iia
gspontqneos com morte devido all.prematurldade ou por as- Vv[estrutural- Rfestrutura]
fixia perinatal. Somente foram utilizados fetos que encon- —p
travam-se em perfeito estado de conservagéo (sem anoma- T
lia congénita aparente ou edema), provenientes do Hospitalonde Pp[estrutura]= pontos sobre a estrutura em estudo
Universitario Pedro Ernesto (RJ), do Instituto Municipalda  (mi6cito ou intersticio) e P42.
Mulher Fernando de Magalh&es (RJ) e do Hopital Cochin Estimou-se o Nv, nimero de miocitos por volume de
(Paris). miocardio (Nv[mio]), de acordo com o método do
Aidade dos fetos foi determinada através do estudo do “disector’?*# que exige que conhegamos a espessura da
comprimento do maior &% Em seguida, procedeu-sea Mmicrotomia. Deve-se identificar dois campos microscopicos
abertura do térax e a retirada do corag&o, seccionando-se osdénticos em cortes consecutivos, cada campo sendo consi-
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derado como uma das faces do bloco de tecido. Identificou-
se as estruturas que aparecem nas duas faces, mas contou-
aguelas que aparecem apenas numa das faces (a superig
por exemplo, @, para evitar superestimacao. Na pratica,
estimou-se o Nv observando-se, com objetiva de imerséo
(x100), os nucleos dos midcitos que apareciam apenas ng
face superior. Q-
NV = ———

eA
sende a espessura da microtomia, @drea-teste aplicada
sobre as imagens microscépicas. Entdo, o produto da espes
sura pela area-teste corresponde ao volume do “disector”.

O numero total de miécitos cardiacos (N[mio]) foi cal-

culado pelo produto do Nv[mio] e o volume do coracao
(V[cor]. O volume[cor] foi considerado como o peso cardi-
aco (P[cor]), umavez que a gravidade especifica (g) da so-
lugdo salina é aproximadamente 1.0048 e o P[cor] foi afe-
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Fig. 2 - Gréfico das tendéncias quantitativas da densidade numérica de miécitos

(Nv[mio]) do nimero total de miécitos (N[mio] e do volume médio unitario dos

. - miocitos (V[mio]) no miocéardio de fetos humanos dos dois Ultimos trimestres
As dlferengas entre os resultados estereologlcos, com- gestacionais. Observa-se que ha diminuicéo de Nv[mio] e discreto aumento do V[mio].

parando fetos do 2° com fetos do 3° trimestres gestacionais,o aumento é mais importante para o N[mio].
foram baseados numa anélise ndo-paramétrica para amos-
tras independentes (teste de Mann-Whitney) com nivel de
significancia alfa de 0,65 .
Discusséo
Resultados
O conhecimento detalhado do crescimento cardiaco no

Os resultados estéo indicados a seguir e apresentadogeriodo fetal € importante para compreender melhor o pro-
nas figuras 1 e 2. Analisando os resultados do 2° e do 3° tri-Cesso patologico de hipertrofia miocardica, quando ha agéo
mestres, encontramos algumas diferencas que foram estatisde genes fetais.
ticamente significativas (p<0,05). Referindo os valores de Em condicbes fisiologicas ha equilibrio entre a massa
média + erro padrdo da média, temos que: a) o peso cardi-de musculo cardiaco e a carga de trabalho imposta ao cora-
aco aumentou de 1,95+0,16 para 9,10+0,87g (+366,67%) ¢d0. O aumento cronico da carga hemodinamica resulta em
do 2° para o 3° trimestre, respectivamente; b) o Vv[mio] hipertrofia cardiaca que se caracteriza pelo aumento, além
diminuiu de 85,18+0,92 para 77,78+0,93% (-8,69%), res- do normal, do tamanho celular e, consequentemente, do
pectivamente; c) o Vv[int] aumentou de 14,83+0,92 para Conteudo de proteina por célula. Este aumento da sintese
22,22+ 0,93% (+49,83%), respectivamente; d) o Nv[mio] Protéica esta associado com o aumento tanto do ARN men-
diminuiu de 68,86+2,40 para 57,40+2,3941Om?(- sageiro como do ribossomal. O aumento no ARN total esta
16,64%): e) o V[mio] aumentou de 1214,38+134,23 para relacionadoaum aumento nataxa de transcricdodo ADN e
1412,31+151,21pf(-16,39%); f) N[mio] aumentou de na estabilidade do ARN. Entretanto, a hipertrofia cardiaca
1,36+0,18 x10para 5,06 + 0,61 xEnidcitos (+272,06%). é diferente do crescimento cardiaco pos-natal, pois parece
gue midcitos cardiacos ventriculares reexpressam o fator
natriurético atrial (caracteristica que tinha sido perdida du-
rante o desenvolvimento cardiaco pés-natal). Além disso, ha
areexpressao de um grupo de proteinas fetais ou isoformas
protéicas. Isto tudo configura um retorno a um programa de
genes fetais.

Alguns miécitos cardiacos podem ser binucleados
durante o desenvolvimento pré-natah binucleacao de
midcitos cardiacos pode levar a uma inconsisténcia na de-
terminacdo do Nv[mio] em raz&o da alta binucleac&o. Entre-
tanto, o estudo da atividade mit6tica em cultura de células
Fig. 1- Graficos em setores comparando os volumes parciais dos componentes do musculares cardiacas demonstrou que somente 10a15%de

o midcite
miccito 78%

$5%

.
intersticio
22%

¥ intarsticio
15%

2% trimestre 3° frimestre

miocardio nos dois Ultimos trimestres gestacionais: midcito e intersticio. Observa-se

que ha diminuigdo do componente midcito e aumento do intersticio nestes periodo,
ambos significativos.

células falham ao completar a citocinese e, assim, formam
células binucleadas. O restante 85-90% das células cardia-
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cas mitéticas completam a citocinese e produzem duas cé-que existe uma grande proliferacao celular neste periodo.
lulas filhags. Mandarim-de-Lacerdé e Mandarim-de-Lacerda e
O “disector” 6ptico € um método acurado para deter- Souz&? estudaram o desenvolvimento do miocérdio em
minagdes do numero de nlcleos em midcitos cardiacos. Issoembrides humanos e de ratos. Observaram diferentes ten-
permite a definicdo dentro da secc¢édo de corte evitando a déncias de crescimento no volume do miocardio com uma
superestimacao de células binucledtd&s“disector” é li- queda emtorno do estadio 2@danegie Institution of Wa-
vre do efeito de sobreposicao e efeittodecaps”2 shington Depois desse estadio, que corresponde a embri-
O desenvolvimento cardiaco em humanos, depois da 22 des tardios, o desenvolvimento no volume do miocéardio é
semana de gestacao, é primeiramente causado por aumento nmaior do que em embrides precoces.
tamanho do midcito ao invés de aumento do nut¥ero Austin e col*estimaram que a média do volume do
No periodo pds-somitico precoce o miocardio huma- midcito em neonatos variou entre 1,220.0 e 2,63¢.0um
no tem um numero relativamente reduzido de miécitos pe- que demonstra semelhan¢ca com nossos resultados
guenos e no periodo pés-somitico tardio o miocardio € com- (1,412.31+ 151.21ppem fetos do 3° trimestre).
posto, principalmente, por midcitos cardiacos grandes. O Em concluséo, durante os dois Ultimos trimestres
pequeno aumento em volume do miocéardio ventricular ob- gestacionais o peso do coracéo fetal aumenta em média mais
servado no estadio 23 parece ndo estar ligado ao aumento dae quatro vezes e meia, enquanto que o volume parcial ocu-
porc¢édo intersticial do miocérdio, o que sugere haver tanto pado pelos miécitos diminui, e, simultaneamente, hd aumen-

aumento como divisdo de midcitos cardiacos durante o pe-to no volume parcial ocupado pelo intersticio, ocorrendo

riodo pos-somitic®d

Mandarim-de-Lacerda e Pessafhancontraram a

maior diferenga no Nv[mio] entre embrides e entre fetos e
neonatos de rato, enquanto a maior diferenca no Vv[mio] e
Vv[int] foi observada entre neonatos, embrifes e fetos. Por
outro lado o aumento do N[mio] € maior do que o aumento do
peso cardiaco, comparando fetos com neonatos, sugerindaProc n® 52.23.73/95.0 e Faperj Proc n® E-26/170.315/95.

também uma reduc¢édo da ordem de 20% na densidade numé-
rica de midcitos no miocardio fetal humano.
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