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Resumo

Neste trabalho foram avaliadas as alteragoes morfoldgicas e o grau
de hipertrofia das fibras de contragio lentas (tipo I) e rapidas (tipo
1) do musculo reto abdominal de cadelas adultas nas fases: pré-
gestacional, 30 e 60 dias de gestacio e 30 dias pds-parto (pp). Em
todas essas fases, sob anestesia, foram removidas bidpsias
musculares, as quais foram congeladas. Cortes histolégicos foram
obtidos em um micrétomo e corados com hematoxilina e eosina
(HE) para a avaliacio da morfologia. Outros cortes foram
submetidos 2 ATPase miofibrilar (m-ATPase), apos pré-incubagio
em meio alcalino (pH = 10,4) e em meio 4cido (pH = 4,4), visando
a identificagdo das fibras tipo I e II. Nas cadelas virgens, o tecido
muscular revelou-se constituido por fibras com diferentes diametros,
com contornos poligonais, tendo um ou mais nicleos periféricos.
Estas caracteristicas foram similares nos animais com 30 dias de
gestacdo. Aos 60 dias, ao lado de fibras com aparéncia normal,
observaram-se fibras com contornos mais polimoérficos e outras
fibras de diametros muito pequenos. Aos 30 dias pp, as caracteristicas
do tecido foram similares as dos animais em fase pré-gestacional.
Em todas as fases estudadas, os diametros fibras tipo II foram
maiores do que as do tipo 1. Aos 30 dias observou-se a redugio
significativa dos diametros de ambos os tipos de fibras e aumento
significativo aos 60 dias de gestacao. Durante a gestacio, o estimulo
cronico, representado pela expansio da parede abdominal,
promoveu alteracoes da morfologia e morfometria das fibras.
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Introducao

Conforme revelado pelos métodos de
histoquimica enzimatica, o tecido muscular
estriado esquelético dos mamiferos estd
constituido por dois tipos basicos de fibras
com diferentes caracteristicas morfologicas,
metabdlicas e contrateis"”. Com base na
reacao m-ATPase as fibras sdo classificadas
em tipo I, de contragio lenta e metabolismo
oxidativo, e tipo 1I, de contracdo rapida.
Estas, por sua vez, sao divididas em tipo IIA,
com metabolismo oxidativo-glicolitico e 1B,
com metabolismo glicolitico™*>¢. As fibras
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tipo II sdo geralmente maiores do que as do
tipo I, tendo maior capacidade para gerar
tensio maxima’. A freqiiéncia e a distribuicio
dos tipos de fibras nos diferentes musculos
¢ variavel entre as espécies, ragas, individuos,
idade, sexo, grupo muscular, a atividade
fisica, o desuso, a desnutricio®, a desnervacio’
e o estresse fisiolégico cronico’. Neste campo
da investigacdo a utilizacdo de métodos
morfolégicos e histoquimicos tem-se
revelado importante na avaliacio da fisiologia
muscular, desde 1970°.

Nos mamiferos, o aumento do
conteudo abdominal durante a gestacao



representa um estimulo fisiolégico cronico
imposto a musculatura da parede. A
intensidade e a duracdo deste estimulo
promove alteracoes nas caracteristicas
morfofuncionais das fibras. Uma vez que o
estimulo ¢ variavel em funcdo da espécie
animal, do perfodo gestacional, do nimero
e tamanho dos fetos, bem como das
estruturas associadas'!#1>14116 , 0s efeitos
sao também variaveis e objeto de numerosas
investigagbes. Essas investigacdes sdo
realizadas através de biopsias musculares, as
quais sao utilizadas também para
diagnoésticos de diferentes patologias'™'*?".

Uma vez que as informagdes da
literatura sobre a morfologia, morfometria e
a histoquimica dos tipos de fibras em
musculos abdominais de cdes ao longo da
gestacdo sao ainda escassas, a presente
pesquisa tem por finalidade avaliar no
musculo reto abdominal, as caracteristicas
morfolégicas e o grau de hipertrofia das
fibras dos tipos I e 11 em diferentes estagios
de gestacao.

Material e Método

Foram utilizadas cinco cadelas
(Canis familiaris), sem raga definida, virgens,
com idade e peso corporal que variaram entre
1 e 1,5 anos e de 10,9 a 12,5 kg,
respectivamente. Os animais foram mantidos
em gaiolas de 1,5 x 2,0 x 1,5 m no canil da
Universidade do  Oeste Paulista
(UNOESTE), Presidente Prudente, SP, com
ragdo peletizada e agua ad libitum.

Decorridos 20 dias de adaptagio, os
animais foram anestesiados mediante
injecdes de acepromazina (0,10 mg/kg) e
apo6s 15 minutos quetamina (15 mg/kg),
ambas por via intramuscular. A seguir, da
regido pré-umbilical do musculo reto do
abdome foram removidas amostras de
tecido, as quais foram imersas em n-Hexana
a -70 °C, durante dois minutos.

A primeira biopsia colhida em fase
pré-gestacional representou o grupo
controle. A seguir, os animais foram
dispostos em dois grupos experimentais,
oriundos de aleatoriza¢ido, que foram
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mantidos juntos com um macho, em gaiolas
apropriadas. Ap6s 20 dias, as cadelas tiveram
o teste de prenhez positivo. No 30° dia ap6s
o diagnostico, sob anestesia, foi efetuada a
2* coleta de fragmentos da regidao pré-
umbilical do musculo em estudo. Mantido o
método de coleta, foi realizada a 3" coleta no
60° dia de gestacdo e a 4* coleta, no 30° dia
pos-parto (pp). Usando um micrétomo
criostato (-20 °C) foram obtidos cortes
histol6gicos (8 wm de espessura), transversais
ao maior eixo das fibras. Para a avaliacio da
morfologia, os cortes foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE). Visando a
identificacdo das fibras de contracio lenta
(tipo I) e as de contragao rapida (tipo 11 =
IIA + IIB), cortes histolégicos foram
submetidos 4 reagao ATPase miofibrilar (m-
ATPase), apos pré-incubagao em pH 4,4 ¢
em pH 10,4

Para a avaliagao do grau de hipertrofia,
as laminas foram inicialmente visualizadas e
digitalizadas, utilizando-se uma camara
digital, acoplada a um microscopio Lezca. A
seguir, sob ampliacio de 50X, em varios
campos microscopicos, foram amostradas,
para cada animal, 100 fibras de cada tipo,
seguindo-se a analise morfométrica. A
hipertrofia das fibras foi avaliada pelo
diametro médio (mm) da sec¢ao transversal
dessas fibras, utilizando o soffware Image-Pro-
Plus, versao 4.5, que possibilitou a segmentacao
manual das imagens das fibras, e permitiu o
calculo do perimetro através da medida do
comprimento da curva que contorna cada
fibra. O diametro das fibras foi obtido pela
posiciao do centréide da segdo transversal
da fibra.

As compara¢Oes dos diametros
médios das fibras I e II foram feitas por
ANOVA, com significancia de 5% dentro de
cada perfodo gestacional e entre os perfodos

(Tabela 1).

Resultados e Discussao

O tecido muscular das cadelas virgens
revelou-se constituido por fibras de
diferentes diametros, tendo contornos
poligonais e com um ou mais nucleos
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periféricos. Estas caracterfsticas mostraram-
se similares nos animais com 30 dias de
gestagio (Figura 1A), tendo as fibras, porém,
menor diametro. Aos 60 dias, ao lado de
fibras com aparéncia normal, observaram-
se algumas fibras com contornos
polimoérficos, além de aumento do nimero
de fibras com diametros muito pequenos
(Figura 1C).

Na reatividade da m-ATPase
miofibrilar, apés pré-incuba¢io em meio
acido pH 4,4 o musculo reto do abdome da
cadela revelou-se composto por trés tipos
de fibras: tipo I, contendo miosina de
contragao lenta, tipo IIA e IIB, com miosina
de contragao rapida. A freqiiéncia de fibras
1IB revelou-se muito baixa (Figuras 1B e 1D).
Ap6s pré-incubagao em pH 10,4, os tipos
de fibras revelaram reversio da atividade
(Figura 1C). Além disso, as fibras revelaram
um padrio de distribui¢do em “mosaico”

(Figura 1D).

O diametro das fibras dos tipos I e II,
nos petiodos 0, 30, 60 dias de gestacdo e 30
dias (pp), apresentaram variagdes
significativas. Na presente pesquisa, as fibras
tipo 11, devido a0 seu teor de enzimas da via
metabdlica oxidativa e metabolismo
glicolitico inferior a do tipo I, mostraram
maior aumento no didmetro, especialmente
aos 60 dias de gestacdo (Tabela 1). Observa-
se nas figuras 2 e 3 a distribui¢do da
freqiéncia das fibras tipo I e II
respectivamente, para todos os periodos
estudados.

Durante a gestacio a musculatura
abdominal se adapta ao estresse provocado
pelo aumento do peso do conteudo
intrauterino. Segundo Martin "', um dos efeitos
produzidos pela sobrecarga imposta a
musculatura abdominal consiste no estiramento
das fibras da musculatura abdominal.

Figura 1 - Cortes transversais do musculo reto do abdome de cadela (A-D). A) Fibras com diferentes contornos e didmetros
(F); Perimisio(P); Endomisio (e); nucleos periféricos (setas). HE. 50X. B) Fibras de contrac¢ido lenta (I) e de contracio
rapida (IIA e IIB), m-ATPase, (pH 4,4). 50X. C) Fibras mais claras (I); fibras escuras (ITA e IIB); fibras com diametro
pequeno (setas), m-ATPase, (pH 10,4). 50X. D) Fibras I, IIA e IIB com distribui¢io “em mosaico”, m-ATPase, (pH 4,4),
20X
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Tabela 1 - Comparacao entre as médias dos didmetros minimos (mm) e desvio padrao das fibras tipo | e Il do musculo reto do
abdome dos animais, apresentando a significancia estatistica para os periodos de gestacao. [Numero de fibras amostradas (500),
@ = 0,05.]

FASESDA  FIBRASTIPOI  FIBRAS TIPO II
GESTACAO (FOG) (FOG + FG)
0 350+87° 41,0£97°
30 33,0£7,1¢ 36,0%6,8°
60 39,0+£82¢ 42,5+83%
30 ap 394457 42,4+73%

a) médias significativamente diferentes; b) médias NAO significativamente diferentes.
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Figura 2 - Freqiiéncia das fibras tipo |

O significativo aumento do didmetro
das fibras observado no perfodo de 30 a 60
dias de gestagdo, por outro lado, parece estar
intimamente associado ao aumento do peso
do conteudo intra-uterino. Assim, os

resultados observados revelam que a
sobrecarga exercida sobre a parede
abdominal, além de promover aumento no
diametro das fibras, propiciam o
aparecimento de alteracGes morfoldgicas,
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Figura 3 - Freqiiéncia das fibras tipo Il

representadas pelo maior numero de fibras
com didmetro pequeno.

O musculo reto do abdome do ciao
possui como caracteristica marcante,
coloracio vermelha intensa, sendo isto
conseqiiéncia de sua elevada concentragio
de fibras I e IIA*. Estas fibras sio também
referidas como vermelhas, com metabolismo
oxidativo. No entanto, as fibras IIA, de
contragdo rapida, possuem atividade
metabolica oxidativa um pouco menos intensa,
podendo, assim, assumir diametro maior.

Além disso, os resultados revelaram
que, tanto nos diferentes periodos da pré-
gestacdo, quanto aos 60 dias houve aumento
significativo do didmetro médio das fibras I
quando comparadas com as fibras tipo 1I,
porém no periodo de 60 dias de gestacao e
30 dias (pp), ndo houve alteracio significativa
do diametro das fibras, uma vez que ja havia
cessado o estimulo gestacional sobre o
musculo reto abdominal.
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De acordo com a literatura, devido 2
elevada atividade metabdlica oxidativa, as
fibras vermelhas do tipo 1 sdo adaptadas a
pequeno didmetro, tendo assim, facilitadas
as trocas metabolicas, a oxigenacdo e a
remocao de residuos metabélicos. J4, as fibras
com metabolismo glicolitico (tipo 1IB), que
sao adaptadas as baixas tensoes de oxigénio
e de trocas metabdlicas, possuem maior
habilidade de hipertrofia®**.

Na presente pesquisa, o diametro dos
tipos de fibras I e 1I foi avaliado a partir das
preparagoes coradas pela técnica m-ATPase,
precedida de incuba¢iao em pH = 4,4 sendo
evidenciados trés tipos de fibras: I e IIA e
1IB. No entanto, uma vez que, conforme
estudo recente, a freqiiéncia de fibras 1IB ¢
de 1,8%%, para efeito de quantificacio das
fibras de contragao rapida, considerou-se o
conjunto das fibras IIA e IIB. Segundo
Kutlberg®, nos mamiferos, o aumento do
diametro das fibras da musculatura



abdominal observado durante o periodo
gestacional é atribuido a combinagio
dos fatores estiramento e sobrecarga,
contribuindo, assim, para a manuten¢iao do
tonus muscular e resisténcia a fadiga. Ao que
parece, a duracio do estimulo é fundamental.
Em ratas, 21 dias de gestacido nao
provocaram alteragoes nas freqiéncias dos
tipos de fibras do musculo reto do abdome,
porém a hipertrofia das fibras do tipo 1, foi
maior na segunda metade do periodo de
gestacao''.
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diametro significativamente aumentado,
tendo sido maior no periodo do parto. Nesta
fase, o tecido revelou maior nimero de fibras
pequenas, sendo isto sugestivo de processo
miogénico. Além do estiramento das fibras,
a hipertrofia é resultante da sobrecarga
imposta ao musculo pelo peso dos fetos e
das estruturas associadas. A reducio
no diametro das fibras tipos I e 11 observada
no periodo de 0 a 30 dias de gestacao parece
estar associada a adaptagdo das fibras a
elevada atividade metabdlica oxidativa. A

morfometria representa um método seguro
na avaliacio do grau de acometimento
seletivo sobre os tipos de fibras, em especial
nos musculos envolvidos com a fisiologia
da gestagao.

Conclusao

Durante a gestacao, as fibras I e IIA
do musculo reto abdominal tiveram seu

Morphologic and morphometry of rectus abdominis muscle fiber types of
the during the gestation dog (Canis familiaris)

Abstract Key words:
Retus abdominis muscle.
. . . Morph try.
The present paper degls with the eva'luatlon of morphologlcal and Filg) Zf t)(/);zel 2:1 dil
morphometric alterations of slow-twist (I) and fast-twitch (II) fibers Gestation.
of rectus abdominis muscle of adult female dog dutring pre- Female dog.

gestational phase, at 30 and 60 days of pregnancy and at 30 days
after the parturition. At the every phases, using the open biopsy
technique, muscle samples were collected. The samples were
plunged. Histological sections were cut in a microtome. For general
morphology, some sections were stained with HE. Subsequent
sections were reacted for myofibrillar ATPase (m-ATPase), after
alkaline (pH 10.4) and acid (pH 4.4) pre-incubations, in order to
identificate type I and II fibers. In the pre-gestational phase, muscle
tissue revealed to be composed by fibers with different diameters,
presenting polygonal outlines and one or more periphery nuclei.
At 30 days of pregnancy, muscle fiber characteristics were similar.
At 60 days, in addition to the existence of normal fibers,
polymorphic and small diameter fibers were frequent. At 30 days
after the parturation, the morphology of muscle fiber were similar
to that observed in the pre-gestational phase. In the four phases,
type II fiber diameters were lager than type 1. The diameters of
both fiber types showed a significant reduction in the 30 days phase
and a significative increasing at 60 days. The expansion of the
abdominal wall during the pregnancy represents a chronic stimulus,
induced changes in the morphology and in the fiber type diameters.
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