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RESUMO.- Esse estudo objetivou avaliar o efeito da oofo-
rectomia sob os parâmetros histomorfométricos dos car-
diomiócitos e quantificação de colágeno em ratas Wistar. 
Vinte ratas foram utilizadas e separadas em dois grupos: 
GI – ooforectomizada e GII – sham-ooforectomizada. Após 
a recuperação anestésica os animais foram acomodados 

em gaiolas e separados nas condições de ciclo claro/escu-
ro 12/12h por um período de 6 meses. Passado o período 
experimental, os animais foram anestesiados, o coração re-
tirado e mergulhado em formaldeído a 10%. Os fragmentos 
dos ventrículos foram submetidos ao processamento his-
tológico e corados com hematoxilina e eosina. As análises 
histomorfométricas (área celular e área e volume nuclear) 
foram realizadas pelo microscópio de luz e software ImageJ 
versão 1.44. Os dados foram submetidos à análise ANOVA e 
quando significantes, complementados pelo teste t de stu-
dent (p<0,001). Observou-se uma diminuição significativa 
das áreas celular e nuclear dos cardiomiócitos do grupo 
GI quando comparado ao grupo GII, bem como a área ocu-
pada, pelo colágeno, no músculo cardíaco foi maior em GI, 
quando comparado a GII. Diante disso, conclui-se que as al-
terações observadas nos cardiomiócitos do grupo GI, suge-
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rem uma maior atividade apoptótica nesse grupo, devido à 
diminuição dos níveis séricos do estrógeno provocado pela 
ooforectomia e o aumento da área ocupada pelo colágeno, 
no grupo ooforectomizado, está associada ao efeito cardio-
protetor do estrógeno.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Histomorfométria, coração, ratas, apo- 
ptose, estrogênios, menopausa precoce, miócitos cardíacos, colá-
geno.

INTRODUÇÃO
A menopausa é definida como sendo a última menstrua-
ção, consequente à perda da função folicular ovariana ou à 
remoção cirúrgica dos ovários, provocando alterações hor-
monais no equilíbrio entre estrógeno e progesterona o que 
ocasiona inúmeras mudanças no organismo feminino. Este 
desequilíbrio pode acarretar danos fisiológicos, principal-
mente pela diminuição dos níveis séricos de estrógeno, 
provocando atrofia urogenital e declínio cognitivo, assim 
como, aumento do risco de doenças crônico-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 à ausência do estrógeno, porém 
poucos são os trabalhos voltados para as alterações histo-
lógicas no tecido cardíaco. Alguns defendem que o estró-
geno tem a capacidade de agir diretamente nos miócitos 
cardíacos, por meio da ação modulatória negativa, na ex-
pressão gênica da proteína dos canais de cálcio Ca+ tipo L, 
controlando a excitabilidade e contratilidade da membrana 
dos cardiomiócitos, o que leva a uma redução no risco de 
arritmias, assim como de outras doenças cardiovasculares 
(Johnson et al. 1997). Podendo atenuar o desenvolvimento 
da hipertrofia cardíaca por meio da expressão aumentada 
do peptídeo natriurético atrial, mediante sobrecarga de 
pressão (Van Eickels et al. 2001).

As mulheres apresentam uma incidência aumentada de 
hipertrofia ventricular esquerda na pós-menopausa (Aga-
biti 2002). Além disso, outros efeitos do estrogênio são os 
envolvidos na síntese do colágeno e da elastina, através da 
modulação na expressão de seus genes e enzimas, reduzin-
do sua formação na matriz extra celular e aumentando a 
vascularização colateral, melhorando assim a perfusão te-
cidual, a longo prazo (Gerhard & Ganz 1995, Sullivan 1996).

Tendo em vista esses aspectos e diante das informações 
constantes na literatura acerca dos efeitos do estrógeno 
sobre o tecido cardíaco, faz-se necessário um estudo mais 
aprofundado sobre as alterações histofisiológicas que a 
menopausa pode provocar ao coração. Nesse sentido, obje-
tivou-se avaliar o efeito da ooforectomia sob os parâmetros 
histomorfométricos dos cardiomiócitos e quantificação de 
colágeno em ratas Wistar.

MATERIAL E MÉTODOS
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 Nutrição 
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Durante o expe-
rimento os animais foram mantidos em gaiolas plásticas com leito 
de maravalha no Biotério do Centro Acadêmico de Vitória CAV/

UFPE, com temperatura ambiente controlada a 22°C e iluminação 
artificial obtida com lâmpadas fluorescentes (modelo luz do dia 
de 40 Watts), com fotoperíodo claro e escuro, recebendo água fil-
trada e ração para ratos ad libitum.

Após dez dias, os animais com ciclos estrais regulares foram 
incluídos no estudo. Sendo distribuídos aleatoriamente entre dois 
grupos: GI (animais ooforectomizados) e GII (animais sham-oofo-
rectomizados), e submetidos a ooforectomia ventral, segundo as 
normas de vivisecção de animais descritas pelo Colégio Brasileiro 
de Experimentação Animal (COBEA), sob a lei nº 6638, de 8 de 
maio de 1979. O biológico foi aprovado pela Comissão de Ética e 
de Uso Animal (CEUA) do Centro de Ciências Biológicas (CCB) da 
UFPE (parecer nº 23076.014664/2014-81).

Dez minutos antes do procedimento cirúrgico foi realizada a 
medicação antibiótica (Ampicilina sódica) 20mg/kg por via intra-
peritoneal. A ooforectomia foi realizada com os animais perten-
centes a GI após 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-
lização dos ovários, o qual se distância 1cm da coluna vertebral 
e 1cm abaixo da última costela. Foi realizada tricotomia manual 
bilateralmente e antissepia com álcool 70% na região a ser incisa-
da. Houve divulsão dos planos adiposo e muscular subjacente até 
a exposição do ovário. A ligadura foi realizada utilizando-se fio de 
nylon seguindo a remoção bilateral dos ovários. Em seguida, os 
órgãos removidos foram fixados em formol tamponado a 10% e 
processados seguindo a técnica histológica de rotina. Os animais 
do grupo GII passaram pelos mesmos procedimentos cirúrgicos 
descritos acima, porém não sofreram remoção bilateral dos ová-
rios.

No período pós-operatório os animais de ambos os grupos 
foram colocados em gaiolas isoladas para a recuperação anesté-
sica, com administração de dipirona 200mg/kg por via oral em 
dose única. Após a fase pós-operatória, os animais foram acomo-
dados em gaiolas e separados nas condições de ciclo claro/escuro 
12/12h por um período de 6 meses.

Ao término do período experimental, os animais foram nova-
mente anestesiados e após toracotomia, o coração foi removido, 
ainda com batimentos, sendo imediatamente seccionado per-
pendicularmente ao seu maior eixo separando a base do ápice, 
ao nível dos ventrículos e mergulhado em formaldeído a 10% 
neutro tamponado (NBF) por um período de 24h, para posterior 
processamento histológico. Os corações foram incluídos em blo-
cos de parafina de tal maneira que fosse possível realizar cortes 
transversais nos ventrículos. Desses blocos, foram obtidos cortes 
de 4 μm, os quais foram corados por hematoxilina e eosina (HE), 
e picrossirius para marcação do colágeno. Ao final da retirada dos 
corações, os animais foram descartados segundo as normas vi-
gentes na UFPE/CAV.

As análises quantitativas e morfológicas foram realizadas no 
Laboratório de Biotecnologia e Fármacos do Centro Acadêmico de 
Vitória/UFPE. Para avaliação morfológica utilizamos microscópio 
de luz (Nikon Eclipse E200). Para a obtenção dos dados morfo-
métricos, imagens de cortes transversais e longitudinais de feixes 
musculares do ventrículo esquerdo foram capturadas através de 
uma câmera de alta resolução (Moticam 2300) adaptada a mi-
croscópio de luz (Nikon Eclipse E200) que foram transmitidas ao 
computador.

Para a avaliação das áreas celulares e nucleares dos cardio-
miócitos foram obtidas 20 fotomicrografias de cada coração, per-
fazendo um total de 200 imagens por grupo. Posteriormente, as 
fotomicrografias foram analisadas através do software ImageJ 
versão 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA.), sendo medidas as áreas de 50 células 
e seus respectivos núcleos por imagem no corte transversal, já no 
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corte longitudinal foi medido o volume nuclear através do maior 
e do menor diâmetro de 50 núcleos por imagem, sendo os valo-
res aplicados na seguinte fórmula: v=a2.b/1,91 onde a=menor 
diâmetro, b=maior diâmetro e 1,91 é uma constante. Em seguida 
foi realizada a quantificação de colágeno, através do percentual 
da área composta por colágeno. A análise estatística foi realizada 
com o auxílio do programa SPSS 15.0 (Statistical Package for So-
cial. Sciences).

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 
(ANOVA) e quando significantes, complementados pelo teste t de 
student, para observar as possíveis diferenças entre os grupos. O 
nível de significância foi fixado em 0,05 ou 5% (p≤0,05).

RESULTADOS
A análise histológica revelou que os cardiomiócitos de 
ambos os grupos apresentaram organização estrutural tí-
pica, com células ramificadas contendo um a dois núcleos 
centralizados. Em cortes transversais foi possível verificar 
delicadas bainhas de tecido conjuntivo envolvendo as fi-
bras musculares, que veiculam vasos sanguíneos e nervos 
(Fig.1).

A análise morfométrica mostrou que tanto a área celu-
lar quanto a área nuclear dos cardiomiócitos do GI (animais 
ooforectomizados) foram menores quando comparado ao 

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

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

Fig.2.  Valor médio percentual das áreas celular (82,82%) e nucle-
ar (84,26%) do grupo ooforectomizado em comparação com 
o grupo sham-ooforectomizado (100%). O volume nuclear do 
grupo sham-ooforectomizado foi menor que o grupo ooforec-
tomizado em 5,89%.

Fig.1. (A) Ventrículo esquerdo em corte transversal de GI (oofo-
rectomizada). (B) Ventrículo esquerdo em corte longitudinal 
de GII (sham-ooforectomizada). Setas longas: cardiomiócitos 
com núcleo centralizado. Seta curta: vaso sanguíneo. (*): Teci-
do conjuntivo. HE, obj.40x.

Quadro 1. Média e desvio padrão, da área ocupada pelo 
colágeno, no coração de ratas dos grupos Ooforectomizado 

(GI)  e  Sham-ooforectomizado (GII)

	 Grupo	 Média 	 Desvio padrão

	 Ooforectomizado (GI)	 1,3803	 1,28656
	 Sham-ooforectomizado (GII)	 0,7956	 0,69785

Valor de p=0,001.

DISCUSSÃO
Os resultados obtidos com o presente estudo evidenciam 
uma diminuição das áreas celular e nuclear dos cardiomi-
ócitos do GI, sugerindo uma maior atividade apoptótica 
neste grupo, uma vez que a célula em apoptose modifica 
suas características morfológicas, o que acontece de modo 
bastante rápido. E essas alterações são evidenciadas tanto 
a nível celular quanto nuclear como: a retração de forma 
que causa a perda da aderência com a matriz extracelu-
lar e com as células vizinhas, a condensação da cromatina 
concentrada próximo a membrana nuclear, que por vez se 
mantém intacta. A membrana celular forma prolongamen-
tos, o núcleo decompõe-se e estes prolongamentos se rom-
pem formando sacos com conteúdo celular, denominados 
de corpos apoptóticos. Estes corpos são eficazmente fago-
citados por macrófagos e retirados sem que ocorra reação 
inflamatória no local (Ziegler & Groscurth 2004).

Em ratos, estrogênios atenuam a hipertrofia do miocár-
dio, o que resulta na diminuição dos índices de apoptose e 
necrose dos cardiomiócitos, o que relaciona aos resultados 
desse estudo, visto que a ooforectomia e, por conseqüência, 
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o declínio dos estrógenos, induziu a diminuição das áreas 
celular e nuclear dessas células, indicando uma maior ativi-
dade apoptótica (Liou et al. 2010).

É conhecido na literatura atual que o estrógeno é capaz 
de regular a expressão gênica através da ligação e intera-
ção a receptores de estrogênio (ER) clássicos, como o ERα 
(estrogen receptor alpha) e ERβ (estrogen receptor beta) 
presentes no núcleo dos cardiomiócitos, 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 transcrição da fita dupla (Murphy 2011). 
O efeito do estrógeno pela regulação dos genes em ERα e 
ERβ pode variar de acordo com a diferença da ligação de 
co-ativadores e co-repressores (Kararigas et al. 2012).

Outros estudos evidenciam que o estrogênio também 
pode se ligar a seus receptores presentes na membrana 
plasmática e ativar vias de sinalização. O ERα tem demons-
trado estar também associado com a membrana plasmáti-
ca, e a ligação do estrógeno é importante para ativar a via 
de sinalização do fosfoinositol-3-quinase (PI3K) (Kim et al. 
2011). A via PI3K leva a ativação de AKt (proteína quina-
se B ou PBK) é fundamental para sinalização de sobrevi-
vência celular, pois quando ativado fosforila e inibe os pró 
apoptóticos B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e a proteína X (Bax) 
(Liou et al. 2010). A Bcl-2 faz parte de uma família de pro-
teínas que participa ativamente da regulação da apoptose, 
podendo reprimi-la por impedir a liberação do citocromo 
c, ou induzi-la. Já a Bax, é uma proteína pró apoptótica 
(Hengartner, 2000). Estudos demonstraram que Bcl-2 e 
Bax possuem a capacidade de se unir formando homodí-
meros (Bcl-2-Bcl2 e Bax-Bax) e heterodímeros (Bcl-2-Bax), 
sendo que o equilíbrio entre estes podem definir o balanço 
pró apoptótico ou anti-apoptótico na célula (Petros et al. 
2004).

Por outro lado, esse estudo também elucidou uma maior 
quantidade de deposição do colágeno no músculo cardíaco 
do grupo ooforectomizado (GI) e uma menor quantidade 
no grupo controle sham-ooforectomizado (GII). Esses re-
sultados são semelhantes ao encontrado no estudo de Ca-
banelas et al. (2012).

Esse aumento da deposição de colágeno em GI pode ser 
compreendido e relacionado à associação existente entre 
o estrógeno e a musculatura cardíaca, já que esse hormô-
nio apresenta efeitos cardioprotetores sincronizado dire-
tamente com o desempenho desse músculo. (Pines et al. 
1993, Schierbeck et al. 2012).  Com relação a esses efeitos 
cardioprotetores do estrógeno, destaca-se a sua atuação no 
metabolismo das lipoproteínas. Assim contribui no aumen-
to da produção de HDL (lipoproteína de alta densidade) e, 
em contrapartida, atua na degradação de LDL (lipoproteína 
de baixa densidade) (Mendelsohn & Karas 1999a).

Diante disso, essas modificações podem ser ocasiona-
das devido ao remodelamento do músculo cardíaco que, 
caso não seja adaptado, pode gerar um risco no desenvol-
vimento de doenças cardiovasculares. Sendo assim, os es-
trogênios são agentes protetores contra a fibrose cardíaca. 
Além disso, outros trabalhos também dão suporte a esse 
mesmo raciocínio, visto que a reposição 17β-estradiol di-
minui a deposição de colágeno tipo I no miocárdio de ra-

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

Dessa forma, como o estrógeno apresenta esse efeito 
cardioprotetor, a hipertrofia do músculo cardíaco pode 
ocasionar a fibrose, devido à insuficiência desse hormônio, 
cuja distribuição no organismo foi interrompida pela oo-
forectomia.  Sendo que a fibrose interfere diretamente na 
excitação-contração das células encontradas no músculo 
cardíaco (cardiomiócitos) durante os processos de  sístole 
e diástole, causando rigidez e dificultado, em consequência, 
o débito cardíaco. Portanto, a elevação na expressão dos 
genes de colágeno é característica de ser encontrada no 
miocárdio que apresenta hipertrofia e, consequentemente, 
a fibrose cardíaca (Manabe et al. 2002, Berk et al. 2007, Pe-
dram et al. 2008).

CONCLUSÃO
Concluímos que as alterações ocorridas nos cardiomiócitos 
do grupo ooforectomizado, indicam uma maior ativida-
de apoptótica neste grupo. Isso pode estar relacionado à 
diminuição dos níveis séricos do estrógeno, por conta da 
ooforectomia. Por outro lado, o aumento da área ocupada 
pelo colágeno, nesse mesmo grupo, está associado ao efei-
to cardioprotetor que o estrógeno exerce sobre o músculo 
cardíaco.
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