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K.R.P. 2016. [Histomorphometric analysis of cardiomyocytes and collagen deposition
in the heart muscle of ovariectomized rats.] Andlise histomorfométrica dos cardiomi-
ocitos e deposicdo de colageno no musculo cardiaco de ratas ooforectomizadas. Pesquisa
Veterindria Brasileira 36(3):216-220. Area de Morfologia, Departamento de Morfologia e Fi-
siologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros
s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: julianaarandas@hotmail.com

This study aimed to evaluate the effect of oophorectomy on the morphometric variables
of cardiomyocytes and quantification collagen in Wistar rats. Twenty rats were used and
divided into two groups: GI - ovariectomized and GII - sham-ovariectomized. After reco-
very from anesthesia the animals were housed in separate cages and under the conditions
of light / dark cycle 12/12h for a period of six months. After the experimental period, the
animals were anesthetized, the heart removed and immersed in 10% formaldehyde. The
fragments of the ventricles were subjected to histological analysis and stained with hema-
toxylin and eosin. Histomorphometric analysis (cell area and nuclear area and volume)
were performed by light microscopy and Image] software version 1.44. The data were sub-
mitted to ANOVA and when significant, complemented by Student’s t test (p<0.001). There
was a significant decrease in cellular and nuclear areas of the GI cardiomyocytes compared
to GII and the area occupied by collagen was greater in cardiac muscle GI, when compared
to GII. Therefore, it is concluded that the changes observed in the GI group cardiomyocytes,
suggest a higher apoptotic activity in this group, due to decreased serum estrogen levels
caused by ovariectomy and increased area occupied by collagen in oophorectomized group
is associated the cardioprotective effect of estrogen.

INDEX TERMS: Histomorphometric analysis, heart muscle, rats, apoptosis, estrogen, early
menopause, cardiac myocytes and collagen.

RESUMO.- Esse estudo objetivou avaliar o efeito da oofo-
rectomia sob os parametros histomorfométricos dos car-
diomi6citos e quantificagdo de coldgeno em ratas Wistar.
Vinte ratas foram utilizadas e separadas em dois grupos:
GI - ooforectomizada e GII - sham-ooforectomizada. Apés
a recuperacdo anestésica os animais foram acomodados
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em gaiolas e separados nas condi¢des de ciclo claro/escu-
ro 12/12h por um periodo de 6 meses. Passado o periodo
experimental, os animais foram anestesiados, o coragao re-
tirado e mergulhado em formaldeido a 10%. Os fragmentos
dos ventriculos foram submetidos ao processamento his-
toldgico e corados com hematoxilina e eosina. As analises
histomorfométricas (area celular e area e volume nuclear)
foram realizadas pelo microscépio de luz e software Image]
versdo 1.44. Os dados foram submetidos a analise ANOVA e
quando significantes, complementados pelo teste t de stu-
dent (p<0,001). Observou-se uma diminui¢do significativa
das areas celular e nuclear dos cardiomidcitos do grupo
GI quando comparado ao grupo GII, bem como a &rea ocu-
pada, pelo coldgeno, no musculo cardiaco foi maior em GI,
quando comparado a GII. Diante disso, conclui-se que as al-
teragdes observadas nos cardiomidcitos do grupo GI, suge-
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rem uma maior atividade apoptotica nesse grupo, devido a
diminuicdo dos niveis séricos do estrégeno provocado pela
ooforectomia e o aumento da area ocupada pelo colageno,
no grupo ooforectomizado, estd associada ao efeito cardio-
protetor do estrogeno.

TERMOS DE INDEXACAO: Histomorfométria, coracdo, ratas, apo-
ptose, estrogénios, menopausa precoce, miocitos cardiacos, cola-
geno.

INTRODUCAO

A menopausa é definida como sendo a ultima menstrua-
¢do, consequente a perda da fungio folicular ovariana ou a
remocao cirurgica dos ovarios, provocando alteracées hor-
monais no equilibrio entre estrégeno e progesterona o que
ocasiona inumeras mudangas no organismo feminino. Este
desequilibrio pode acarretar danos fisiolégicos, principal-
mente pela diminuicdo dos niveis séricos de estrégeno,
provocando atrofia urogenital e declinio cognitivo, assim
como, aumento do risco de doencas crénico-degenerativas,
que podem manifestar-se a curto, a médio e em longo pra-
zo. (Casanova & Spritzer 2007, Ceravolo et al. 2007)

Atualmente, muitos estudos indicam os efeitos causa-
dos ao organismo, devido a auséncia do estrégeno, porém
poucos sdo os trabalhos voltados para as alteragdes histo-
logicas no tecido cardiaco. Alguns defendem que o estré-
geno tem a capacidade de agir diretamente nos midcitos
cardiacos, por meio da agdo modulatéria negativa, na ex-
pressdo génica da proteina dos canais de calcio Ca* tipo L,
controlando a excitabilidade e contratilidade da membrana
dos cardiomidcitos, o que leva a uma redugao no risco de
arritmias, assim como de outras doengas cardiovasculares
(Johnson et al. 1997). Podendo atenuar o desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca por meio da expressao aumentada
do peptideo natriurético atrial, mediante sobrecarga de
pressdo (Van Eickels et al. 2001).

As mulheres apresentam uma incidéncia aumentada de
hipertrofia ventricular esquerda na pds-menopausa (Aga-
biti 2002). Além disso, outros efeitos do estrogénio sio os
envolvidos na sintese do coldgeno e da elastina, através da
modulacdo na expressao de seus genes e enzimas, reduzin-
do sua formacdo na matriz extra celular e aumentando a
vascularizagdo colateral, melhorando assim a perfusio te-
cidual, alongo prazo (Gerhard & Ganz 1995, Sullivan 1996).

Tendo em vista esses aspectos e diante das informacgoes
constantes na literatura acerca dos efeitos do estrogeno
sobre o tecido cardiaco, faz-se necessario um estudo mais
aprofundado sobre as alteracdes histofisiolégicas que a
menopausa pode provocar ao cora¢ao. Nesse sentido, obje-
tivou-se avaliar o efeito da ooforectomia sob os parametros
histomorfométricos dos cardiomiécitos e quantificacdo de
colageno em ratas Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 20 ratas de linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), adultas jovens com 2 meses de idade, pesando entre
100g e 200g, oriundas do Biotério do Departamento de Nutrigdo
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Durante o expe-
rimento os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com leito
de maravalha no Biotério do Centro Académico de Vitéria CAV/

UFPE, com temperatura ambiente controlada a 22°C e iluminagdo
artificial obtida com lampadas fluorescentes (modelo luz do dia
de 40 Watts), com fotoperiodo claro e escuro, recebendo agua fil-
trada e ragdo para ratos ad libitum.

Apos dez dias, os animais com ciclos estrais regulares foram
incluidos no estudo. Sendo distribuidos aleatoriamente entre dois
grupos: GI (animais ooforectomizados) e GII (animais sham-oofo-
rectomizados), e submetidos a ooforectomia ventral, segundo as
normas de vivisec¢do de animais descritas pelo Colégio Brasileiro
de Experimenta¢do Animal (COBEA), sob a lei n? 6638, de 8 de
maio de 1979. O biolégico foi aprovado pela Comissio de Etica e
de Uso Animal (CEUA) do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da
UFPE (parecer n? 23076.014664/2014-81).

Dez minutos antes do procedimento cirtrgico foi realizada a
medicac¢do antibiética (Ampicilina sédica) 20mg/kg por via intra-
peritoneal. A ooforectomia foi realizada com os animais perten-
centes a GI apds anestesia com 0,1 ml de xilazina (20mg/ml) e
quetamina (50 mg/ml) por 100 gramas de peso, por via intrape-
ritoneal. Os animais foram posicionados lateralmente para a loca-
lizagdo dos ovarios, o qual se distdncia 1cm da coluna vertebral
e 1cm abaixo da dltima costela. Foi realizada tricotomia manual
bilateralmente e antissepia com alcool 70% na regido a ser incisa-
da. Houve divulsdo dos planos adiposo e muscular subjacente até
a exposicdo do ovario. A ligadura foi realizada utilizando-se fio de
nylon seguindo a remogdo bilateral dos ovarios. Em seguida, os
orgdos removidos foram fixados em formol tamponado a 10% e
processados seguindo a técnica histolégica de rotina. Os animais
do grupo GII passaram pelos mesmos procedimentos cirdrgicos
descritos acima, porém nio sofreram remogao bilateral dos ova-
rios.

No periodo pds-operatério os animais de ambos os grupos
foram colocados em gaiolas isoladas para a recuperacdo anesté-
sica, com administracdo de dipirona 200mg/kg por via oral em
dose Unica. Apos a fase p6s-operatéria, os animais foram acomo-
dados em gaiolas e separados nas condig¢des de ciclo claro/escuro
12/12h por um periodo de 6 meses.

Ao término do periodo experimental, os animais foram nova-
mente anestesiados e ap6s toracotomia, o coragdo foi removido,
ainda com batimentos, sendo imediatamente seccionado per-
pendicularmente ao seu maior eixo separando a base do apice,
ao nivel dos ventriculos e mergulhado em formaldeido a 10%
neutro tamponado (NBF) por um periodo de 24h, para posterior
processamento histoldgico. Os coragdes foram incluidos em blo-
cos de parafina de tal maneira que fosse possivel realizar cortes
transversais nos ventriculos. Desses blocos, foram obtidos cortes
de 4 um, os quais foram corados por hematoxilina e eosina (HE),
e picrossirius para marcagio do coldgeno. Ao final da retirada dos
coragdes, os animais foram descartados segundo as normas vi-
gentes na UFPE/CAV.

As analises quantitativas e morfoldgicas foram realizadas no
Laboratdrio de Biotecnologia e FArmacos do Centro Académico de
Vitoria/UFPE. Para avaliacdo morfolégica utilizamos microscépio
de luz (Nikon Eclipse E200). Para a obten¢do dos dados morfo-
métricos, imagens de cortes transversais e longitudinais de feixes
musculares do ventriculo esquerdo foram capturadas através de
uma camera de alta resolu¢do (Moticam 2300) adaptada a mi-
croscopio de luz (Nikon Eclipse E200) que foram transmitidas ao
computador.

Para a avaliacdo das areas celulares e nucleares dos cardio-
midécitos foram obtidas 20 fotomicrografias de cada coracgdo, per-
fazendo um total de 200 imagens por grupo. Posteriormente, as
fotomicrografias foram analisadas através do software Image/
versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA.), sendo medidas as areas de 50 células
e seus respectivos nicleos por imagem no corte transversal, ja no
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corte longitudinal foi medido o volume nuclear através do maior
e do menor didmetro de 50 nucleos por imagem, sendo os valo-
res aplicados na seguinte féormula: v=a2.b/1,91 onde a=menor
diametro, b=maior didmetro e 1,91 é uma constante. Em seguida
foi realizada a quantificacdo de colageno, através do percentual
da 4rea composta por colageno. A andlise estatistica foi realizada
com o auxilio do programa SPSS 15.0 (Statistical Package for So-
cial. Sciences).

Os dados obtidos foram submetidos a anéalise de variancia
(ANOVA) e quando significantes, complementados pelo teste t de
student, para observar as possiveis diferencas entre os grupos. O
nivel de significincia foi fixado em 0,05 ou 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A anadlise histoldgica revelou que os cardiomidcitos de
ambos os grupos apresentaram organiza¢io estrutural ti-
pica, com células ramificadas contendo um a dois ntcleos
centralizados. Em cortes transversais foi possivel verificar
delicadas bainhas de tecido conjuntivo envolvendo as fi-
bras musculares, que veiculam vasos sanguineos e nervos
(Fig.1).

A analise morfométrica mostrou que tanto a area celu-
lar quanto a area nuclear dos cardiomiécitos do GI (animais
ooforectomizados) foram menores quando comparado ao

Fig.1. (A) Ventriculo esquerdo em corte transversal de GI (oofo-
rectomizada). (B) Ventriculo esquerdo em corte longitudinal
de GII (sham-ooforectomizada). Setas longas: cardiomidcitos
com nucleo centralizado. Seta curta: vaso sanguineo. (*): Teci-
do conjuntivo. HE, obj.40x.
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Fig.2. Valor médio percentual das areas celular (82,82%) e nucle-
ar (84,26%) do grupo ooforectomizado em comparagdo com
o grupo sham-ooforectomizado (100%). O volume nuclear do
grupo sham-ooforectomizado foi menor que o grupo ooforec-
tomizado em 5,89%.

GII (animais sham-ooforectomizados), sendo estatistica-
mente significativas (Fig.2). Enquanto que o volume nucle-
ar foi maior para os cardiomiécitos do GI, entretanto ndo
foi significativo.

Em relagdo a area ocupada pelo colageno foi verifica-
do que o GI apresentou maior area, quando comparado ao
GII, sendo essa medida estatisticamente significativa (valor
de p=0,001). Esses resultados encontram-se expressos no
Quadro 1.

Quadro 1. Média e desvio padrio, da area ocupada pelo
colageno, no coracio de ratas dos grupos Ooforectomizado
(GI) e Sham-ooforectomizado (GII)

Grupo Média Desvio padrao
Ooforectomizado (GI) 1,3803 1,28656
Sham-ooforectomizado (GII) 0,7956 0,69785

Valor de p=0,001.
DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o presente estudo evidenciam
uma diminui¢do das areas celular e nuclear dos cardiomi-
o6citos do GI, sugerindo uma maior atividade apoptdtica
neste grupo, uma vez que a célula em apoptose modifica
suas caracteristicas morfolégicas, o que acontece de modo
bastante rapido. E essas alteragdes sdo evidenciadas tanto
a nivel celular quanto nuclear como: a retragdo de forma
que causa a perda da aderéncia com a matriz extracelu-
lar e com as células vizinhas, a condensacdo da cromatina
concentrada proximo a membrana nuclear, que por vez se
mantém intacta. A membrana celular forma prolongamen-
tos, o nicleo decompde-se e estes prolongamentos se rom-
pem formando sacos com conteudo celular, denominados
de corpos apoptoéticos. Estes corpos sdo eficazmente fago-
citados por macro6fagos e retirados sem que ocorra reagio
inflamatéria no local (Ziegler & Groscurth 2004).

Em ratos, estrogénios atenuam a hipertrofia do miocar-
dio, o que resulta na diminuicdo dos indices de apoptose e
necrose dos cardiomidcitos, o que relaciona aos resultados
desse estudo, visto que a ooforectomia e, por conseqiiéncia,
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o declinio dos estrogenos, induziu a diminuicio das areas
celular e nuclear dessas células, indicando uma maior ativi-
dade apoptotica (Liou et al. 2010).

E conhecido na literatura atual que o estrégeno é capaz
de regular a expressdo génica através da ligagdo e intera-
¢do a receptores de estrogénio (ER) classicos, como o ER«a
(estrogen receptor alpha) e ER[B (estrogen receptor beta)
presentes no nucleo dos cardiomidcitos, que atuam como
fatores transcricionais operados por ligantes que se unem
ao DNA com auxilio de co-ativadores e co-repressores, al-
terando assim, a transcricdo da fita dupla (Murphy 2011).
O efeito do estrogeno pela regulacdo dos genes em ERa e
ERP pode variar de acordo com a diferenca da ligacdo de
co-ativadores e co-repressores (Kararigas et al. 2012).

Outros estudos evidenciam que o estrogénio também
pode se ligar a seus receptores presentes na membrana
plasmatica e ativar vias de sinalizacdo. O ERa tem demons-
trado estar também associado com a membrana plasmati-
ca, e a ligacdo do estrégeno é importante para ativar a via
de sinalizacdo do fosfoinositol-3-quinase (PI3K) (Kim et al.
2011). A via PI3K leva a ativacao de AKt (proteina quina-
se B ou PBK) é fundamental para sinalizacdo de sobrevi-
véncia celular, pois quando ativado fosforila e inibe os pré
apoptdticos B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e a proteina X (Bax)
(Liou et al. 2010). A Bcl-2 faz parte de uma familia de pro-
teinas que participa ativamente da regulacdo da apoptose,
podendo reprimi-la por impedir a liberagdo do citocromo
¢, ou induzi-la. Ja a Bax, é uma proteina pré apoptédtica
(Hengartner, 2000). Estudos demonstraram que Bcl-2 e
Bax possuem a capacidade de se unir formando homodi-
meros (Bcl-2-Bcl2 e Bax-Bax) e heterodimeros (Bcl-2-Bax),
sendo que o equilibrio entre estes podem definir o balango
pré apoptotico ou anti-apoptédtico na célula (Petros et al.
2004).

Por outro lado, esse estudo também elucidou uma maior
quantidade de deposicdo do colageno no musculo cardiaco
do grupo ooforectomizado (GI) e uma menor quantidade
no grupo controle sham-ooforectomizado (GII). Esses re-
sultados sdo semelhantes ao encontrado no estudo de Ca-
banelas et al. (2012).

Esse aumento da deposi¢do de colageno em GI pode ser
compreendido e relacionado a associagdo existente entre
o estrégeno e a musculatura cardiaca, ja que esse hormo-
nio apresenta efeitos cardioprotetores sincronizado dire-
tamente com o desempenho desse musculo. (Pines et al.
1993, Schierbeck et al. 2012). Com relacdo a esses efeitos
cardioprotetores do estrégeno, destaca-se a sua atuagdo no
metabolismo das lipoproteinas. Assim contribui no aumen-
to da producdo de HDL (lipoproteina de alta densidade) e,
em contrapartida, atua na degradagdo de LDL (lipoproteina
de baixa densidade) (Mendelsohn & Karas 1999a).

Diante disso, essas modificacdes podem ser ocasiona-
das devido ao remodelamento do musculo cardiaco que,
caso nao seja adaptado, pode gerar um risco no desenvol-
vimento de doencas cardiovasculares. Sendo assim, os es-
trogénios sdo agentes protetores contra a fibrose cardiaca.
Além disso, outros trabalhos também dao suporte a esse
mesmo raciocinio, visto que a reposicdo 17(-estradiol di-
minui a deposicdo de colageno tipo I no miocardio de ra-

tas, impedindo a fibrose perivascular (Xu et al. 2003, Volo-
shenyuk et al. 2010, Cabanelas et al. 2012).

Dessa forma, como o estrégeno apresenta esse efeito
cardioprotetor, a hipertrofia do musculo cardiaco pode
ocasionar a fibrose, devido a insuficiéncia desse hormonio,
cuja distribuicdo no organismo foi interrompida pela oo-
forectomia. Sendo que a fibrose interfere diretamente na
excitacdo-contracdo das células encontradas no musculo
cardiaco (cardiomiécitos) durante os processos de sistole
e diastole, causando rigidez e dificultado, em consequéncia,
o débito cardiaco. Portanto, a elevacdo na expressao dos
genes de colageno é caracteristica de ser encontrada no
miocardio que apresenta hipertrofia e, consequentemente,
a fibrose cardiaca (Manabe et al. 2002, Berk et al. 2007, Pe-
dram et al. 2008).

CONCLUSAO

Concluimos que as alteragoes ocorridas nos cardiomidcitos
do grupo ooforectomizado, indicam uma maior ativida-
de apoptoética neste grupo. Isso pode estar relacionado a
diminuicdo dos niveis séricos do estrégeno, por conta da
ooforectomia. Por outro lado, o aumento da area ocupada
pelo colageno, nesse mesmo grupo, esta associado ao efei-
to cardioprotetor que o estrégeno exerce sobre o musculo
cardiaco.
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