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The increase of heart collagen fibers in diabetics is a well known fact, but the conse-
quences are not defined. The aim was to quantify the cardiac collagen fibers in normal and
diabetic rats treated with vitamin C. We selected 32 Wistar rats, 16 diabetic animals in-
duced endovenously with streptozootocin, and 16 healthy animals, half of them, diabetics
and normals, were treated with vitamin C for 90 days. After the experimental proceeding,
the hearts were removed and processed accordingly to conventional protocol for optical
microscopy and specific staining for collagen. The results showed that the diabetic rats pre-
sented increase in the number of cardiac collagen fibers, but the ones treated with vitamin
C showed little accumulation of fibers. It could be concluded that treatment with vitamin C

is important for the prevention of heart failure in diabetic animals.

INDEX TERMS: Heart, collagen, Diabetes mellitus, vitamin C.

RESUMO.- O aumento do conteudo de fibras colagenas no
coragdo de diabéticos é um fato bastante conhecido, suas
conseqiiéncias ainda sdo objeto de estudo e causam certa
controvérsia, portanto este trabalho objetivou estudar a
variacdo na quantidade das fibras de colageno cardiacas
em animais normais e diabéticos tratados pela vitamina C.
Para isso foram selecionados 32 ratos Wistar, 16 diabéticos
induzidos pela injecdo endovenosa de estreptozootocina e
16 normais, sendo metade deles tratados com Vitamina C
(diabéticos e normais) por um periodo de 90 dias. Apos pe-
riodo experimental, os coragdes foram retirados e proces-
sados segundo protocolo convencional para microscopia
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optica e coloragdo especifica para colageno. Os resultados
mostram que animais diabéticos apresentam maior quan-
tidade de fibras de colageno cardiacas e que o tratamento
com a vitamina C determinou um menor acimulo na quan-
tidade dessas fibras.

TERMOS DE INDEXACAO: Coragdo, colageno, Diabetes mellitus,
vitamina C.

INTRODUCAO

O coracgdo apresenta um esqueleto de tecido conjuntivo que
sustenta e da inserc¢do a musculatura. Os tipos principais
de fibras de colageno presentes no intersticio do miocar-
dio sdo I, Il e V, sendo predominante o tipo I. Seu aumento,
no conteudo total, tem sido evidenciado com o avango da
idade e em determinados estados patoldgicos, tal como o
Diabetes mellitus.

Uma das principais causas de morte em diabéticos é a
isquemia cardiaca devida a lesGes das coronarias. Neles as
plaquetas tendem a agregar-se mais facilmente por causa
da glicolisacdo do coldgeno, ja que produzem um fator de
crescimento que estimula a proliferacdo das células mus-
culares dos vasos. Além disso, a glicolisacdo do coldgeno



2 Thiago Guerra Diniz et. al.

aumenta a espessura da membrana basal, estreitando os
Vasos.

Sabe-se que o acido ascorbico age como cofator na hi-
droxilagdo da prolina em coladgeno, e que também se faz
necessario na atividade funcional de fibroblastos e oste-
oblastos na formagdo de mucopolissacarideos do tecido
conjuntivo, do tecido 6sseo, da dentina e do cemento inter-
celular dos capilares. A falta de vitamina C leva a formacao
de colageno deficiente, fragilidade capilar e demora na ci-
catrizacao. Isto nos faz acreditar que ela tem papel ndo ape-
nas construtor, mas também regulador na transcricio de
algumas proteinas como principalmente das fibras colage-
nas, cuja sintese € influenciada pela presenca ou auséncia
de agentes redutores. Essas fibras sdo os principais com-
ponentes do tecido conjuntivo presente na lamina basal do
tecido endotelial, podendo ser a auséncia de vitamina C nos
tecidos dos diabéticos, a razdo da fragilidade capilar e car-
diovascular desses organismos.

0 4cido ascorbico possui atividade anti-oxidante e com-
bate a formacgao de radicais livres impedindo possiveis le-
sdes nas coronarias, além disso, o mesmo tende a diminuir
a formacdo de colageno retardando assim a fibrose cardi-
aca, fatos estes ainda ndo devidamente comprovados. Por
isso este foi o principal motivo que impulsionou este traba-
lho, que compara possiveis alteracées do colageno inters-
ticial cardiaco em animais sadios e diabéticos suplementa-
dos com acido ascoérbico na expectativa de responder aos
questionamentos a respeito da relacdo existente entre a
formacdo de coldgeno e o nivel de acido ascérbico.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste experimento utilizamos 32 ratos Wistar,
16 machos e 16 fémeas, que foram divididos em 4 grupos de 8
animais cada, sendo que 2 destes grupos eram constituidos por
animais controle e os outros 2 grupos eram constituidos por ani-
mais diabéticos induzidos através da administragdo de 100mg/kg
de peso de Streptozotocina®.

Um grupo dos animais controle e um grupo dos animais dia-
béticos induzidos receberam o tratamento com o Acido Ascérbico
através de gavagem, na dose de 20mg de Vitamina C por animal e
através da administracdo de 1 grama de Vitamina C diluida em 1
litro de agua oferecida nos bebedouros ad libitum.

Os animais diabéticos induzidos foram tratados com doses di-
arias de 0,1 Ul de insulina NPH, para controle da glicemia, evitan-
do-se um quadro agudo e fatal para os animais. O tratamento du-
rou 3 meses e apos este periodo os animais foram eutanasiados.

A eutanasia dos animais foi executada através da administra-
¢do 0,5ml de tiopental sédico na diluigao de 1g/20ml de soro fi-
siolégico, via endovenosa, utilizando a veia da cauda. Apds este
procedimento procedemos a retirada dos coragbes através da
abertura da caixa toracica dos animais.

Os coragoes foram imediatamente lavados e fixados em uma
solucdo de formol a 10% por um periodo de 48 horas, a seguir
foram submetidos ao tratamento histolégico convencional, sendo
cortados em 2 metades, abaixo das valvulas atrio-ventriculares,
evidenciando os dois ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) e
processados segundo a seqiiéncia convencional: desidratagdo,
diafanizacdo e inclusdo em blocos de Paraplast® . No final obtive-
mos 32 blocos contendo meio coracdo em cada bloco. Foram se-
lecionados duas laminas por bloco, sendo dois cortes por lamina,
perfazendo um total de 128 amostras analisadas.

Pesq. Vet. Bras. 31(Supl.1):1-6, dezembro 2011

As laminas foram coradas através da técnica do Picrosirius
Red, Van Gieson+Fucsina-Paraldeido para evidenciar as fibras
colagenas e, através da técnica Hematoxilina-Eosina (HE), para a
padronizacdo e identificagdo do material.

As laminas foram observadas com auxilio do microscépio 6p-
tico Axioscopio Zeiss® e os resultados foram analisados em micro-
computador com programa de morfometria especifico (KS-400
Zeiss®), seguindo as etapas de captagido da imagem, calibragio do
equipamento, engenharia da imagem (identificacdo da freqiiéncia
da cor do tecido estudado e a binariza¢do da imagem), mensura-
¢do dos campos e a listagem dos dados.

Padronizamos a leitura e a mensuragdo de trés campos de
cada corte correspondente ao ventriculo direito e trés campos, de
cada corte referente ao ventriculo esquerdo, perfazendo um total
de 768 leituras. Para efeito de mensuracdo foram desprezadas as
areas de tecido conjuntivo referentes ao epicardio, endocardio e
margens das artérias ou veias (perivascular). Em seguida proce-
deu-se a analise e a discussdo dos resultados.

Os dados foram agrupados segundo os grupos de origem, as
areas do coracgdo das quais eles eram provenientes, o peso dos
animais e a glicemias dos mesmos. Os dados adquiridos foram tra-
tados estatisticamente em programas compativeis com o ambien-
te Windows. Também utilizamos o teste de correlagdo de Pearson,
com nivel de significancia de 5%, para correlacionar as diferentes
variaveis.

RESULTADOS

Os 32 ratos utilizados e divididos em 4 grupos foram mo-
nitorados durante todo o experimento (3 meses) quanto ao
seu peso corporeo e sua glicemia tendo-se obtido os se-
guintes resultados, demonstrados como segue no Quadro
1 e Quadro 2:

Quadro 1. Peso (g)/glicemia (g/dL) dos machos no momento
da eutanasia

Machos CTT CNT DTT DNT
0 3742/98  472,6/110  4258/438  488,2/442
1 426,4/100  451,4/95  468,8/435  352,6/447
2 460,0/95  349,8/104  199,0/439  369,0/461
3 461,0/87 447,4/96  3764/433  372,2/436

Quadro 2. Peso(g)/glicemia(g/dL) das fémeas no momento
da eutanasia

Femeas CTT CNT DTT DNT
0 281,8/92 253,8/95 183,4/459 227,6/537
1 252,6/95 253,4/92 146,4/452 272,6/514
2 266,0/98 273,2/94 241,0/520 217,6/533
3 243,6/91 310,4/97 264,6/465 239,0/432

Grupos de animais controle tratados (CTT)
Dentre as fémeas deste grupo o peso médio foi de
241,68+16,58g, e sua glicemia média foi de 92,04+4,44mg/dl.
Ja entre os machos, o peso médio foi de 357,63+56,26g.
Sua glicemia média foi de 94,29+7,07mg/dl.

Grupos de animais controle nao tratados (CNT)
As fémeas deste grupo tiveram um peso médio de
248,24+20,43g. Sua glicemia média foi de 91,98+4,94mg/dl.
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Entre os machos deste grupo, o peso médio foi de
376,06+49,26g, e uma glicemia média de 429,86+12,62mg/
dl.

Grupos de animais diabéticos induzidos tratados (DTT)
Neste grupo, as fémeas tiveram um peso médio
de 213,15%22,33 gramas e uma glicemia media de
482,94+24,14mg/dl.
Contudo os machos deste grupo demonstraram um
peso médio de 343,80 +36,93 gramas. Ja sua glicemia apre-
sentou uma média de 429,86+12,62mg/dl.

Grupos de animais diabéticos induzidos nao tratados
(DNT)

As fémeas deste grupo apresentaram um peso médio de
232,85+20,07 gramas. A glicemia média das fémeas deste
grupo foi de 532,17+21,93mg/dl.

Os machos apresentaram um peso médio de 364,38
+38,91 gramas. Por fim a glicemia média deste grupo foi de
426,04+41,37mg/dl.

Quantificacdo de colageno

As Figuras 1a e 1b identificam o tecido cardiaco através
da coloragido de Hematoxilina-Eosina (HE). Mas, para a des-
cricdo dos resultados obtidos na quantificacdo do colageno

cardiaco, valemo-nos dos 16 animais que tiveram os cora-
¢oes submetidos ao tratamento histolégico convencional e
corados através da técnica do Picrosirius Red demonstrada
nas Figuras 1ce 1d.

Nesta quantificacdo pudemos verificar que entre o ven-
triculo direito dos animais CNT obtivemos uma concentra-
c¢do média de 1,25+0,64%. Ja no ventriculo esquerdo destes
animais pudemos encontrar uma concentracdo média de
1,87+0,82%.

No grupo CTT, o ventriculo direito dos animais apre-
sentava uma concentracdo média de colageno igual a 1,69
+0,63%. No ventriculo esquerdo destes animais a concen-
tracdo média era de 2,40+0,91%.

Entre o grupo DNT, o ventriculo direito dos animais
demonstrou uma concentracdo média de 1,86+0,87. Po-
rém no ventriculo esquerdo a concentracdo média era de
2,44+1,01%.

Por fim no grupo DTT o ventriculo direito apresentou
uma concentracdo média de 2,27 +0,89%. Por fim, no ven-
triculo esquerdo a concentragdo média era de 2,35+0,98.

Apés a obtengdo destes dados foi possivel correlaciona-
-los com o peso e a glicemia dos animais, medidos no mo-
mento da eutanasia, conforme mostram os Quadros 3 e 4.
Esta correlagdo foi realizada através do teste de correlagio
de Pearson.

:

C

Fig.1. (a) Tecido muscular cardiaco de ratos do grupo CNT, VE. HE, barra = 100um; (b) grupo DTT, VD. HE; (c) grupo CNT onde se evi-

D

denciam fibras de coldgeno em vermelho. Picrossirius red, barra = 50um; (d) grupo CNT onde se evidenciam fibras de colageno
polarizadas nas cores amarela e vermelha (tipo I) verde (tipo III). Picrossirius red.
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Nestes testes pudemos verificar que a correlagio exis-
tente entre a concentrac¢do de coldgeno no Ventriculo Direi-
to e o peso dos animais foi de -0,720 no grupo dos animais
CTT, no grupo dos CNT a correlacdo é de 0,921. Entre os
animais DTT esta correlacio é de 0,076 e nos animais DNT
apresentavam uma correlacdo de 0,754.

Quadro 3. Valores referentes a quantificacio do colageno
cardiaco (%) no ventriculo direito dos coracdes submetidos
ao tratamento histolégico convencional

Rato VD1 VD2 VD3 VD4 VD5 VD6 Média Desvio
VD Padrdo

CNTFO 0,948 0,406 0,667 0466 0,557 0,575 0,603 0,192
CNTF1 0,265 0,361 0,306 2,086 1,143 1,499 0943 0,756
CNTM2 0,445 0,954 0,536 2,636 2,538 2,674 1,631 1,094
CNTM3 1,369 2,459 1,283 1,827 1,536 2,346 1,803 0,501
CTTF2 0,618 2,508 0,508 1,331 2,103 2,194 1,544 0,853
CTTF3 1,570 2,814 1,719 2,033 2,191 3,560 2,315 0,749
CTTM2 2,098 1,709 0,936 1,644 0950 1,119 1,409 0,477
CTTM3 1,387 1,046 1,405 1,100 1,592 2,319 1,475 0,461
DNTF1 1,870 1,588 2,372 1,563 0,838 2,662 1,815 0,648
DNTF2 1,062 1,834 0,718 1,165 0,760 1,097 1,106 0,401
DNTM2 3,140 2,121 2,104 2,322 1,877 4,997 2,760 1,180
DNTM3 0,805 1,100 1,951 0,920 1,529 4,140 1,741 1,250
DTTF2 1,716 2,326 1,764 2,498 3,297 1912 2,252 0,600
DTTF3 2,247 1,393 1,024 0,711 1,288 1,597 1,377 0,526
DTTM2 1,772 2,731 3,221 4,889 2,023 2,070 2,784 1,161
DTTM3 1,388 4,870 2,969 2,216 1,621 2,939 2,667 1,261

Quadro 4. Valores referentes a quantificacio do colageno
cardiaco (5) no ventriculo esquerdo dos coragdes submetidos
ao tratamento histolégico convencional

Rato VE1l VE2 VE3 VE4 VE5 VE6 Média Desvio

VE  Padrdo
CNTFO 1,006 0,942 0,641 2,649 3,043 4,169 2,075 1,169
CNTF1 0,599 1,631 1,123 2,034 0979 2,322 1,448 0,661
CNTM2 1,216 1,751 1,126 2,272 2,259 2,805 1,905 0,795
CNTM3 3,066 1,990 1,283 1,279 1,843 2,805 2,044 0,664
CTTF2 1,627 2,879 2,634 2,884 1,816 3,315 2,526 0,867
CTTF3 4,155 3,475 4,117 4,609 4,971 2,258 3,931 1,249
CTTM2 1,246 1,377 1,797 1,033 3,488 2,795 1,956 0,770
CTTM3 2,958 1,949 0,780 0,106 0,513 0,802 1,185 0,742
DNTF1 5999 1,995 3,277 1,629 0,740 1,850 2,582 1,302
DNTF2 2,896 2,440 2,860 2,186 3,187 2,502 2,678 0,934
DNTM2 3,422 2,754 3,004 1,548 2,002 2,265 2,499 0,908
DNTM3 2,575 1,385 2,716 0,803 1,856 2,750 2,014 0,913
DTTF2 5,688 1,791 2,561 1,364 2,870 4,273 3,091 1,237
DTTF3 2,514 1,541 1,174 0939 2435 0,652 1,543 0,617
DTTM2 3,016 1,768 1,118 4,392 3,940 3,581 2,969 1,128
DTTM3 1,905 1,794 1,537 2,311 1,313 1,969 1,805 0,928
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Na correlacdo entre a concentragio do colageno no ven-
triculo esquerdo e o peso dos animais, pudemos verificar
que entre os animais do grupo CTT esta correlacdo é de
-0,862. Nos animais CNT o valor desta correlacdo é 0,469,
entre os animais DTT a correlacdo é igual a -0,661 e entre
os animais DNT esta correlacdo é de -0,748.

Realizou-se também a correlagdo entre a concentragao
de colageno no ventriculo direito e a glicemia dos animais,
e entre os animais do grupo CTT esse valor era de -0,720.
Os animais CNT apresentaram uma correlacao de 0,566, os
do grupo DTT obtiveram um valor de -0,357 e os animais
DNT obtiveram uma relagdo igual a -0,576.

E por fim correlacionou-se também a concentragio
de colageno no ventriculo esquerdo e a glicemia dos ani-
mais. Nesta correlagdo o grupo CTT apresentou um valor
de 0,238, o grupo CNT teve uma correlagao igual a 0,397.
Ja entre os animais diabéticos induzidos, o grupo DTT teve
uma correlacdo de 0,447 e o grupo DNT teve uma correla-
¢do de 0,874.

Para efeito de comparacdo, determinamos a quantidade
de fibras colagenas nas areas perivasculares, desprezadas
para fins de resultados e discussdes, onde encontramos os
seguintes resultados: animais do grupo CNT apresentaram
4,05% de fibras colagenas, o grupo CTT apresentou 4,16%
de fibras, o grupo DNT 7,96% e o grupo DTT 6,39%; fato
este que denota uma acumulacdo de fibras colagenas peri-
vasculares segundo a presenca do diabetes.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os trabalhos morfoldgicos que analisam aspectos quantita-
tivos tém teor importante pois oferecem precisado e acura-
cia no estabelecimento de conceitos ou no subsidiamento
de conhecimentos morfolégicos.

Nossas observagdes quanto ao comportamento do teci-
do conjuntivo cardiaco sdo concordantes com aquelas des-
critas por Gay & Miller (1978), Nickel et al. (1981), Dyce et
al. (1987) Montes & Junqueira (1988), Weber (1989), Jun-
queira & Carneiro (1995); no entanto vale ressaltar que as
referidas citagdes sdo fontes descritivas, ora das estruturas
em estudo, ora do drgdo como um todo e mesmo de impor-
tancia funcional, mas em nenhum momento, fazem meng¢ao
a aspectos quantitativos, tais como os por nés estudados.

Conforme Medugorac (1980), Borg & Caufield (1981),
Medugorac (1982), Medugorac & Jacob (1983), Robinson
et al. (1983), Weber (1989) e Janicki et al. (1995), Legrice
et al. (1995), Rossi et al. (1998), Prado et al. (2003), Be-
nedicto & Bombonato (2003) e Leite et al. (2004), o co-
lageno esta presente no miocardio em relativa pequena
quantidade, 2 a 4 % do total do volume miocardico, e é a
proteina estrutural mais abundante da rede de tecido con-
juntivo. Estdo entremeados, em grande quantidade, entre
0 coragdo e entre a aorta e a artéria pulmonar, podem ser
encontrados também entre a musculatura atrial e ventricu-
lar e entre pacotes de midcitos e envolvendo os midcitos,
individualmente (Macchiarelli et al. 2002). Sdo importan-
tes pré-requisitos para o bom funcionamento do coracio,
sendo responsaveis pelo mecanismo ventricular, contracdo
e relaxamento cardiaco. Pudemos verificar em nosso traba-
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lho que a concentracdo de coladgeno ventricular é propor-
cional a variacdo de coldgeno em cada segmento, ventriculo
direito ou esquerdo, conforme citado pelos autores acima
e, também, pode variar com a idade, estados patolégicos e
fisiolégicos compensatorios, que sdo temporarios.

Sobel & Marmorston (1956), Clausen (1963), Wezar
(1964); Medugorac (1982), Dolber & Spach (1987), e De-
bessa et al. (2001) em seus trabalhos demonstraram que a
idade é um fator estimulante da deposicdo de colageno car-
dfaco, pois quanto mais velho é o animal maior a quantida-
de coldgeno cardiaco e, conseqiientemente, maior o seu ris-
co de morte devido a algum acidente cardiovascular. Além
disso, os trabalhos de Becker e Anderson (1983), Thomas
(1987) e Debessa et al. (2001) mostram e reforcam a idéia
que ha modifica¢des na quantidade e qualidade do colage-
no cardiaco determinadas por um remodelamento muscu-
lar cardiaco; no entanto Burgess (2001) refere-se a fibrose
cardiaca como sendo o fator determinante das alteracdes
cardiacas. No nosso trabalho obtivemos informagdes com-
plementares as destes autores, pois verificamos que houve
aumento da quantidade de colageno cardiaco em animais
diabéticos e, ainda, encontramos a influéncia do peso na
deposicdo do colageno cardiaco, ou seja, os animais mais
pesados tinham uma maior concentracdo de colageno car-
diaco. Outra informagao pertinente se refere ao tratamento
com a vitamina C, pois, animais tratados tiveram menor in-
dice de acumulacgdo de colageno que animais ndo tratados,
fato esse importantissimo quando da decisdo de tratar ou
nao os animais.

Ja Rubler et al. (1972), Arduino (1973), Regan et al.
(1974), Kannel & Mcgee (1979), Koltai et al. (1984), Chen
(2000), Bell (2003) e Gilles (2003) sdo autores que descre-
veram a etiologia, a patologia e a sintomatologia do Dia-
betes mellitus, que foi a doenca de estudo deste trabalho.
Goodfellow (1997), Neckar et al. (2001), referem-se ao acu-
mulo de colageno em coragdes diabéticos ser o principal
fator pela alteragdo funcional do miocardio. Silva (1995)
descreve que o diabetes pode desencadear a Miocardio-
patia dilatada e associado aos estudos de Pogatsa (1979)
concordam que ha aumento no acimulo de coldgeno car-
diaco. Todos eles foram enfaticos ao relatarem que os indi-
viduos com esta endocrinopatia estdo mais susceptiveis a
doencas do sistema cardiovascular e a alteragoes do tecido
conjuntivo cardiaco. Estas afirmagdes sdo compativeis com
os achados em nosso trabalho, pois concluimos que o dia-
betes, 0 aumento do peso e as altas taxas glicémicas foram
fatores determinantes também na acumulagdo de colageno
e que a suplementagao de vitamina C promove a diminui-
¢do desse acumulo, concordando com o trabalho de Faria
etal. (2004).

Lewis et al. (1990), Pond et al. (1995), Lindsay et al.
(1998) e Faria et al. (2004) foram fontes utilizadas para
descrever as funcdes, constituicdo e fontes de obtencio do
acido ascorbico, que foi o tratamento utilizado nos animais
deste estudo.

Segundo Lewis et al. (1990) a vitamina C estimula a sin-
tese do colageno através da ativagdo da enzima Colageno
Prolina Hidroxilase, contida nos fibroblastos. Porém em
nosso trabalho encontramos bases para dizer que o tra-

tamento com a vitamina C impediu um maior aumento da
acumulacdo de coldgeno se comparados animais tratados e
ndo tratados, mas ndo foi tdo efetiva quanto esperavamos.
Talvez essa eficiéncia parcial seja pelo tempo de tratamento
e inducao dos animais. Fato este importante na continua-
¢do de estudos com uso da vitamina C em doses variadas e
por tempo mais prolongado.

Em face aos resultados apresentados e os argumentos
discutidos viemos por concluir que houve aumento na con-
centracdo de fibras colagenas nos animais diabéticos se
comparados aos animais normais e que o tratamento com
avitamina C impediu um maior aumento da acumulagio de
coldgeno comparando animais tratados e ndo tratados, mas
nao foi tdo efetiva do ponto de vista quantitativo. O peso e a
glicemia, também, influenciaram positivamente na deposi-
¢do do colageno, ou seja, quanto maior o peso ou a glicemia
maior a quantidade de colageno cardiaco depositada.
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