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RESUMO

Introducdo: Com acumulo subintimal de lipidios e materiais fibroso presentes na DAOP ocorre
reducdo do fluxo sanguineo e consecutivas anormalidades musculoesqueléticas e nervosas
associadas, as quais geram as principais manifestacdes clinicas dos portadores, como:
claudicacdo intermitente, dor isquémica em repouso e em ultima estdncia gangrena que
necessita de amputacdo. Objetivo: verificar as alteracbes que a doenca arterial obstrutiva
periférica causa na musculatura dos membros inferiores em coelhos, tendo em vista 0 melhor
entendimento das alteragdes macroscépicas e microscopicas. Material e método: O estudo é do
tipo experimental. Onde foram coletadas as amostras de 18 animais, que foram randomizados
em dois grupos: G1 — grupo controle (apenas racao) e G2 (racdo mais gema). Seguidamente a
eutanasia foi removido parte do musculo séleo, a partir de uma dissec¢édo da face posterior da
pata posterior esquerda.Com as amostras em mdaos deu-se inicio a etapa de preparacdo das
laminas para analise histoldgica com fragmentos musculares, seguindo protocolos de rotina
laboratorial. Resultado: A andlise das laminas histopatoldgicas revelou notaveis alteracdes
morfologicas no tecido muscular, caracterizadas pelo aumento das células adiposas e atrofia
muscular, além do desarranjo da arquitetura, no grupo alimentado com ragéo e gema (G2), em
comparacdo com o grupo controle (G1) que recebeu exclusivamente racdo. Esses achados
destacam claramente os efeitos prejudiciais de uma dieta rica em lipidios na estrutura e fungéo
muscular. Conclusdo: os resultados das laminas histopatoldgicas confirmam o impacto negativo
de uma dieta rica em lipidios na estrutura muscular, o que ressalta a importancia de
investigacOes adicionais para aprofundar nossa compreensdo desses efeitos e seus possiveis
desdobramentos clinicos.

Palavras-chave: musculo, Aterosclerose, hipercolesterolemia, membro inferior.

ABSTRACT

Introduction: With the subintimal accumulation of lipids and fibrous materials present in
PAOD, there is a reduction in blood flow and consecutive associated musculoskeletal and
nervous abnormalities, which generate the main clinical manifestations of patients, such as:
intermittent claudication, ischemic pain at rest and, ultimately, gangrene. requiring amputation.
Obijective: to verify the changes that peripheral arterial obstructive disease causes in the muscles
of the lower limbs in rabbits, with a view to better understanding the macroscopic and
microscopic changes. Material and method: The study is experimental. Where samples were
collected from 18 animals, which were randomized into two groups: G1 — control group (food
only) and G2 (food plus yolk). Following euthanasia, part of the soleus muscle was removed,
from a dissection of the posterior surface of the left hind paw. With the samples in hand, the
stage of preparing the slides for histological analysis with muscle fragments began, following
routine laboratory protocols. Result: Analysis of histopathological slides revealed notable
morphological changes in muscle tissue, characterized by an increase in adipose cells and
muscle atrophy, in addition to architectural disruption, in the group fed with chow and yolk
(G2), compared to the control group (G1 ) who received exclusively food. These findings
clearly highlight the detrimental effects of a high-lipid diet on muscle structure and function.
Conclusion: the results of the histopathological slides confirm the negative impact of a diet rich
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in lipids on the muscle structure, which highlights the importance of additional investigations
to deepen our understanding of these effects and their possible clinical consequences.

Keywords: muscle, Atherosclerosis, hypercholesterolemia, lower limb.

1 INTRODUCAO

A doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) dos membros inferiores representa uma
obstrucdo arterosclerética dos segmentos aortoiliacos até as artérias mais crurais (CRIQUI et
al, 2021). Acomete mais de 200 milhdes de pessoas no mundo, diminuindo a capacidade
funcional do individuo e com impacto significativo na morbimortalidade (ANNEX, B. H.;
COOKE, J. P, 2021). A DAORP ¢ a terceira maior causa de morbidade cardiovascular, ap6s da
doenca arterial coronariana e o acidente vascular encefalico (ANEXO, BRIAN H E JOHN P
COOKE, 2021). Contudo, o diagnostico e o tratamento sdo muitas vezes negligenciados, com
um numero insuficiente de ensaios clinicos para uma patologia desta magnitude.

Os fatores de risco como tabagismo, diabetes, dislipidemia, hipertensdo podem
aumentar as chances de o paciente adquirir a DAOP, mas ndo sé esses fatores que elevam essa
possibilidade. Um estilo de vida sedentario sem a préatica de atividades fisicas também eleva o
risco dessa pessoa adquirir essa enfermidade (KIM et al, 2020). O tabagismo e o diabetes s&o
fatores, particularmente, fortes que se relacionam com o desenvolvimento da doenca. O
diabetes complica os resultados da DAOP, aumenta em 3x a possibilidade de o paciente
desenvolvé-la (ELE et al, 2021). Ja o tabagismo aumenta em 2x a possibilidade de desenvolver
a doenca e, ao parar de fumar, o paciente precisaria esperar 20 anos para que 0 Seu risco chegue
a se igualar com o de um nédo fumante (CRIQUI et al 2021). Valor elevado de colesterol total e
baixo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) também aumentam a possibilidade da
instalacdo da DAOP no paciente, como também os niveis de apolipoproteina B e lipoproteinas
sdo fatores independentes (TAKAHARA, 2021). As lipoproteinas ricas em triglicerideos geram
risco ao paciente de desenvolver DAOP, como também, pequenas particulas de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) foram associadas com a doenca (BRAGADEESH et al, 2015).

Em relacdo a epidemiologia brasileira, foi visto uma prevaléncia global de 1,05% de
DAOP na populagéo acima de 18 anos, aumentando com o avancar da idade, em que o pico foi
de 11,5% em pessoas acima de 70 anos. Tem-se uma prevaléncia no sexo feminino (58,8%), de
etnia branca (70,6%), com o IMC médio de 28,7%, circunferéncia abdominal média de 100cm,

hemoglobina glicada média de 6,5%, LDL-C de 122 e Triglicerideos de 141,1. Em relac¢&o aos
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fatores de risco no pais, 58,8% possuem o histdrico de tabagismo, 41,2% séo diabéticos e 76,5%
sdo classificados como sedentarios (RAFAEL et al, 2018).

Individuos que desenvolvem doencas cardiovasculares possuem algum tipo de
dislipidemia, que é fator de risco para desenvolvimento de aterosclerose (OLIVEIRA et al.,
2021). Dietas rica em colesterol, sobretudo com a utilizag&o de gema de ovo tem sido a maneira
mais eficaz de induzir aterosclerose (DA SILVA, DOS SANTOS e RODRIGUES, 2023).

Com acumulo subintimal de lipidios e materiais fibroso presentes na DAOP ocorre
reducdo do fluxo sanguineo e consecutivas anormalidades musculoesqueléticas e nervosas
associadas, as quais geram as principais manifestacdes clinicas dos portadores, como:
claudicacdo intermitente, dor isquémica em repouso e em ultima estdncia gangrena que
necessita de amputacdo (WEISS et al, 2013). Os principais vasos acometidos sdo as iliacas,
femorais, popliteas, tibiais e alguns ramos desses vasos. A avaliacdo inicial precisa incluir
anamnese e exame fisico completo, associado a indice tornozelo-braquial para confirmar o
diagnostico (CRIQUI et al 2021).

Portadores de DAOP apresentam prejuizo da funcdo muscular esquelética devido a
isquemia muscular, sendo uma das caracteristicas clinicas mais notaveis a atrofia muscular dos
membros inferiores com acumulo de tecido adiposo, especialmente os musculos gastrocnémio
e soleo, em que esses distUrbios séo fortes preditores de mortalidade (WEISS et al, 2013).
InvestigacOes anatomopatoldgicas da panturrilna mostram uma &rea transversal menor das
fibras tipo | e Il, bem como o aumento intramuscular de colageno, provavelmente devido a
alteracdes nas sinaliza¢fes nas vias das proteases (KOUTAKIS et al, 2015). Em conjuntura,
devido aos distarbios microcirculatérios, ocorrem desmielinizacdo e denervacdo na juncao
neuromuscular, contribuindo para fraqueza, menos uso daquele grupamento muscular e atrofia
subsequente (WEISS et al, 2013). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi verificar as
alteracdes que a doenca arterial obstrutiva periférica causa na musculatura dos membros
inferiores em coelhos, tendo em vista 0 melhor entendimento das alteracGes macroscépicas e

microscopicas.

2 MATERIAL E METODO

O estudo é do tipo experimental e teve a liberagdo do comité de ética animal da
UNCISAL (CEUA), registrado sob o protocolo de nimero 002/2018. Parte do estudo ja foi
executado entre 0s meses de janeiro a maio de 2022, no biotério da UNCISAL/AL.

A amostra foi constituida de 18 animais, coelhos albinos Nova Zelandia, que foram

randomizados em dois grupos: G1 — grupo controle (apenas ragdo) e G2 (racdo mais gema). O
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grupo G2 teve a inducdo de hipercolesterolemia por meio da administragéo de 20 ml de gema
de ovo diariamente por 99 dias. A administracdo era feita intraoral usando uma seringa de 20
ml.

No 100° dia de procedimento os animais foram eutanasiados seguindo protocolo comum
no biotério usando cetamina, xilazina, tiopental e por fim cloreto de potéssio. As doses ajustadas
de acordo com o peso dos animais. Seguidamente a eutanésia foi removido o musculo séleo, a
partir de uma disseccdo da face da pata esquerda, sendo entdo colocado numa solucdo de
formalina para conservacao.

A preparacdo das laminas seguiu o seguinte protocolo: fixacdo com formalina neutra
tamponada; desidratacdo com alcool em concentracGes crescentes (70%, 80%, 95% e 100%);
Clarificagdo em que a amostra foi imersa em xileno; incluséo feita com parafina derretida; Corte
feito em micrétomo; Desparafinizacdo feitas com banhos de xileno e alcool; Coloracdo com

Hematoxilina e Eosina: Montagem e observacao das laminas em microscopia optica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao examinarmos as pecas macroscopicamente, foi evidenciado uma diferenca entre 0s
dois grupos, em que o grupo G2 teve diminuicao de rigidez muscular a digitopresséo.

Na avaliacdo feita através da microscopia Optica no grupo controle, as laminas
musculares desses roedores exibem uma organizagdo histoldgica tipica, com as fibras
musculares apresentando padrées normais de alinhamento e arranjo, sem evidencias de atrofias
ou degeneracdo, com estriacfes longitudinais e transversais caracteristicas de uma estrutura
muscular saudavel, ndo ha sinais de inflamacdo ou fibrose e possuem uma coloragdo e
distribuicdo muscular homogénea.

Podemos caracterizar a musculatura esquelética do musculo séleo sendo suas fibras
organizadas em feixes paralelos, 0 que acaba por dar uma aparéncia listrada ao mesmo, por
possuir miofibrilas que possuem disposic¢do regular dentro do masculo. E como é comum nos
mamiferos, eles também possuem as fibras tipo 1 e 2, sendo a primeira de contracao lenta, sendo
normalmente utilizada para postura do animal, enquanto as do tipo 2 sdo fibras de contracdo
rapida, sendo utilizadas para saltos e corridas (ROSS, 2021).

As figuras 1 e 2 sdo laminas dos coelhos do grupo G1, os quais ndo possuiam nenhuma

alteracdo patoldgica muscular, sendo esses alimentados apenas com racao.
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Figura 1. Fibras musculares dentro da normalidade

Fonte: Autores (2023)

Figura 2. Fibras musculares dentro da normalidade

Fonte: Autores (2023).
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As figuras 3 e 4 sdo laminas feitas de area de sec¢édo transversal do musculo s6leo dos
coelhos do grupo G2, os quais possuiam alteracdo patoldgica muscular, sendo esses

alimentados com gema de ovo e racdo.

Figura 3. Infiltrado gorduroso presente no citoplasma das fibras musculares com atrofia e maior distanciamento
entre elas.

o

Fonte: res (2023).

Figura 4. Infiltrado gorduroso presente no citoplasma das fibras musculares com atrofia e maior distanciamento
entre elas. Entre os fasciculos musculares é evidente 0s inimeros vacuolos lipidicos.

Fonte: Autores (2023).
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Foi evidente no tecido Muscular: Os fasciculos musculares estdo com aparéncia
cilindrica e estriagOes transversais caracteristicas com areas de acumulo de material eosinofilico
no citoplasma das fibras, indicando a presenca de gordura, representada por pequenos vacuolos
de lipideos de tamanhos variados distribuidos dentro do citoplasma das fibras musculares. Em
adicdo, e evidente a atrofia muscular associada.

Foi evidente nos nucleos: Estdo localizados na periferia das células e exibem um padréo
oval caracteristico. Eles estdo preservados na regido com infiltracdo gordurosa.

Foi evidente o desarranjo do Tecido Muscular: Devido a presenca de gordura nas fibras
musculares, observam-se areas em que ocorre um desarranjo na disposicdo das fibras
musculares, podendo afetar a funcdo contréatil do masculo.

A lamina histol6gica do musculo s6leo com infiltracdo gordurosa revela alteragdes
patoldgicas associadas ao acumulo de gordura no citoplasma das fibras musculares. Essa
condicdo, conhecida como miopatia lipidica, pode ser resultado de diferentes condicdes,
incluindo doengas metabolicas como a hiperlipidemia presente no grupo G2. A presenca de
infiltracdo gordurosa pode comprometer a fungéo contratil do masculo e, em alguns casos, levar

a sintomas clinicos.

4 CONCLUSAO

A andlise das laminas histopatoldgicas revelou notaveis alteracdes morfoldgicas no
tecido muscular, caracterizadas pelo aumento das células adiposas e atrofia muscular, além do
desarranjo da arquitetura, no grupo alimentado com racdo e gema (G2), em compara¢do com o
grupo controle (G1) que recebeu exclusivamente racéo. Esses achados destacam claramente 0s
efeitos prejudiciais de uma dieta rica em lipidios na estrutura e fungdo muscular.

A influéncia da dieta hiperlipidica na funcdo muscular € evidente, e esses efeitos podem
resultar em diversas manifestacdes clinicas em qualquer espécie. Portanto, os achados
anatomopatoldgicos desse estudo constituem uma importante base para estimular pesquisas
mais abrangentes e avancar 0 conhecimento nessa area.

Apesar de terem sido identificadas algumas alteragdes nas laminas do grupo controle
(G1), seria altamente recomendavel aumentar o tamanho da amostra para possibilitar uma
comparagao mais solida e abrangente. Alem disso, a auséncia da microscopia eletrénica neste
estudo representa uma limitacéo, pois essa tecnica poderia oferecer dados mais precisos sobre
as alteracGes especificas em microestruturas celulares. Uma analise mais completa poderia
fornecer uma compreensdo mais precisa dos efeitos adversos da dieta hiperlipidica na

morfologia muscular.
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Em conclusdo, os resultados das laminas histopatoldgicas confirmam o impacto
negativo de uma dieta rica em lipidios na estrutura muscular, o que ressalta a importancia de
investigacOes adicionais para aprofundar nossa compreensdo desses efeitos e seus possiveis

desdobramentos clinicos.
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