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R e s u m o : O pigmento lipofuscina aparece no miocárdio humano aos 
10 anos de idade e no de cães aos 18 meses.

A maior concentração deste pigmento no coração de cães foi encontrada 
a partir dos 6 anos e independe, qualitativa e quantitativamente, de pro­
cessos patológicos.

Do ponto de vista histoquímico a principal diferença observada está 
relacionada à reação PAS do pigmento que foi negativa em humanos acima 
de 60 anos de idade e positiva nas outras idades e em todos os diferentes 
grupos de cães examinados.

U n i t e r m o s : Lipofuscina cardíaca*; Cães*; Lipofuscina, histoquímica*.

I N T R O D U Ç Ã O

As modificações morfo-fisiológicas que 
os sêres vivos apresentam com o decorrer 
do tempo, após seu completo desenvolvi­
mento, têm sido observadas" desde há longa 
data sem que tenham sido satisfatoria­
mente compreendidas. Estas progressivas 
modificações, que em seu conjunto consti­
tuem o envelhecimento, manifestam-se de 
maneira tão paulatina e imperceptível que 
só podem ser avaliadas ao final de longo 
período de tempo, deixando dúvidas, quanto 
ao seu caráter, se patológicas ou fisioló­
gicas. O desenvolvimento gradual e lento 
destas modificações é fator limitante para 
seu estudo em condições experimentais e, 
conseqüentemente, para a melhor com­
preensão do fenômeno.

Diferenças entre um organismo jovem e 
outro senil estão estabelecidas. Uma delas 
é a presença de pigmento em células de 
animais idosos, sendo esta mais evidente e 
constante em células do tecido nervoso e 
do muscular cardíaco. Este pigmento, co­
nhecido de há longa data e relacionado 
sempre ao fator idade, recebeu várias de­
nominações, tendo perdurado as de “pig­
mento de uso”, “pigmento de desgaste” e 
“pigmento senil”. Assim, o estudo de sua 
natureza química, bem como de suas va­
riações morfológicas e histoquímicas, re- 
veste-se de importância por refletir parte 
de fenômeno mais geral e complexo que é 
o envelhecimento.

5 Tese apresentada à Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da U .S .P . para obtenção 
do título de Doutor.
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Andrew1 (1962) menciona que alguns es­
tudiosos do assunto aplicam o termo en­
velhecimento à soma total das alterações 
que ocorrem na substância viva de um or­
ganismo no curso de uma geração, isto é, 
da fecundação até a morte natural. Aceita 
este conceito mais geral, porém, prefere 
a idéia um tanto artificial de que o en­
velhecimento indica as mudanças que ocor­
rem após ter sido atingido o ápice das ati­
vidades vitais, principalmente a reprodu­
tora.

Para Vest55 (1943) a senescência é fisio- 
lógicamente inevitável, inerente à própria 
célula e se constitue no tipo mais genérico 
de involução vital. Mayer?8 (1949) afirma 
que o envelhecimento é o resultado do des­
vio da síntese de proteínas para a síntese 
de gorduras, sem que haja deficiência me­
tabólica.

Fazendo uma breve análise das teorias, 
Curtis» 9 (1963) defende a “teoria da mu­
tação somática” segundo a qual as células 
de um organismo acumulariam gradual­
mente genes deletérios, por mutações, que 
levariam as células à perda paulatina de 
suas funções mais especializadas. Esta 
teoria apoia-se na observação de que ani­
mais irradiados envelhecem mais rapida­
mente9. Intimamente relacionada a esta 
teoria está a da “crosslinkage” (interli­
gação), pela qual as macromoléculas, entre 
elas as do DNA, se interligariam ocasio­
nando as mutações gênicas. Nas moléculas 
de estromas teciduais teríamos, também, 
alterações como, por exemplo, a perda de 
elasticidade observada no tecido conjuntivo 
de indivíduos senis4.

Desde há muito são descritas nas células 
nervosas ganglionares do homem, modifi­
cações morfológicas que acompanham o 
envelhecimento, representadas por limites 
celulares borrados, núcleos pobres em cro- 
matina, desaparecimento do núcleo, além 
de acúmulo de grânulos citoplasmáticos de 
natureza lipóide21. Já há longa data, de­
pósitos lipóides foram também descritos 
nas células de Purkinge do cerebelo e cé­
lulas piramidais do cérebro em cães se-

No miocárdio senil, foram também des­
critas alterações na relação número de nú­
cleos/número de fibras. Esta relação é 
maior na criança do que a encontrada no 
adulto e no indivíduo senil52. Dogliotti11 
(1930) descreveu tendência à hipertrofia 
das fibras cardíacas na senilidade. Segun­

do este autor, ainda, na senilidade extrema 
estas fibras apresentam-se atróficas.

A presença de um cromolipóide, comu- 
mente denominado de lipofuscina, encon­
trado com maior constância no tecido ner­
voso e no muscular cardíado é admitida, 
pela quase totalidade dos autores interes­
sados no assunto, como intimamente rela­
cionada ao envelhecimento10’46’53

A maior constância com que este pig­
mento aparece no tecido nervoso e cardíaco 
seria devido à incapacidade que têm as cé­
lulas destes tecidos de se renovarem. Esta 
condição poderia ser considerada como um 
marcador do envelhecimento, já que estes 
tecidos podem ser considerados tão velhos 
quanto o indivíduo40.

Assim, da simples constatação da pre­
sença do pigmento nos tecidos de animais 
senis, os autores contemporâneos passaram 
a se preocupar em determinar as relações 
entre a taxa de deposição do mesmo e a 
idade do indivíduo. Entre esses autores 
podemos citar Jayne24 (1950) que, utili­
zando-se da propriedade da álcool-ácido 
resistência do pigmento, observou que a 
quantidade deste aumenta progressivamen­
te no miocárdio humano, entre a 2.a e a 
6.a décadas de vida. Trabalhando também 
com miocárdio humano, porém utilizando- 
-se da autofluorescência do pigmento à luz 
ultravioleta, Strehler, Mark, Mildvan & 
G ee  53 (1959) confirmam os achados de 
Jayne24 e concluem que a concentração 
média do pigmento aumenta linearmente 
a uma taxa aproximada de 0,33% do vo­
lume cardíaco, por década de idade. 
Munnel & G e tty 4 0  (1968), usando a mesma 
metodologia de Strehler e colí3, em mio­
cárdio de cães, constataram a presença do 
pigmento somente em animais de idade 
superior a 6 meses. Demonstraram ainda 
que a concentração do mesmo, a partir 
dos 3 anos e meio, aumenta linearmente 
à taxa de 0,36% do volume de miocárdio 
por ano. Samorajski, Ordy & Rady-Rei- 
mer50 (1968) verificaram que a porcenta­
gem de células pigmentadas do gân­
glio nervoso dorsal do camundongo au­
menta de 15 a 92%, dos 4 aos 30 meses 
de idade e, nas células de Purkinge do 
cerebelo, aumenta de 25 a 88% naquele 
mesmo período. Estes dados sugerem cla­
ramente, portanto, que a quantidade de 
pigmento aumenta com a idade do tecido.

Segundo Hueck23 (1912), Borst foi quem 
introduziu o termo lipofuscina na lingua­
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gem científica para designar partículas 
pigmentadas intracelulares coradas por li- 
pocorantes, nas fibras miocárdicas, células 
nervosas ganglionares, fibras musculares 
lisas, em algumas células do tecido con­
juntivo e no epitélio germinativo. Lu- 
barsch33 (1922) e sua escola confundiram- 
-na com melanina e outros, como Hueck, 
com a hemofuscina de Recklinghausen. 
Connor7 fez a distinção entre lipofuscina e 
lipocromos, entretanto, chamou-a de hemo­
fuscina ao observá-la no miocárdio de 
quatro pessoas.

A divergência quanto ao significado 
deste termo acentuou-se principalmente 
depois que Lillie, Daft & Sebrell31 (1941) 
descreveram, na cirrose dietética do rato, 
um pigmento de origem lipídica que se 
apresentava sob a forma de glóbulos ama­
relos, com diâmetro variando de 1 a 20 
micros. Posteriormente, Endicott e 
Lillie14 (1944), passando a denominá-lo 
ceróide, descreveram-no também em ma- 
crófagos do septo alveolar pulmonar, na 
polpa esplénica, na medula óssea, em lin- 
fonodos e no córtex adrenal, e, baseados 
em métodos histoquímicos, caracterizaram- 
-no como sendo insolúvel em liposolventes, 
sudanófilo, basófilo, redutor de sais de 
prata, álcool-ácido resistente, auto-fluores- 
cente, positivo para a fucsina de Mallory 
e negativo para os testes de Péris e de 
Schmorl. À exceção deste último, que é 
positivo somente para a. lipofuscina, todos 
os outros, com pequenas variações, carac­
terizam também a lipofuscina clássica30,32. 
Devido a esta grande semelhança de com­
portamento histoquímico, a identificação de 
ambos prestou-se a confusões e passou a 
ser uma questão de preferência individual. 
L ison32 (I960) estabeleceu uma classifica­
ção geral para pigmentos, separando os 
relacionados a lípides em dois grupos: ca- 
rotenóides e cromolipóides. Os carotenói- 
des são pigmentos exógenos que se dissol­
vem em lípides, constituindo, então, os li­
pocromos e que em presença de ácido sul- 
fúrico concentrado apresentam cor azul. 
Os cromolipóides são os que derivam de 
lípides, englobando as lipofuscinas, o cerói­
de e a hemofuscina, esta, descrita por 
Recklinghausen em 188945. Embora não 
haja, segundo afirma, distinção nítida en­
tre estes 3 tipos, Lison menciona algumas 
diferenças. Assim, quanto à localização, o 
ceróide pode aparecer em macrófagos e 
ser obtido em condições experimentais en­
quanto que a lipofuscina aparece natural­
mente em células miocárdicas, hepáticas, 
nervosas, gliais, do epidídimo e da supra

renal. A hemofuscina aparece no fígado 
e em outros órgãos, porém quase sempre, 
em casos de hemocromatose. Quanto à au- 
tofluorescência, Lison cita para o ceróide 
como sendo amarelo-esverdeada tendendo 
à branca e anulada pelo permanganato 
de potássio e, como sendo de cor ver- 
melho-acastanhada para a lipofuscina. 
Quanto à afinidade por lipocorantes, a li­
pofuscina cora-se menos intensamente que 
o ceróide e a hemofuscina, sendo que este 
último pigmento somente seria evidenciado 
em cortes por congelação32. Quanto à rea­
ção de Schmorl (redução do ferricianeto 
férrico), Lison menciona que é negativa 
para o ceróide e positiva para a lipofus­
cina, e, finalmente, quanto às afinidades 
tintoriais, cita que o ceróide cora-se len­
tamente pelos corantes básicos e que sem­
pre é álcool-ácido resistente, apresentando, 
por outro lado, a lipofuscina basofilia in­
tensa e álcool-ácido resistência somente em 
alguns casos.

Barka & Anderson2 (1963) mencionam 
as mesmas características dadas por Lison 
para as lipofuscinas e, baseados na origem 
lisossômica deste pigmento, acreditam que 
muitas de suas propriedades tintoriais se­
riam proporcionadas pelos componentes es­
truturais daquela organela. Citam, como 
exemplo, a positividade à reação do PAS 
tanto para a membrana do lisossomo como 
para aquele pigmento. Em relação às dife­
renças entre lipofuscinas e ceróide, Barka 
& Anderson assinalam, além daquelas ci­
tadas por Lison, a reação PFAS (ácido 
perfórmico +  reativo de Schiff) que é fra­
camente positiva para as lipofuscinas e 
usualmente positiva para o ceróide.

L illie30, citando outros autores, quando 
trata especificamente da lipofuscina car­
díaca, afirma que a redução do ferricianeto 
férrico é observada em alguns mas não em 
todos os casos; que somente parte do pig­
mento dá a reação do PAS- è uma parte 
ainda menor, é positiva para o PAAS (áci­
do peracético +  reativo de Schiff). Além 
disso, assinala que o pigmento não é defi­
nitivamente álcool-ácido resistente e que 
pequena porção reduz a prata amoniacal.

Em vista do exposto, verifica-se que as 
diferenças entre ceróide e lipofuscina são 
mínimas suscitando, às vezes, denomina­
ções diferentes para um mesmo pigmento. 
Observou-se, também, que o comporta­
mento histoquímico de um dado pigmento, 
em um mesmo órgão, pode variar30.41 . 
Estes fatos levaram Pearse41 (1961) a ela-
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borar um esquema evolucionário com con­
dições de explicar algumas divergências 
de resultados obtidos por vários autores 
que estudaram os cromolipóides. Assim, 
Pearse é de opinião que lipóides, de início 
sem cor, iriam se oxidando, tornando-se 
insolúveis e perdendo a capacidade de ab­
sorver corantes de gorduras. Estabelecer- 
-se-ia ainda, o aumento paulatino de gru­
pos redutores e de grupos ácidos, bem como 
o desenvolvimento de cor. A reação do PAS 
seria positiva somente nos estágios inter­
mediários de evolução do pigmento. O pro­
duto final desse processo auto-oxidativo 
seria o pigmento lipofuscínico, fortemente 
basófilo, ativamente autofluorescente e re­
dutor de soluções argênticas e de ferricia- 
neto. Em um estágio intermediário entre 
os lipóides e a lipofuscina, Pearse localiza 
o ceróide ou lipofuscina tipo ceróide. En­
tretanto os limites entre estas várias eta­
pas da evolução de um lipóide para um 
cromolipóide não foram ainda exatamente 
determinados.

Nas fibras musculares cardíacas a lipo­
fuscina foi sempre descrita em espaços 
claros, livres de miofibrilas, junto aos poios 
dos núcleos 7,24 . Em miocárdio humano, a 
lipofuscina apresenta-se sob a forma de 
grânulos ovóides de coloração amarelo- 
-acastanhada.

Desde longa data, sabe-se da natureza 
lipídica da lipofuscina e os lípides se­
gundo a maioria dos autores, encontram- 
-se formando complexo glicolipoprotéico ou 
lipoprotéico26. Na lipofuscina cardíaca da 
espécie humana, foi encontrada atividade 
de peroxidases e de fosfatase ácida16. Em 
grânulos pigmentares isolados de miocár­
dio humano, Hendley, Mildvan, Reporter & 
Strehler20 verificaram que a atividade da 
fosfatase ácida, da citocromo-oxidase e da 
catepsina eram relativamente baixas. Em 
coração de bovino, Bjorkerud & Cummins3 
também encontraram a citocromo-oxida-se 
muito pouco ativa em grânulos isolados. 
Em lipofuscinas do tecido nervoso do ho­
mem, rato, gato, cobaia e camundongo, foi 
detectada atividade da catepsina (tipo C ) ,  
esterase ácida e da deoxirribonuclease 
ácida26_27j48 .

A maioria dos autores admite a forma­
ção da lipofuscina, bem como a de outros 
cromolipóides, a partir de lípides insatu-

rados que se oxidam e se polimerizam 2.30>41. 
Para alguns, como Barka & Anderson2, 
o início do processo de formação dos grâ­
nulos de pigmento teria lugar no interior 
de lisossomos. Com o aumento da quanti­
dade do material corado, o lisossomo poste- 
rirmente desapareceria como tal e, no grâ­
nulo de lipofuscina, restariam alguns res­
quícios que poderiam justificar certas pro­
priedades físico-químicas comuns ao lisos­
somo e aos grânulos de pigmento. Esta 
relação entre lisossomo e grânulo de lipo­
fuscina é aceita pela maioria dos auto­
res 15,26,49 com base nas semelhanças his- 
toquímicas e ultra-estruturais apresenta­
das.

Tanto o mitocôndrio12 como o complexo 
de Golgi5 foram relacionados com a gê­
nese das lipofuscinas, prevalecendo contu­
do, na atualidade, a idéia de que seria o 
lissossomo a organela mais diretamente re­
lacionada com o processo.

Como se depreende dos dados da litera­
tura, são escassas as informações concer­
nentes à propriedades histoquímicas bási­
cas da lipofuscina cardíaca, bem como de 
suas diferenças entre espécies.

MATERIAL E MÉTODOS

O material do presente estudo constou 
de fragmentos de músculos cardíaco das 
espécies humana e canina. O da espécie 
humana foi representado por nove frag­
mentos de miocárdio, incluídos em blocos 
de parafina segundo a técnica histológica 
usual, após fixação pelo formol neutro a 
10%. * Os fragmentos foram obtidos em 
autópsias realizadas e registradas no Ser­
viço de Anatomia Patológica do Hospital 
“ Emilio Ribas” sob os números: 5/67; 
29/67; 56/67; 70/67; 32/68; 65/68; 80/68; 
86/68; e 90/68. Alguns dados deste mate­
rial encontram-se na tabela I. Estes nove 
casos constituíram amostras de três gru­
pos etários.

O material da espécie canina constou de 
fragmentos de músculo cardíaco de 100 
cães enviados à Disciplina de Anatomia 
Patológica pelas Disciplinas de Patologia 
e Clínica Médicas, Patologia e Clínicas Ci­
rúrgicas e Obstétrica, pelo Ambulatório da

* Este material foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Thales de Brito.
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Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia da Universidade de São Paulo 
e, ainda, por clínicas particulares, com a 
indicação de eutanásia. Foram selecionados 
os animais cuja idade correta era informada 
diretamente pelo proprietário. Durante a 
necropsia, iniciada logo após a morte por 
choque elétrico, ao se examinar o coração 
e não se verificar nenhuma lesão macros­
cópica aparente, recolhiam-se vários frag­
mentos de 0,5cm de espessura, retirados 
por duas incisões paralelas, perpendicula­
res ao epicárdio, abrangendo também o en- 
docárdio. Os locais de escolha para a re­
tirada dos fragmentos foram as paredes 
dos ventrículos direito e esquerdo. O ma­
terial assim obtido foi fixado em formol 
neutro a 10%. Após inclusão em parafina, 
foram feitos cortes de 5 micros de espes­
sura, segundo a técnica histológica usual.

Além daqueles 100 casos cuja fixação 
foi feita em formol neutro a 10%, alguns 
outros receberam fixação diferente, de 
acordo com a finalidade de estudo a que 
se destinavam. Assim, fragmentos de mio- 
cárdio de um cão de 12 anos foram fixa­
dos em formol cálcio de Baker a 4°C, por 
24 horas, para o estudo de lípides e para 
a pesquisa de fosfatase ácida. Outros 
fragmentos foram fixados em líquido de 
Gendre para a pesquisa de glicogênio e 
no líquido de Camoy para a pesquisa de 
ácido ribonucléico.

Na tabela II encontram-se os dados re­
lativos ao material da fespécie canina (ida­
de, sexo e raça), bem como o número de 
registro na Disciplina de Anatomia Pato­
lógica da Faculdade de Medicina Veteri­
nária e Zootecnia da Universidade de São 
Paulo.

Para realização dos testes histoquímicos 
foram escolhidos, ao acaso, 3 animais de 
cada grupo etário num total de 24 casos.

Os métodos indicados na tabela III ob­
servam, em sua maioria, as indicações 
dadas por Lison32 (1960), Lillie30 (1965), 
Pearse^i (1961) e McManus & Mowry35
(1965) e foram utilizados por vários auto­
res para o estudo histoquímico de pigmen­
tos em tecidos animais. Entre nós pode­
mos citar Sasso, Castro & Pacheco51
(1958), Katchburian, Sasso & Delia Ser­
r a  25 (1961), M o r a i s  39 (1964), Villa56 
(1964), Grecchi, Mariano, Saliba & Zezza17
(1966), Mariano37 (1968), Grecchi18 (1969) 
e Tokumaru & Ferri54 (1970).

Além daqueles métodos, em alguns casos 
da nossa série de cães, foram feitos: o 
método do azul de alcian (Alcian blue) 
para mucòsubstâncias ácidas, conforme 
Lison32o método de Gomori para fosfatase 
ácida, modificado por Holt2; a impreg­
nação argêntica, segundo Polak43 e a he- 
matoxilina fosfotungstica de Mallory para 
mitocondrios e o método da galocianima13 
para RNA. O método de Elftmann, para 
lípides 30 foi efetuado em fragmentos de 
miocárdio de 6 cães: 3 de idade inferior 
a 1 ano e 3 de idade superior a 10 anos.

Para avaliação e comparação do dife­
rente teor de pigmento encontrado em 
nossos casos, valemo-nos, nas lâminas co­
radas pelo método de Hueck, de um cri­
tério subjetivo atribuindo ao teor máximo 
o sinal +  +  +  (foto n.° 1), ao teor médio 
+  +  (foto n.° 2) e ao teor mínimo -I- (foto 
n.° 3). À ausência do pigmento correspon­
deu o sinal —  .

R E S U L T A D O S

Os cortes histológicos do material do 
presente estudo, após coloração pela he- 
matoxilina-eosina, não revelaram, além do 
pigmento em estudo, alterações patológicas 
no tecido miocárdico, quer no estroma, quer 
nas fibras musculares que apresentavam 
estriação evidente. Junto aos poios dos 
núcleos dessas fibras havia espaço, no in­
terior dos quais puderam ser vistos grâ­
nulos de cor castanho-clara, principalmente 
no material proveniente de cães mais ido­
sos e de cor castanha no proveniente de 
miocárdio humano.

Como pode ser visto na tabela II a pre­
sença do pigmento foi detectada, pelo mé­
todo de Hueck, no miocárdio de um em 3 
cães examinados de idade igual a 18 meses. 
De 6 animais com 2 anos, 3 não tinham 
pigmento nas fibras musculares cardíacas 
e, a partir dessa idade, todos os animais 
apresentaram pigmento. No material hu­
mano apenas os 2 casos de menor idade, 
não apresentaram pigmento por este mé­
todo (Tabela I).

Quanto à solubilidade, o pigmento de 
ambas as espécies, revelou-se insolúvel no 
éter, clorofórmio, acetona, piridina, ácidos 
e álcalis. Foi considerado insolúvel também 
em água, álcool e xilol, posto que, foi uti­
lizada a inclusão em parafina para a fei­
tura dos cortes histológicos.
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Quanto ao descoramento por soluções 
oxidantes, o pigmento por nós estudado, 
descorou-se ligeiramente em ambas as es­
pécies.

O pigmento do presente estudo mostrou- 
se positivo ou reativo para os seguintes 
métodos: Hueck para cromolipóides, Negro- 
-Sudão B, Negro-Sudão B após ação de 
solventes e oxidantes, argentafim de Mas- 
son, argentafim de Lillie, fucsina de Ziehl 
para álcool-ácido resistência e fucsina de 
Mallory para hemofuscina. A reação de 
Schmorl foi positiva somente no pigmento 
da espécie humana. A reação do PAS, após 
ação da amilase salivar, foi positiva nos 
grânulos pigmentares, em todos os nossos 
casos, tanto no homem como no cão, à ex­
ceção dos 3 casos humanos de idade mais 
avançada (60, 63 e 64 anos).

Por outro lado, o referido pigmento re­
velou-se negativo aos seguintes métodos: 
de Perls para Fe+-)- + , de Stein e de Kutlik 
para pigmento biliar, ácido peracético- 
-Schiff, ácilo perfórmico-Schiff, ao teste 
do ácido sulfúrico para carotenóide e de 
Verocay para pigmento formólico.

O pigmento em apreço demonstrou ba- 
sofilia em pH 5,6, porém não mais em 
pH 3,4, em ambas as espécies.

A autofluorescência dos grânulos do pig­
mento foi observada em todos os casos e 
era de cor alaranjada. Foi, no entanto, 
abolida após tratamento pelo permanga- 
nato de potássio. Pelo método alternativo 
de Lillie, para diferenciar lipofuscina de 
melaninas, o pigmento por nós estudado 

descorou-se pela ação do ácido sulfúrico 
a 1% após estar corado pelo azul do Nilo.

Nos cortes histológicos do material pro­
veniente dos casos 90/68 e o 65/68 da 
espécie humana e do proveniente dos cães, 
que não apresentavam a pigmentação em 
apreço, também foram efetuados os méto­
dos para pigmentos. Nestes casos os mé­
todos anteriormente referidos como posi­
tivos foram negativos, inclusive a pesquisa 
de autofluorescência.

Os resultados dos métodos empregados 
encontram-se na tabela III e abrangem os
9 casos da espécie humana e 24 casos da 
espécie canina. Nestes resultados foi so­
mente levado em conta o material que, nos

cortes corados pela hematoxilina-eosina, 
aparece junto aos poios dos núcleos das 
fibras miocárdicas. Não foram considera­
dos alguns grânulos encontrados no con­
juntivo embora fossem positivos para di­
versos métodos.

Os testes para a pesquisa de ácido ribo- 
nucleico (galocianina) e de polissacárides 
ácidos (azul-de-alcian) resultaram negati­
vos nos grânulos de pigmento. A pesquisa 
da fosfatase ácida, pelo método de Gomori, 
modificado por Holt “  resultou positiva em 
alguns pontos dos grânulos. Utilizando-se 
o método de Polak 43 e o da hematoxilina 
fosfotúngstica para evidenciação de mito- 
côndrios, verificou-se que não há correla­
ção topográfica entre estes e os grânulos 
de pigmento. Estes testes e métodos foram 
feitos somente em miocárdios de cães.

Os testes para a detecção de gordura 
—  método de Elftmann e o do Negro-Su­
dão B em cortes de congelação, antes e 
após a passagem em solventes —  no espaço 
adjacente aos poios dos núcleos, tanto em 
cães jovens como nos senis, resultaram 
positivos. Evidenciaram aqueles testes que 
além dos grânulos de pigmento que se co- 
raram intensamente, é possível detectar-se 
também material de natureza lipídica entre 
os mesmos. Este material solubilizou-se 
após tratamento por 24 horas na mistura 
de éter-clorofórmio. A reação do PAS, efe­
tuada em material fixado em líquido de 
Gendre para a pesquisa de glicogênio, re­
velou-se de mesma intensidade, com ou 
sem tratamento prévio pela amilase salivar, 
junto aos poios do núcleo de fibras car­
díacas do cão.

Pelo método de Hueck, que se revelou 
um dos melhores para a evidenciação do 
pigmento em estudo, foi avaliada subjeti­
vamente a variação do teor de pigmento de 
acordo com as diferentes idades. O resul­
tado desta avaliação pode ser visto nas 
tabelas I para o homem e na II para o 
cão.

Nas tabelas IV e V encontram-se rela­
cionados os grupos etários com a variação 
do teor do pigmento. Para efeito de com­
paração entre diferentes grupos, o número 
de casos em cada um foi igualado a 100 
e os valores expressos em porcentagem.
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D I S C U S S Ã O

Connor7, em 1928, descreveu a lipofus­
cina cardíaca com um pigmento granular, 
cuja cor variava do amarelo ao acastanha­
do, localizado em cada polo do núcleo nas 
preparações não coradas e, que se apresen­
tava em verde quando corado pelo azul- 
-do-Nilo. Citava, ainda, este autor, que 
o pigmento se escurecia sob a ação do ni­
trato de prata após tratamento prolonga­
do, era insolúvel nos solventes das gor­
duras, alguns grânulos davam reação para 
o ferro e grande parte destes corava-se em 
vermelho intenso pela fucsina básica. Estas 
passaram a ser, em termos, as caracterís­
ticas clássicas do lipopigmento cardíaco. A. 
exceção da positividade à reação do ferro, 
nossos dados concordam com os que men­
cionou. Infelizmente Connor não porme­
norizou em que local ocorreu esta reação.

Tendo em vista o que relata a literatura, 
a cor natural do pigmento por nós encon­
trado, em miocárdio humanos e de cães, 
não apresentou diferença a assinalar, sendo 
ela aceita como amarelo-acastanhada.

Quanto ao descoramento em oxidante e 
à solubilidade em lipossolventes também 
não encontramos diferenças significativas 
entre nossos achados e os mencionados por 
outros autores.

A autofluorescência do pigmento à luz 
ultravioleta se apresentou, em todos os 
nossos casos, de cor alaranjada, fato que 
concorda com os achados de Munnel & 
Getty40, Reichel46 e de Strehler, Mark, 
Mildvan & Gee53. Autofluorescência de 
outras cores para a lipofuscina é mencio­
nada na literatura. Assim, por exemplo, 
é citada autofluorescência de coloração 
vermelha ou amarelo-acastanhada32 ou, 
ainda, vermelho-acastanhada30 41 Per- 
cebe-se, entretanto, que estas variações de 
cor são mínimas e provavelmente, decor­
rentes de fatores pessoais de observação. A 
análise exata da cor da autofluorescência 
do pigmento em estudo dependeria de téc­
nicas aprimoradas, contudo ficou evidente, 
em nosso material, a semelhança daquela 
observada no homem e no cão.

T A B E L A  I

Espécie humana, segundo grupo etário, sexo, cor, idade e teor de lipofuscina no miocárdio.

Grupo
etário

Reg. 
Necroscópico *

Sexo Cor Idade Teor do 
pigmento

I 90/68 masculino branca 2 a 5 m
(2 a 5 m-10 a) 65/68 feminino parda 4 a —

66/67 masculino branca 10 a +

II 86/68 masculino parda 20 a +  +
(20-28 a) 32/68 masculino parda 22 a +  +

70/67 masculino preta 28 a +  +

III 6/67 feminino branca 60 a +  +  +
(60 a-64 a) 80/68 masculino branca 63 a +  +  +

29/67 feminino branca 64 a +  +  +

OBS.: — =  nulo a =  anos
+  =  mínimo 

+  +  =  médio m =  meses
+  +  +  =  máximo

* Registro necroscópico do Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de Isolamento “Emílio 
Ribas” da Secretaria de Saúde Pública do Estado de São Paulo.
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T A B E L A  I I I

Pigmento em células miocárdicas de homem e de cão, segundo resultados dos métodos e testes
histoquímicos.

M É T O D O  O U  T E S T E

homem 
(9 casos)

cão 
(24 casos)

+ - + -

Presença do pigmento (cor natural) Hematoxilina-Eosina 7 2 0 2 1 3 0

Bálsamo do Canadá 7 2 0 2 1 3 0

Solubilidade: álcool, xilol, clorofórmio, éter, acetona, ácido e álcali 0 7 0 0 2 1 0

Descoramento:
por peróxido de hidrogênio 0 7 0 0 2 1 0

por ácido peracético 0 0 7 0 0 2 1

Fluorescência à luz UV 7 2 0 2 1 3 0

Fluorescência à luz UV após ação do KMn04 0 9 0 0 24 0

Basofilia pH 3,4 0 9 0 0 24 0

pH 5,6 7 2 0 2 1 3 0

Ácido sulfúrico concentrado 0 9 0 0 24 0

Negro-Sudão B 7 2 0 2 1 3 0

após ação de solventes 7 2 0 2 1 3 0

após ação de oxidantes 7 2 0 2 1 3 0

Hueck 7 2 0 2 1 3 0

Schmorl 7 2 0 0 24 0

Fucsina de Ziehl 7 2 0 2 1 3 0

Fucsina de Mallory 7 2 0 2 1 3 0

Alternativo de Lillie (lipotuscina) 7 2 0 2 1 3 0

Argentafim de Lillie 7 2 0 2 1 3 0

Argentafim de Masson 7 2 0 2 1 3 0

Lillie (melaninas) 0 9 0 0 24 0

PAS após ação da amilase 4 5 0 2 1 3 0

PFAS 0 9 0 0 24 0

PAAS 0 9 0 0 24 0

Perls 0 9 0 0 24 0

Kutlik 0 9 0 0 24 0

Stein 0 9 0 0 24 0

Verocay 0 9 0 0

___
24 0

OBS.: Os números representam quantidade de casos positivos ( +  ) ,  negativos (— ) ou em 
dúvida ( ± ) , do total de 9 casos para o homem e 24 casos para o cão.

UV =  ultra violeta; PAS =  reação ácido periódico +  Schiff; PAAS =  ácido pera- 
cético +  Schiff; PFAS =  ácido perfórmico +  Schiff.
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T A B E L A  I V

Grupo etário (cão) segundo a porcentagem de 
casos de acordo com o teor do pigmento.

\  Teor do 
\  pigmento

GrupoV
etário

+ +  + +  +  +

Grupo I 96,0 4,0 0,0 0,0

Grupo II 25,0 66,6 8,3 0,0

Grupo III 0,0 26,0 50,0 25,0

Grupo IV 0,0 16,6 333 50,0

Grupo V 0,0 12,5 12,5 75,0

Grupo VI 0,0 0,0 28,5 71,4

Grupo VII 0,0 0,0 36,3 63,6

Grupo VIII 0 fi 0,0 0,0 100,0

T A B E L A  V

Grupo etário (homem) segundo a porcentagem 
de casos de acordo com o teor do pigmento.

\  Teor do 
\ pigmento

Grupo\ 
etário N.

- + +  + + + +

Grupo I 66,6 33,3 0,0 0,0

Grupo II 0,0 0,0 100,0 0,0

Grupo III 0,0 0,0 0,0 100,0

OBS.: — =  nulo

+  =  mínimo 
+  +  =  médio 

+  +  +  =  máximo

A extinção da autofluorescência pelo tra­
tamento prévio dos cortes pelo perman- 
ganato, teste proposto por BTenner6e que, 
segundo Lison32, caracteriza o ceróide, foi 
por nós obtida, tanto para o homem como 
para o cão. Infelizmente não encontramos 
referência a este fato em miocárdio na li­
teratura compulsada. Mariano3 7 a mencio­
na em células nervosas de cães senis.

A basofilia dos lipopigmentos foi sempre 
posta em evidência pela maioria dos au­
tores tratadistas, não sendo contudo deter­
minada a natureza do fenômeno. Na opi­
nião de Lison3? esta basofilia é devida à 
presença de grupamentos oxiácidos na com­
posição química do pigmento. Para os cro- 
molipóides e lípides oxidados, este autor 
aponta basofilia até pH ao redor de 2,5 a
3,0 e, especificamente para lipofuscinas, 
sem mencionar a origem, afirma que a ba­
sofilia, às vezes, é muito intensa. Mariano37 
estudando um cromolipóide de células ner­
vosas de cães encontrou basofilia até pH 
3,4 enquanto que Cordes & Mosher8, na 
mesma espécie, na musculatura lisa do in­
testino, não encontraram basofilia em pH
3,5. Pearse41 assinala que a basofilia é fra­
ca para “ lipocromo” cardíaco. Em nosso 
material, quer da espécie humana quer da 
canina, a basofilia foi evidenciada em pH 
5,6 extinguindo-se em pH mais baixo.

Enquanto que para a identificação do 
ceróide, na opinião de L ison32, a álcool- 
-ácido-resistência é o método de escolha, 
já para o pigmento do miocárdio não tem 
a mesma utilidade pois, é um teste que se 
apresenta com resultados variáveis. Pear­
s e 41 assinala que o “ lipocromo” cardíaco 
é usualmente positivo para este teste e 
que, em um mesmo corte histológico, en­
contramos grânulos positivos e outros ne­
gativos. Cordes & Mosher8 mencionam que 
o pigmento em miocárdio de cães apresenta 
fraca afinidade tintorial frente a este teste 
de álcool-ácido-resistência. Em todos os 
casos do nosso material de estudo, que 
tinham pigmento, este sempre apresentou 
álcool-ácido-resistência.

O teste da redução do ferricianeto fér- 
rico, que Schmorl utilizou para a eviden- 
ciação da lipofuscina e que muitos auto­
res 32,41 mencionam como negativo para o 
ceróide, em nosso estudo, se apresentou 
positivo nos grânulos menores e negativo 
nos maiores na espécie humana e, nos 
cães, sempre foi negativo. Resultados va­
riáveis foram encontrados, no miocárdio e 
em outros órgãos, por diversos autores. 
Assim , Lillie30 menciona que, para a lipo-
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fuscina cardíaca, a redução do ferricianeto 
é observada em alguns mas não em todos 
os casos; Pearse41 assinala que a reação 
de Schmorl no “lipocromo” cardíaco vai de 
fracamente positiva à negativa. Em cães, 
Cordes & M osher8 a citam como positiva 
para o pigmento cardíaco e também para 
o ceróide de um tumor de mama, e, Ma- 
riano37 como negativa para o cromolipóide 
que estudou em neurônios de cão. Sem 
mencionar a localização, Barka & Anderson2 
citam para as lipofuscinas positividade na 
reação de Schmorl e, ainda, redução de sais 
de prata.

A capacidade redutora do lipopigmento 
cardíaco manifesta-se, também, quando se 
utilizam métodos que têm por princípio a 
redução da prata amoniacal. Entretanto 
esta redução é somente vista, segundo 
Lillie30, em pequena porção dos grânulos. 
Para Pearse41, o “lipocromo” cardíaco não 
reduz a prata alcalina. Cordes & MosherS, 
que utilizaram a reação argentafim de Fon- 
tana-Masson em corações de cães, encon­
traram resultados positivos. Para nós, em 
todos os casos, tanto a reação argentafim 
de Masson como a de Lillie, foram positi­
vas.

Quanto às reações do PAS, PFAS e 
PAAS, os achados que os diversos auto­
res mencionam variam muito. Assim, para 
Lison32, referindo-se aos cromolipóides em 
geral, o PAS e o PAAS podem ser ora 
positivos, ora negativo. Para Barka & An­
derson2, as lipofuscinas, em geral, dão um 
PFAS francamente positivo e Pearse41 cita 
o PAS como usualmente* positivo. No caso 
específico do pigmento cardíaco, Pearse41 
menciona como negativo o PAS e como 
positivo o PFAS; Cordes & MasherS citam 
para o miocárdio do cão um PAS positivo. 
Picard, Chambost & Vitry42, ainda em 
miocárdio de cão, assinalam a reação do 
PAS como de inconstante a positiva. Em 
nosso material, encontramos para o homem 
o PAS negativo para as idades igual e 
superiores a 60 anos, bem como negativos 
foram também os métodos do PFAS e PAAS 
em todas as idades. Para os cães o PAS 
sempre foi positivo e o PFAS e PAAS 
negativos.

Afora os testes mencionados e discuti­
dos acima, o pigmento considerado em 
nosso estudo, em ambas as espécies, evi- 
denciou-se com resultados positivos naque­
les métodos que caracterizam os lipopig- 
mentos. Assim, foi positivo para os co­
rantes de gorduras como o Negro-Sudão
B, Negro Sudão B após ação de solventes

e após ação de oxidantes; e ao sulfato de 
azul-do-Nilo pelo método de Hueck. Foi 
positivo também ao método de Mallory, 
originalmente descrito para hemofuscina 
mas que é positivo para os cromolipóides 
e ao método alternativo de Lillie para li­
pofuscinas.

Revelou-se negativo nosso material para 
os outros testes da sistemática proposta 
por Sasso, Castro e Pacheco51 que eviden­
ciaram pigmentos de outros grupos que 
não os do cromolipóides. Assim, foi ne­
gativo ao teste do ácido sulfúrico concen­
trado que caracteriza os carotenóides, ao 
método de Lillie para melaninas, aos méto­
dos de Perls, de Stein e de Kutlik que 
caracterizam os pigmentos derivados da 
hemoglobina e ao teste de Verocay.

Quanto à natureza e constituição dos 
grânulos, os testes efetuados em nosso ma­
terial nos permitem concluir que o pig­
mento em estudo, tanto no homem como 
no cão, apresenta componentes lipídicos mo­
dificados, pelo fato de se corarem por co­
rantes para gorduras, apresentarem cor a 
serem insolúveis em grande número de sol­
ventes. Há, possivelmente, a presença de 
grupamentos vic-glicóis ou afins como atesta 
a reação de PAS após ação da amilase. 
Possuem, ainda, o pigmento, grupos redu­
tores revelados pela reação de Schmorl em 
alguns casos e, na totalidade dos casos 
pelas reações argentafins.

Dado as contradições ressaltadas na li­
teratura somos levados a não aceitar como 
absoluto nenhum teste para a distinção entre 
ceróide e lipofuscina. Talvez novos estu­
dos sistemáticos possam estabelecer outros 
critérios para distingui-los. É nossa opi­
nião que deva prevalecer no miocárdio a 
denominação de lipofuscina por ser a mais 
antiga e, praticamente, consagrada pelos 
autores.

Na tentativa de se conseguir novos dados 
para detectar outros componentes no pig­
mento, empregamos, em miocárdio de cães, 
vários métodos além daqueles da sistemá­
tica acima mencionada. Assim, foi reali­
zado o método do azul-de-alcian para mu- 
cosubstâncias ácidas e o teste da galocia- 
nina para ácido ribonucléico. Os resulta­
dos foram entretanto negativos.

Preocupou-nos, também, determinar o 
conteúdo do espaço claro junto aos poios 
dos núcleos além dos grânulos de pigmen­
to. Assim, pelo método do PAS, em ma­
terial fixado pelo líquido de Gendre, veri­
ficamos que não há hidratos de carbono
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naquele local. Pela utilização da técnica do 
Negro-Sudão B, feita antes e depois da 
passagem de cortes de congelação em sol­
ventes para gorduras, verificamos que, 
junto aos poios do núcleo, além dos grâ­
nulos de pigmento, havia também material 
lipídico, fato quei foi confirmado posterior­
mente pelo método de Elftman. Estes 
testes foram efetuados em miocárdio de 
cães.

Analisando-se os resultados obtidos no 
homem, relacionados na tabela VIII e no 
capítulo de resultados, verificamos que fo­
ram poucas as diferenças qualitativas, em 
relação à idade, frente aos nossos testes 
histoquímicos. Assim, constatamos que so­
mente os 3 casos de idade mais avançada 
(60, 63 e 64 anos) foram negativos ao 
PAS após amilase. Este fato poderia sig­
nificar que somente após os sessenta anos 
de idade a lipofuscina cardíaca atingiria 
seu estádio mais avançado, se nos basear­
mos na teoria evolucionária de Pearse41.

Na espécie canina não foram observadas 
diferenças no comportamento histoquímico 
do pigmento em relação à idade, isto é, o 
resultado qualitativo foi o mesmo, inde­
pendente da idade do animal.

Na comparação entre espécies, verifica­
mos que a reação de Schmorl apresentou-se 
positiva para o homem e negativa para os 
cães.

Quanto ao tamanho dos grânulos, os en­
contrados no miocárdio humano são apa­
rentemente de dimensões maiores que aque­
les encontrados no miocárdio de cães.

Em nosso estudo não pudemos constatar 
a variação da quantidade de pigmento que 
Munnel & Getty40 assinalam em cães, uti­
lizando a autofluorescência. Esta discor­
dância correu, possivelmente, por conta dos 
métodos empregados.

Pela nossa avaliação, valendo-nos de qua­
tro alternativas (— , + , + +  e +  +  +  ), 
pudemos verificar que o pigmento aparece 
gradativamente com a idade, havendo com 
poucas exceções como pode ser visto na 
tabela III, uma correspondência entre 
quantidade de pigmento e idade. O mesmo 
fato pôde ser observado por nós na espécie 
humana, embora tenham sido utilizados so­
mente 9 casos para fins de comparação.

Estas observações em miocárdio de cão, 
tanto nossas como de outros autores40, re­
forçam as afirmações de Lebeau28 de que 
a idade de 6 meses em um cão corresponde,

aproximadamente, à idade de 10 anos de 
uma criança e a de 8 anos corresponde a 
cerca de cinqüenta anos no homem. Estas 
são respectivamente as idades humanas e 
canina, em que pode se iniciar a deposição 
do pigmento e as idades em que esta antige 
a quantidade final.

Segundo ainda Lebeau28, as idades de 60 
a 64 anos no homem correspondem aproxi­
madamente às de 11 e 12 anos na espécie 
canina. Nestas condições seria de se es­
perar um comportamento histoquímico 
idêntico do pigmento em ambas as espécies 
nestas idades, se a gênese do mesmo de­
pendesse exclusivamente das alterações 
metabólicas que caracterizam o envelheci­
mento, entretanto, verificamos pelos nossos 
dados que, pelo menos frente ao método 
do PAS, houve diferença evidenciando que 
o pigmento não “envelhece” da mesma 
maneira que o indivíduo. Isto sugere trans­
formações intrínsecas do pigmento no de­
correr do tempo, independente do metabo­
lismo celular.

Pelo que depreendemos de nossos dados 
quantitativos obtidos em cães, a lipofus­
cina cardíaca parece independer do estado 
de saúde, da raça, do talhe e das condições 
em que viveram os animais, dado que, os 
100 casos por nós estudados, tiveram as 
mais variadas procedências e apresentavam 
os mais diferentes tipos de enfermidades. 
Este fato corrobora os resultados obtidos 
por Munnel & Getty40 que trabalharam 
com animais de mesma raça e em perfeita 
higidez.

Quanto à origem do pigmento, vários 
autores152r’ a admitem como relacionada 
a lisossomos. Podemos compartilhar dessa 
opinião visto que encontramos atividade 
da fosfatase ácida, enzima encontrada em 
grande quantidade no lisossomo2, em al­
guns pontos dos grânulos. Contudo, a for­
mação dos grânulos pode se iniciar a par­
tir das membranas de diferentes organelas 
intracelulares, como suscitam as afirma­
ções de Bjorksten4. Segundo este autor, 
ocorrem durante o ciclo vital numerosos 
fenômenos de interligação (“crosslinkage”) 
entre as macromoléculas que constituem 
aquelas membranas. Como as macromolé­
culas são constituídas por lipoproteínas, 
poderiam haver fenômenos de interligação 
entre as moléculas de lípides e entre as 
de proteínas, dando ensejo ao aparecimento 
de produtos refratários à ação enzimática. 
Seriam, ainda, resíduos hidrófobos (oleo- 
fílicos) e indifusíveis, portanto, de difícil 
remoção . Favorecendo a “crosslinkage”
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existem os peróxidos e os radicais livres 
de curta duração14, que se formam nos pro­
cessos metabólicos celulares. Os peróxidos 
foram evidenciados por diferentes autores 
nos grânulos pigmentares16. Necessaria­
mente não há injúria ou lesão celular e 
esta modificação de estrutura físico-química 
aparece única e exclusivamente pelo maior 
tempo de exposição à ação de agentes 
“crosslinkers” e de radicais livres. Este 
fato explica, também, porque este pig­
mento é característico de células que não 
se renovam, como exemplo, as musculares 
e as nervosas, ensejando assim, seu acúmu­
lo com o tempo.

C O N C L U S Õ E S

l.a —  O pigmento encontrado junto aos 
núcleos das fibras musculares cardíacas do 
homem e do cão, enquadra-se na categoria 
de cromolipóide, segundo a classificação de 
Lison.

2.a —  À luz dos resultados de nossos 
testes histoquímicos, não é possível estabe­
lecer-se a distinção entre ceróide e lipo­
fuscina em miocárdio do homem e do cão.

3.a —  Os resultados dos métodos histo­
químicos efetuados em pigmento miocárdi- 
co da espécie canina, mantêm-se constantes 
em todas as idades do animal, ao passo 
que, no do miocárdio de humanos de idade 
superior a sessenta anos a reação do PAS 
apresenta-se negativa.

4.a —  No cão, a quantidade máxima de 
cromolipóide cardíaco pode ser atingida dos 
seis aos oito anos de idade.

5.a —  O cromolipóide cardíaco, no ma­
terial de nosso estudo, no cão pôde ser 
evidenciado aos 18 meses e no homem aos 
10 anos de idade e aumentou progressiva­
mente com a mesma.

6.a — No cão, o cromolipóide cardíaco 
independente, qualitativa e quantitativa­
mente, do estado de saúde clínica do ani­
mal.

Fotomicrografia n.J 1 — Lipofuscina em miocárdio de cão com Z'£ anos de idade. Os grânulos 
de pigmento, junto aos núcleos, apresentam-se corados intensamente em azul. Quantidade 

avaliada em ***. Método de Hueck. Aumento de aproximadamente 470 X.
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Fotomicrografia n.° 2 —  Lipofuscina em miocárdio de cão com 5 anos de idade. Os grânulos 
de pigmento, junto aos núcleos, apresentam-se corados intensamente em azul. Quantidade 

avaliada em ** . Método de Hueck. Aumento de aproximadamente 470 X .

Fotomicrografia n.° 3 —  Lipofuscina em miocárdio de cão com 2 anos de idade. Os grânulos 
de pigmento, junto aos núcleos, apresentam-se corados intensamente em azul. Quantidade 

avaliada em *. Método de Hueck. Aumento de aproximadamente 470 X .
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Fotomicrografia n.° 4 —  Lipofuscina em miocárdio de homem de 64 anos de idade. Os 
grânulos de pigmento junto aos núcleos, apresentam-se corados intensamente em azul. 

Método de Hueck. Aumento de aproximadamente 470 X .

RFMV-A/19

Grecchi, R. —  Histochemical studies of the cardiac lipofuscin in the heart
of men and dogs related to age. Rev. Fac. Med. vet. Zootec. Univ.
S. Paulo, 12:205-22, 1975.

Su m m a r y : Lipofuscin pigments were first detected in the heart 
of 10  years old humans and in dogs of eighteen months of age. The highest 
concentration of this type of pigment in the heart of dogs was observed in 
animals from 6-8 years of age and seems to have no quantitative or quali­
tative correlation to pathologic processes.

From the histochemical point of view the main difference observed is 
related to the PAS reactivity of the pigment which was negative in humans 
over 60 years of age and positive in all the different age groups of dogs 
examined.

U n it e r m s : Cardiac lipofuscin*; Dog*; Lipofuscin, histochemistry*.
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