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ratas tratadas com isoflavonas ou estrogênios
Cardiomyocytes morphology and collagen quantification in the 
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Resumo
OBJETIVOS: Avaliar a morfologia dos cardiomiócitos e quantificar o colágeno presente no miocárdio de ratas 
tratadas com extrato concentrado de soja ou 17β-estradiol (E2). MÉTODOS: Vinte e oito ratas foram divididas 
em quatro grupos: GCtrl – fase de estro; GOvx – ovariectomizadas (Ovx); GIso – Ovx tratadas com extrato de 
soja (150 mg/kg, por dia); GE2 – Ovx tratadas com E2 (10 μg/kg, por dia). As drogas e o veículo (0,2 mL de 
propilenoglicol) foram administrados após 30 dias da realização da ovariectomia, por 30 dias consecutivos. No 
último dia os animais foram anestesiados, o coração retirado, mergulhado em formaldeído a 10%, e fragmentos 
dos ventrículos submetidos a processamento histológico, sendo os cortes corados pela hematoxilina e eosina ou 
pelo picrosirius-red. As análises histomorfométricas (contagem, volume nuclear e quantificação do colágeno) foram 
realizadas em microscópio de luz e software AxioVision Rel. 4.2, sendo o colágeno determinado pelo programa 
Imagelab 2000. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05). 
RESULTADOS: Notamos maior quantidade de núcleos de cardiomiócitos nos animais dos grupos Ovx e Iso do que 
no GE2 e GCtrl (GOvx=121,7±20,2=GIso=92,8±15,4>GE2=70,5±14,8=GCtrl=66,3±9,6; p<0,05), sendo 
o volume nuclear maior nos animais do grupo Ctrl e E2 (GE2=35,7±4,8=GCtrl=29,9±3,6>GIso=26,5±4,5=
GOvx=22,4±2,9; p<0,05). Com relação ao colágeno notamos maior concentração no grupo Ovx (GOvx=5,
4±0,1>GCtrl=4,0±0,1=GIso=4,4±0,08=GE2=4,3±0,5; p<0,05). CONCLUSÕES: Os estrogênios previnem a 
diminuição do volume nuclear dos cardiomiócitos e a deposição de colágeno entre as fibras musculares cardíacas. 
Já a administração de isoflavonas previne somente a deposição de colágeno, o que pode preservar as propriedades 
mecânicas das fibras cardíacas.

Abstract 
PURPOSES: To evaluate the histomorphometry of cardiomyocytes and collagen present in the myocardium of rats treated 
with a concentrated extract of soy or 17β-estradiol (E2). METHODS: Twenty-eight rats were divided into four groups: 
GCtrl – estrus phase;   GOvx – ovariectomized (Ovx) and receiving vehicle; GIso – Ovx and treated with soy extract 
(150 mg/kg per day); GE2 – Ovx and treated with E2 (10 μg/kg per day). The drugs and vehicle (0.2 mL propylene 
glycol) were administered for 30 consecutive days after ovariectomy. On the last day the animals were anesthetized, the 
hearts removed, submerged in 10% formaldehyde and fragments of the ventricles underwent histological procedures, 
and the sections were stained with hematoxylin and eosin or picrosirius-red. Histomorphometric analysis (number and 
volume of nuclei and quantification of collagen) was performed under a light microscope with AxioVision Rel. 4.2 
software, and collagen fibers were quantified using IMAGELAB-2000 software. Data were submitted to ANOVA 
followed by the Tukey test (p<0.05). RESULTS: We observed a higher number of cardiomyocyte nuclei in animals of 
the Ovx and Iso groups than in GE2 and GCtrl animals (GOvx=121.7±20.2=GIso=92.8±15.4>GE2=70.5±14,8=
GCtrl=66.3±9.6; p <0.05), while the nuclear volume  was greater in the Ctrl and E2 groups (GE2=35.7±4.8 
GCtrl=29.9±3.6=>GIso=26.5±4.5=GOvx=22.4±2.9; p <0.05). Collagen concentration was higher in the 
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Introdução

O risco para doenças cardíacas é menor entre as mulheres 
antes da menopausa em comparação com homens de mesma 
idade ou mulheres após a menopausa sem terapia hormonal1. 
Os efeitos aparentemente cardioprotetores dos estrogênios 
endógenos parecem prevenir doenças cardiovasculares 
(DCV) em mulheres na menacme. Por outro lado, a perda 
da proteção hormonal com a falência ovariana na produção 
de estrogênios na pós-menopausa leva ao aumento do risco 
de DCV1. Sabe-se que o papel preventivo dos esteroides 
sexuais femininos foi sugerido pela primeira vez há mais 
de meio século, o que foi confirmado por inúmeros estudos 
nos quais a terapia de reposição hormonal estaria associada 
com a redução das DCV em mulheres na pós-menopausa2. 
Contudo, mulheres com idade superior a 65 anos ou com 
mais de 10 anos de menopausa sofreriam o efeito contrário, 
ou seja, incremento do risco de DCV3.

O envelhecimento e a perda de estrogênios estão 
intimamente relacionados a doenças cardíacas na mulher. 
De fato, há relatos  em que o processo inflamatório e o 
aumento de citocinas séricas como TNF e IL-6 se elevam 
com a idade e o hipoestrogeneísmo4. Além disso, especi-
ficamente no sistema cardiovascular, o envelhecimento é 
acompanhado de aumento da rigidez e da fibrose, perda 
da reserva contrátil, aumento de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) e disfunção endotelial5. 

Em ratas adultas a ovariectomia induz aumento 
da expressão gênica de inúmeros genes proinflamató-
rios no coração, incluindo L-selectina, TNF, iNOS, 
fibronectina, e do receptor de LDL em comparação 
com animais com reposição imediata de 17β-estradiol 
(E2)6. É nesse contexto que os estrogênios atuam como 
antioxidantes realizando upregulation da expressão de 
genes que induziam aumento da atividade da eNOS, 
levando à diminuição da produção de superóxido7,8. 
Estudos em ratas referem ainda que os estrogênios 
atenuam a hipertrofia cardíaca, levando a uma dimi-
nuição do índice de apoptose e de necrose das células 
cardíacas e endoteliais9,10.

Numerosos produtos naturais oriundos de plantas, 
ou seja, os fitoestrogênios, que apresentam algumas pro-
priedades estrogênicas, têm sido intensivamente estuda-
dos nos órgãos reprodutores, como útero e vagina, bem 
como na glândula mamária. Contudo, há poucos dados 
disponíveis a respeito dos efeitos dos fitoestrogênios sobre 
o coração. Nesse sentido foi realizado este estudo, com o 
objetivo de avaliar a ação das isoflavonas e dos estrogênios 
no coração de ratas. 

Métodos

foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus albinus) adultas, 
virgens, pesando aproximadamente 250 g, fornecidas pelo 
Centro de Desenvolvimento de Modelos de Experimentação 
(CEDEME) da Escola Paulista de Medicina, Universidade 
Federal de São Paulo (UNIFESP-EPM). Este estudo foi 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/
EPM (parecer nº 0278/10), seguindo as diretrizes do 
Conselho Canadense para os Cuidados dos Animais11.

Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas, no 
Biotério da Disciplina de Histologia e Biologia Estrutural 
da UNIFESP, com temperatura ambiente controlada a 
22 ºC e iluminação artificial obtida com lâmpadas fluores-
centes (modelo luz do dia de 40 Watts), com fotoperíodo 
claro de 10 horas (8:00 às 18:00) e 14 horas escuro, com 
alimentação e água ad libitum.

Após sete dias, animais com ciclos estrais regulares, ou 
seja, que apresentaram atividade ovariana regular, foram 
incluídos no estudo. Assim, 28 ratas foram distribuídas 
aleatoriamente em quatro grupos: GCtrl – animais na 
fase de estro tratados com propilenoglicol (0,2 mL/dia, 
por gavagem); GOvx – animais ovariectomizados (Ovx) 
tratados com propilenoglicol, por gavagem); GIso – ani-
mais Ovx que receberam 125 µg/g por dia de genisteína, 
por gavagem; GE2 – animais Ovx que receberam 10 µg/kg 
de 17β-estradiol (E2), por dia, por via subcutânea.

Os animais foram ovariectomizados por via ventral após 
anestesia com cloridrato de xilazina (20 mg/kg) (Rompun®) 
e cloridrato de cetamina (10 mg/kg) (Ketalar®), via intrape-
ritoneal. A administração das isoflavonas e do 17β-estradiol 
tiveram início 30 dias após a ovariectomia por mais 30 dias 
consecutivos, sempre no mesmo período do dia.

No início do experimento e ao final do tratamento 
hormonal todos os animais foram pesados em balança 
analítica. O extrato de soja utilizado no estudo apresentava 
um total de 42,6% de isoflavonas, das quais aproxima-
damente 36% de genisteína, 62% de daidzeína e 2% de 
glicitina (incluindo as isoformas das isoflavonas), e 4% 
do restante do extrato remanescente estava constituído 
por proteínas (Zhonshan Road, Dalian, China). 

Após o término do período experimental os animais 
foram novamente anestesiados e após toracotomia, retirado 
o coração, ainda com batimentos, que foi imediatamen-
te seccionado transversalmente ao maior eixo, ao nível 
dos ventrículos e mergulhado em formaldeído a 10% 
(tampão-fosfato 10 mM, pH 7,4), para posterior proces-
samento histológico de inclusão em parafina. Os corações 
foram incluídos nos blocos de parafina de tal maneira 

Ovx group (GOvx=5.4±0.1>GCtrl=4.0±0.1=GIso=4.4±0.08=GE2=4.3±0.5; p <0.05). CONCLUSIONS: Estrogen may prevent the reduction of the 
nuclear volume of cardiomyocytes and collagen deposition between heart muscle fibers, while the administration of isoflavones only prevents the deposition 
of collagen, which can preserve the mechanical properties of cardiac fibers.
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que pudéssemos realizar cortes transversais ao nível dos 
ventrículos. Dos blocos foram obtidos cortes de 5 µm, os 
quais foram corados pela hematoxilina e eosina (H.E) ou 
pelo picrosirius red. Ao final da retirada dos corações, os 
animais foram descartados segundo as normas vigentes 
na UNIFESP/EPM.

Análise morfológica e morfométrica
As análises morfológicas e quantitativas foram reali-

zadas no Serviço de Histologia da UNIFESP/EPM. Para 
a avaliação morfológica utilizamos microscópio de luz 
(AxioLab, Carl Zeiss), com objetivas variando de 4 a 100x 
e oculares de 10x. Para a obtenção dos dados morfométri-
cos, imagens de cortes longitudinais de feixes musculares 
do ventrículo esquerdo foram capturadas através de uma 
câmera de alta resolução (AxioCam-MCR da Carl Zeiss) 
adaptada a microscópio de luz (AxioLab, Carl Zeiss) com 
objetiva de 40x, que foram transmitidas a computador 
com software AxioVision Rel 4.8 (Carl Zeiss). 

Para a avaliação dos volumes nucleares dos cardiomió-
citos foram obtidas 10 imagens de cada coração, perfazendo 
um total de 70 imagens por grupo. Posteriormente, com 
o auxílio de um mouse, foram medidos o menor e o maior 
diâmetro de 20 núcleos por imagem, para avaliação da 
atividade celular, sendo os valores aplicados na seguinte 
fórmula: v=a2.b/1,91 onde a=menor diâmetro, b=maior 
diâmetro e 1,91 uma constante. Para a determinação do 
número de cardiomiócitos por área utilizamos as mesmas 
fotomicrografias empregadas para a determinação do 
volume nuclear, sendo inicialmente delimitada a área de 
cada fotomicrografia e, em seguida, contados cardiomi-
ócitos presentes, com os dados expressos em número de 
núcleos em 0,66 mm2.

A quantificação do colágeno foi realizada com o mes-
mo equipamento mencionado, com objetivas de 40x. No 
entanto, foram adaptados ao microscópio de luz filtros de 
polarização, sendo as imagens analisadas com o programa 
IMAGELAB®. A quantificação do colágeno foi expressa 
em percentagem de área ocupada.

A análise estatística foi realizada com o auxílio do 
programa Graphpad Prism® 5.0–2007. Os dados obtidos 
foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 
quando significantes, complementados pelo teste de Tukey, 
para observar as possíveis diferenças entre os grupos. O 
nível de significância foi fixado em 0,05 ou 5% (p≤0,05).

Resultados

O ganho de peso corporal dos vários grupos de estudo 
está expresso na Tabela 1. Podemos notar que o ganho 
de peso foi maior nos grupos Ovx e Iso em relação aos 
demais (GOvx=56,00±3,55=GIso=52,40±5,50>GE2=
32,80±2,50>GCtrl=10,20±5,95; p<0,05).

Análise morfológica
Os miocárdios dos animais pertencentes aos vários 

grupos de estudo apresentaram a mesma arquitetura, 
ou seja, estavam constituídos por vários feixes de fibras 
musculares cardíacas separados uns dos outros por fibras 
colágenas do tipo I. Esses feixes estavam formados por 
células musculares cárdicas (cardiomiócitos), de forma 
alongada com um ou dois núcleos em posição central, 
contendo no citoplasma estriações transversais. Ao redor 
dos cardiomiócitos notamos a presença de células do 
tecido conjuntivo, fibras colágenas tipo III e capilares 
sanguíneos. Nos grupos Ctrl e tratados com isoflavonas 
(GIso) ou estradiol (GE2) percebemos cardiomiócitos 
mais evidentes contendo núcleos mais volumosos, com 
nucléolos mais evidentes em relação ao grupo ovariecto-
mizado (GOvx) (Figura 1).

Morfometria
Notamos haver maior quantidade de núcleos nos ani-

mais dos grupos Ovx e Iso do que no GE2 e GCtrl (GO
vx=121,7±20,2=GIso=92,8±15,4>GE2=70,5±14,8= 
GCtrl=66,3±9,6; p<0,05), sendo o volume nuclear maior 
nos animais do grupo Ctrl e E2 (GE2=35,7±4,8=GCtrl=
29,9±3,6>GIso=26,5±4,5=GOvx=22,4± 2,9; p<0,05). 
Com relação à concentração do colágeno notamos maior 
concentração no grupo Ovx (GOvx=5,4±0,1>GCtrl=
4,0±0,1=GIso=4,4±0,08=GE2=4,3±0,5; p<0,05). Os 
dados relativos ao número de núcleos, volume nuclear 
e percentagem de colágeno presente no coração de ratas 
pertencentes aos vários grupos de estudo estão expressos 
na Tabela 1. 

Discussão

Investigamos os efeitos da reposição hormonal com 
isoflavonas e estrogênios sobre a morfologia cardíaca, 
sendo selecionadas ratas após um período de 30 dias de 
ovariectomia, por ser esse um período que corresponde 
ao de uma mulher na pós-menopausa imediata12. Com 
relação à dose de extrato de soja administrada baseamo-
nos em trabalho prévio, no qual, utilizando este mesmo 
extrato de soja em ratas castradas por 28 dias, realizamos 

Grupos
Ctrl Ovx Iso E2

Ganho de peso (g) 10,2±5,9c 56,0±3,5a 52,4±5,5a 32,8±2,5b

Nº de Núcleos/0,66 mm2 66,3±9,6b 121,7±20,2a 92,8±15,4a 70,5±14,8b

Volume nuclear (µm3) 29,9±3,6a 22,4±2,9b 26,5±4,5b 35,7±4,8a

Colágeno (%) 4,0±0,1b 5,4±0,1a 4,4±0,08b 4,3±0,5b

Tabela 1. Médias e desvios padrão do ganho de peso, número de núcleos, volume 
nuclear e percentagem de colágeno presente no miocárdio de ratas pertencentes aos 
vários grupos de estudo

Código: Ctrl: ratas na fase estro; Ovx: ratas ooforectomizadas; Iso: ratas tratadas 
com isoflavonas (125 µg/g, por dia de genisteína); E2: ratas tratadas com 17β 
estradiol (10 µg/kg, por dia). a>b>c; p<0,05.
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sobre o músculo cardíaco15. Estudos experimentais indi-
cam haver efeito protetor dos estrogênios no índice de 
apoptose dos cardiomiócitos6. No entanto, ensaios clínicos 
não mostraram haver proteção cardíaca nos esquemas de 
reposição hormonal16,17. Nossos dados mostram que o 
estrogênio teve um efeito protetor no coração mais rele-
vante que as isoflavonas quando analisados o número de 
núcleo e o volume nuclear. Contudo, os efeitos de ambas 
as substâncias foram semelhantes quanto à quantificação 
do colágeno. Salienta-se que quanto maior o percentual 
de colágeno, pior é a contração cardíaca18. 

Figura 1. Fotomicrografias de cortes de corações corados pelo H.E. (vistas em microscópio de luz) e pelo picrosirius red (vistas em microscópio de 
polarização) pertencentes aos vários grupos de estudo. Nos cortes corados pelo H.E., notar nas setas núcleos de cardiomiócitos. Ao microscópio 
de polarização observar as fibras colágenas birrefrigentes e sua disposição no tecido muscular cardíaco. GCtrl: controle; GOvx: ovariectomizado; 
GE2: tratado com 17β estradiol, GIso: tratado com isoflavonas. 400x.

curva dose resposta avaliando-se o exame colpocitológico 
e o peso do útero em relação ao conteúdo de genisteína 
administrada. A dose por nós selecionada no presente 
estudo foi a menor dose capaz de produzir queratinização 
do epitélio vaginal e aumento significante no peso do útero 
em comparação ao Grupo Controle, o que corespondeu a 
125 µg/g de peso corporal de genisteina13. A dose de E2 
é a mais utilizada em ratas ovariectomizadas14. 

A maioria dos estudos avalia a ação dos estrogênios 
e dos fitoestrogênios sobre o sistema reprodutor da rata, 
sendo poucos os que avaliam os efeitos dos estrogênios 

GCtrl

GOvx

Glso

GE2 GE2

Glso

GOvx

GCtrl
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No coração adulto normal cerca de 2 a 4% do miocárdio 
é formado por colágeno; no entanto, visto a rigidez e sua 
força tênsil, pequenas mudanças na sua concentração podem 
acarretar efeitos nas propriedades mecânicas do coração. 
Assim, o comportamento do miocárdio depende da propor-
ção, tipo e o diamêtro das fibras colágenas18. Com relação 
ao conteúdo de colágeno verificamos maior quantidade de 
colágeno no grupo Ovx e menor no Controle (Ctrl) e nos 
tratados com estrogênio (E2) ou isoflavonas (Iso). Isto sugere 
que as isoflavonas e os estrogênios são agentes protetores 
contra a fibrose cardíaca devido à deprivação hormonal. 
Nossos dados encontram apoio em trabalhos que referem 
que a reposição com 17β-estradiol atenua a deposição de 
colágeno tipo I no miocárdio de ratas, e impede a fibrose 
perivascular19,20. Nas ratas hipertensas, com hipertrofia do 
ventrículo esquerdo e aumento da expressão do colágeno 
tipo I, a administração de genísteina é capaz de restaurar a 
ação do óxido nítrico (NO) e a expressão da óxido nítrico 
sintase endotelial (eNOS), com melhora da remodelação 
cardíaca, atenuando a expressão excessiva do colágeno tipo I10.

Entre as alterações mais comuns no coração destaca-se 
a fibrose, evento importante na progressão das doenças 
cardíacas. Agentes como a angiotensina II (Ang II) e a 
endotelina I produzidos pelos fibroblastos, macrófagos e o 
endotélio, têm como resultado final a síntese dos colágenos 
tipos I e III. Em estudo experimental foi possível observar 
que em corações de ratas ovariectomizadas a infusão da 
Ang II levou a hipertrofia e fibrose cardíaca, enquanto os 
estrogênios preveniram esses acontecimentos, mas não em 
animais sem o receptor beta de estradiol (ERβ)21. 

Em nosso experimento, notamos haver aumento de 
ganho de peso corporal nos animais dos grupos ooforecto-
mizados e tratados com isoflavona em relação ao Controle 
e aos tratados com estrogênio, indicando que as isoflavonas 
nesse período de estudo não foram capazes de reverter o 
ganho de peso devido à deprivação hormonal. Alguns au-
tores referem que os níveis séricos de leptina (sintetizada e 
segregada por adipócitos) estão relacionadas com a massa 

gorda, visto que foi observado associação entre SM e os níveis 
séricos de leptina em mulheres na pós-menopáusica22,23.

Alguns estudos sugerem que a menopausa está asso-
ciada a alterações hemodinâmicas e a um remodelamento 
ventricular esquerdo. Estudo coorte com mulheres na pré 
e pós-menopausa da mesma idade, etnia, peso e pressão 
arterial mostrou que mulheres na pós-menopausa apre-
sentam evidências de início de remodelamento ventricular 
esquerdo concêntrico, que se manifesta por maior espes-
sura da parede ventricular do que em mulheres antes da 
menopausa com níveis estrogênicos normais24. 

Em nosso estudo a análise histomorfométrica, número 
e volume nuclear dos cardiomiócitos do grupo que recebeu 
isoflavona apresentou valores semelhantes aos do grupo Ovx; 
já os dados do grupo E2 apresentaram-se semelhantes aos 
do Grupo Controle, mostrando ação protetora do estradiol 
em relação aos cardiomiócitos. Esses dados encontram 
apoio em trabalhos que referem haver diminuição na per-
centagem de apoptose no miocárdio de ratas tratadas com 
estrogênios devido à diminuição do TNF-alfa, Fas ligante 
(Fas L), receptores da morte Fas (FAS), Fas-associado ao 
domínio de morte (FADD), das caspases 3 e 8 ativadas6,9.

Alguns autores relatam ainda que a ovariectomia 
aumenta o índice de apoptose nos cardiomiócitos e induz 
alterações dos genes pró-apoptóticos Bcl-2 e Bax9,24. Em 
modelo experimental de isquemia e reperfusão em coelhos 
a genisteína, quando administrada após cinco minutos 
do infarto, foi capaz de reduzir o tamanho do infarto e o 
índice de apoptose dos cardiomiócitos25.

Os achados deste estudo mostraram que a reposição com 
estrogênio em ratas ovariectomizadas tem efeito benéfico 
no coração, e que as isoflavonas mimetizam esse efeito em 
menor grau, no entanto novos estudos devem ser realizados. 
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