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RESUMO 

 A obesidade é considerada uma pandemia de tempos modernos, devido 

ao número crescente de acometidos e a projeção futura desanimadora. O 

propósito desse trabalho foi avaliar as possíveis alterações no tecido muscular 

esquelético e cardíaco de ratos submetidos à dieta hiperliídica. Para tal, foram 

utilizados 12 ratos Wistar machos, subdivididos aleatoriamente em: (1) Grupo 

Controle: animais alimentados com ração contendo 10% de lipídios e (2) Grupo 

Experimental/ Dieta Hiperlipídica: no qual a ração continha 67% de lipídios. A 

cada semana, o peso dos animais foi monitorado e após 20 semanas, os animais 

foram eutanasiados. Foram realizadas biópsias de tecidos estriado cardíaco 

(ventrículo esquerdo) e muscular estriado esquelético (quadríceps direito) A 

morfologia celular foi avaliada através da coloração de Hematoxilina/ Eosina 

(H/E), e a deposição de colágeno através da coloração de PicroSirius Red (Pic). 

A análise da área ocupada por fibras, morfometria, tanto na coloração H/E como 

Pic foi realizada para ambos os grupos. Para o músculo cardíaco, coloração de 

H/E evidenciou uma integridade do miocárdio no grupo de animais com dieta 

convencional e um aumento da distância entre as fibras cardíacas para os 

animais do grupo experimental. Tal observação foi corroborada com a coloração 

de Pic. A quantificação morfométrica cardíaca apresentou diferença 

estatisticamente significante entre os grupos, com menor quantidade de fibra 

muscular (H/E) e o dobro de fibra colágena local no grupo submetido à 

intervenção dietética. Na morfometria do quadríceps, a quantificação através da 

coloração de H/E não apresentou diferença significativa entre os grupos, 

indicando a discreta perda das proteínas contráteis, fato corroborado com a 

coloração de Pic. A imunomarcação em tecido estriado cardíaco evidenciou a 

Conexina 43 presente em discos intercalares, para animais com dieta 

convencional e; dispersa para animais com dieta hiperlipídica. A proteína actina 

apresentou-se imunomarcada, tanto no miocárdio como no tecido muscular 

esquelético, ao longo das fibras em ambos os grupos. Conclui-se que a dieta 

hiperlipídica causa alterações morfológicas no músculo cardíaco de ratos Wistar.  

Palavras- Chave: Dieta hiperlipídica, Músculo Estriado, Ratos Wistar, 

Imunofluorescência 
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ABSTRACT 

 

 Obesity is considered a pandemic of modern times, due to the increasing 

number of affected and the future projection discouraging. The scope of this study 

evaluated possible inflammatory and morphological alterations in skeletal and 

cardiac striated muscle of rats submitted to high fat diet. To that end, 12 male 

Wistar rats were randomly subdivided into: (1) Control Group: animals fed on a 

diet containing 10% lipids and (2) High Fat Diet Group, in which the diet contained 

67% of lipids. Each week, the weight of the animals was monitored and after 20 

weeks the animals were euthanized. Biopsies of cardiac (left ventricle) and 

skeletal striated (right quadriceps) tissues were collected. The cell morphology 

was evaluated through the staining of Hematoxicillin / Eosin (H/E) and the 

deposition of collagen was evaluated through the staining of PicroSirius  Red 

(Pic). The analysis of the area occupied by fibers, morphometry in both H/E 

staining and Pic was performed for both groups. For the cardiac muscle, H/E 

staining showed a myocardial integrity in the group of animals on the conventional 

diet and an increase in the distance between the cardiac fibers for the animals in 

the High Fat Diet group. Such observation was corroborated by PicroSirius Red 

staining. The cardiac morphometric quantification showed a statistically 

significant difference between the groups, with a lower amount of muscle fiber (H 

/ E staining) and twice the local collagen fiber in the group submitted to dietary 

intervention, that is, the High Fat Diet group. In the morphometry of quadriceps, 

the quantification through H/E staining showed no significant difference between 

the groups, indicating the discrete loss of the contractile proteins, a fact which 

was corroborated by the Pic staining. Immunoblotting in cardiac tissue revealed 

the Connexin 43 present in intercalated discs, for animals with conventional diet 

and; dispersed for High Fat Diet animals. The actin protein was immuno labelled 

in both cardiac and skeletal muscle tissue along the fibers in both groups. These 

data reveal that the hyperlipidic diet is capable of causing significant 

morphological damage in the cardiac muscles of Wistar rats. 

Key words: High fat diet, Striated muscle, Wistar rats, Immunofluorescence. 
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1. INTRODUÇÃO   

 Em tempos modernos, a obesidade é um dos mais preocupantes 

problemas de saúde pública, sendo considerada atualmente uma pandemia. 

Dados da Organização Mundial de Saúde, de 2017, mostram que 1,9 bilhões de 

pessoas no mundo apresentam sobrepeso, destes 600 milhões são obesos. Em 

termos percentuais esses números representam 39% (39% homens e 40% 

mulheres) e 13% (11% homens e 15% mulheres) da população mundial, 

respectivamente. Entre 1975 e 2016, o número de obesos no mundo triplicou, 

indicando índices alarmantes no futuro (WHO, 2017). Devido a esse cenário a 

Organização Mundial de Saúde adotou o termo chamado “globesidade”, como 

um indicativo da propagação mundial desta condição (WHO, 2016). A obesidade 

é citada como o mal do século XXI, pelo quão sério são os seus impactos na 

saúde mundial (GONZÁLEZ-MUNIESA et al., 2017).   

Entretanto, de um ponto de vista individual, a obesidade é o aumento do 

acúmulo de gordura corporal, e de acordo com a primeira lei da termodinâmica 

resulta do desequilíbrio entre a ingestão calórica e o gasto energético 

(SELLAYAH et al., 2014).  

 A vanguarda científica a respeito demonstra que tal doença apresenta 

etiologia complexa, na qual o armazenamento de gordura está interconectado 

sob uma regulação integrada pelos sistemas neural e endócrino, onde diferentes 

neuropeptídeos e hormônios participam (MARTINÉZ, 2000). Ainda há agentes 

que podem modificar esse processo regulatório corporal como falta de sono, 

excesso de trabalho, dieta inadequada, nível de atividade física baixo, microbiota 

intestinal, disruptores endócrinos e efeitos epigenéticos (MCALLISTER et al., 

2009; ROMIEU et al., 2017). Em grande parte dos estudos epidemiológicos, o 

diagnóstico da obesidade é realizado de forma clássica, através do Índice de 

Massa Corporal (IMC), obtido pela razão do peso (quilograma) e a altura ao 

quadrado (metro). O excesso de peso (sobrepeso) é diagnosticado quando o 

IMC alcança valor igual ou superior a 25 kg/m2, enquanto a obesidade por 

valores de IMC superiores a 30 kg/m2 (WHO, 2000). Todavia, a própria 

Organização Mundial de Saúde preconiza que esta medida deve ser 

considerada como um guia aproximado, devido possivelmente não corresponder 

ao mesmo grau de gordura em diferentes indivíduos (WHO, 2017). 



16 
 

A obesidade é considerada como um fator de risco no desenvolvimento 

de insuficiência cardíaca, devido ao acúmulo de tecido adiposo ectópico tanto no 

epicárdio, como no pericárdio. Outros acometimentos são também comumente 

observados nessa estrutura, como o remodelamento anatômico, através da 

hipertrofia cardíaca, em especial de ventrículo esquerdo (PATEL et al., 2016).  

 Outro ponto observado ainda em hipertrofia cardíaca, são as alterações 

sofridas nas junções comunicantes (junções GAP), prejudicando a comunicação 

direta entre as células do coração através dos sincícios cardíacos. Essa 

estrutura, bem como as proteínas relacionadas, especificamente da família das 

conexinas, desempenham papel crucial na condução dos impulsos nervosos e 

morfogênese cardíaca. Em especial a conexina 43 (Cx 43), que é o principal 

constituinte das junções comunicantes em coração adulto. Dessa forma, torna-

se um componente fundamental para o acoplamento eletroquímico dos 

cardiomiócitos, onde alterações nos níveis de Cx 43 indicam prognóstico ruim, 

pois sugerem diminuição da contratilidade cardíaca (VEERANK et al., 2016). 

 A obesidade e sobrepeso também ocasionam grande impacto sobre a 

homeostase do músculo esquelético, que é apontado como o tecido de maior 

volume no corpo, representando entre 45% e 55% da massa corporal total. 

Dessa forma, é o principal responsável pela regulação do metabolismo da 

glicose, onde cerca de 80% é destinada para o metabolismo local. Neste órgão 

ocorre também a ativação da via da serina quinase (IKK), que bloqueia a 

resistência à sinalização de insulina em músculo de animais obesos, fato pode 

estar ligado a perda de massa muscular (PERIASAMY et al., 2017). 

Desta forma o escopo deste trabalho delineia-se em avaliar alterações 

inflamatórias e morfológicas em músculo estriado esquelético e cardíaco de 

ratos submetidos a dieta hiperlipídica. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1. OBESIDADE 

 

 O sobrepeso e a obesidade são caracterizados pelo acúmulo excessivo 

de peso em forma de tecido adiposo, em níveis prejudiciais à saúde (WHO, 

2017). A obesidade ainda pode ser classificada como uma síndrome de 

alterações fisiológicas, bioquímicas, metabólicas, anatômicas, psicológicas e 

sociais, causadas pelo acumulo de tecido adiposo, com consequente acréscimo 

no peso corporal (LEV- RAN et al., 2001). 

 Em grande parte dos estudos epidemiológicos, o diagnóstico do estado 

nutricional de adultos ainda é feito de forma clássica, a partir do Índice de Massa 

Corporal (IMC), obtido pela divisão do peso, medido em quilogramas, pela altura 

ao quadrado, medida em metros O excesso de peso (sobrepeso) é diagnosticado 

quando o IMC alcança valor igual ou superior a 25 kg/m2, enquanto a obesidade 

é diagnosticada com valores de IMC superiores a 30 kg/m2. O sistema de 

classificação de sobrepeso e obesidade com base no índice de massa corporal 

(IMC) está detalhado na Tabela 01 (WHO, 2000/ WHO 2017) 

 

Tabela 01: Classificação de Obesidade, de acordo com o Índice de Massa 

Corporal  (IMC), em indivíduos acima de 18 anos (WHO, 2000). 

 
Classificação Categoria de IMC (Kg/m2) 

Baixo Peso <18,5 

Peso normal 18,5 ≤ IMC ≥ 24,9 

Sobrepeso 25,0 ≤ IMC ≥ 29,9 

Obesidade IMC ≥ 30,0 

Obesidade Grau I 30,0 ≤ IMC ≥ 34,9, 

Obesidade Grau II 35,0 ≤ IMC ≥ 39,9 

Obesidade Grau III IMC ≥ 40,0 

 

 De acordo com o Fact sheet de 2017 da Organização Mundial da Saúde 

sobre Obesidade, o sobrepeso e obesidade representam uma ameaça crescente 

para a saúde da população em cada vez mais países. Em muitos casos, o 

binômio Sobrepeso/Obesidade estão substituindo os problemas mais 
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tradicionais, como a desnutrição e doenças infecciosas, tornando-se o ponto 

álgico nos problemas de saúde contemporâneos. Além dos fatos supracitados, 

o aumento do peso corporal é indicativo como maior prevalência de doenças não 

transmissíveis (WHO, 2017). 

 A prevalência da obesidade no Brasil vem aumentando 

exponencialmente com o passar dos anos, não apresentando números muito 

otimistas no combate à essa doença para o futuro. Segundo o levantamento 

realizado pela entre fevereiro e dezembro de 2016, VIGITEL- Vigilância de 

Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico 

(2016) mostrou que os números de pessoas com sobrepeso no país entre 2006 

e 2016 cresceu  26, 3%, passando de 42,6% para 53,8% e com obesidade 60%, 

passando de 11, 8% para 18, 9 %nesse mesmo período.   

  

2.2. TIPOS DE OBESIDADE 

 

 As classificações de obesidade foram criadas com intuito de identificar os 

níveis de gravidade ou comprometimento do indivíduo devido a doença. Sendo 

assim, pode ser categorizada de duas formas distintas: de acordo com o IMC 

e/ou localização da concentração de adiposidade. 

 

A) Índice de Massa Corporal (IMC): De acordo com os padrões da Organização 

Mundial de Saúde (2000), a doença pode ser subdividida em categorias levando 

em consideração o IMC e consequentemente o peso corporal (ver Tabela 01) 

(FRANCO et al., 2016).  

 

B) Localização de Adiposidade: Pode ser classificada em: 

- Obesidade ou Adiposidade Ginóide ou Ginecoide: acúmulo de gordura nos 

membros inferiores e quadril. Situação observada especialmente em mulheres, 

muito comum em período gestacional ou mesmo durante a lactação (LEV-RAN 

et al., 2001). 

- Obesidade ou Adiposidade Androide, Central ou Abdominal: acúmulo de 

gordura na região do abdome. Ainda acerca desse tipo de concentração adiposa, 

observa-se a gordura subcutânea e a gordura visceral ou metabolicamente ativa 

(BERDAH, 2016). O tecido adiposo visceral é considerado o mais prejudicial à 
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saúde, pois está relacionado à outras doenças concomitantes à obesidade por 

ser metabolicamente ativo. Está relacionado a produção de adipocinas pró- 

inflamatórias e a ativação do sistema nervoso simpático (SEVEN et al., 2016).  

 Lev-Ran et al. (2001) consideram a medida da relação cintura-quadril 

(RCQ) e a circunferência abdominal como medidas mais eficiente nos estudos 

de obesidade, em especial quando aponta-se indicativos de risco cardiovascular, 

pois essas medidas apontam com mais precisão a obesidade visceral ou 

obesidade metabolicamente ativa. Na Tabela 02 apresenta-se a classificação de 

obesidade e risco cardíaco de acordo com a relação cintura quadril (WHO,2008). 

Embora, Calvo et al (2016) atentaram que o padrão RCQ apresenta-se como 

uma avaliação deficiente na distinção entre tecido adiposo e massa livre de 

gordura, pois são medidas de verificação indiretas, bem como necessitam de 

precisão por parte do avaliador em relação a ponto anatômicos, em especial na 

população obesa. Contudo, o padrão RCQ apresenta-se como um medida de 

baixo custo e podem ser utilizada em estudos epidemiológicos iniciais. 

 Gonzaléz- Muniesa et al. (2017) apresentam a classificação do tecidos 

adiposos, como: subcutâneo e visceral, baseado na sua localização. Onde o 

tecido adiposo visceral inclue: tecido intra-abdominal (principalmente tecido 

adiposo mesentérico), perirrenal e pericárdico.  

 

 

Todas as figuras com nomes em português 
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Fig. 01. Comparação entre tecido adiposo subcutâneo e visceral, perfil de 

adipócitos e células imunes intrínsecas (GONZALÉZ- MUNIESA et al., 2017). 

 

2.2.1.TIPOS DE TECIDO ADIPOSO 

 

A) Tecido adiposo marrom:  Está relacionado com a termogênese e a 

manutenção da temperatura corporal (SACKS & SYMONDS, 2013). É 

encontrado com mais abundância em recém nascidos. em especial na região 

subescapular e supreclavicular, bem como em torno dos rins, aorta, coração, 

pâncreas e traquéia (SANTHANAM et al, 2015). 

 Esse depósitos de gordura marrom diminuem consideravelmente com a 

idade, porém é possível ser encontrado em adultos. A presença desse tecido é 

correlacionada inversamente com o aumento do IMC (PRODHOMME et al, 

2016). 

 

B) Tecido adiposo branco: É o tecido adiposo mais abundante em seres 

humanos.Os adipócitos brancos forma considerados durante muito tempo como 

exclusivos depósitos de energia, no entanto, hoje sabe-se que são secretores de 

substâncias bioativas (adipocinas ou adipocitocinas), assumindo papel 

endócrino.  

 Outro tipo de adipócito encontrado, porém em menor quantidade,é o 

bege ou adipócios brite, visto em meio ao tecido adiposo branco, estabelecendo 

papel dissipador de energia (MATSUZAWA, 2006). 

 

Tabela 02. Classificação de obesidade e risco cardíaco de acordo com a relação 

cintura quadril (WHO, 2008). 

 

Indicador Pontos de corte Risco de complicação 

metabólica 

Circunferência 

abdominal 

Homens > 94 cm 

Mulheres > 80 cm 

Aumentado 

Circunferência 

abdominal 

Homens >102 cm 

Mulheres > 88 cm 

Substancialmente 

aumentado 



21 
 

Relação cintura- 

quadril 

Homens  > 0,90 cm 

Mulheres > 85cm 

Substancialmente 

aumentado 

 

2.3. PATOLOGIAS ASSOCIADAS À OBESIDADE 

 

 Indivíduos obesos apresentam morte prematura quando comparados a 

eutróficos. Essas complicações não ocorrem somente pela obesidade per se, 

mas por outras patologias comumente associadas, as quais denomina- se co-

morbidades (ORIO et al., 2016). 

 Todavia, dentre essas doenças concomitantes, observa-se em especial a 

síndrome metabólica, que de acordo com Alberti et al. (2009) se caracteriza por 

um conjunto de fatores de risco cardiovasculares, que ocorrem juntos 

frequentemente. Esses são: pressão arterial elevada, dislipidemia, aumento da 

glicemia em jejum e obesidade visceral. 

 Além da síndrome metabólica, as co-morbidades mais comuns 

associadas à obesidade são: distúrbios endócrinos (Diabetes tipo II), 

acometimentos respiratórios (apnéia do sono), doenças de natureza 

cardiovascular, que ocorrem mais comumente (hipertensão arterial sistêmica, 

aterosclerose, infarto agudo do miocárdio) e alguns tipos de câncer (fígado, 

endométrio e rim) (WANG et al., 2011; NORDESTGAARD et al., 2012; LAVIE et 

al, 2017; GONZALEZ-MUNIEZA, 2017). 

 Além das supracitadas, as doenças de ordem músculo-esqueléticas e 

psicossociais são também muito comuns e frequentemente atuam como fatores 

restritivos no processo de emagrecimento, pois muitas vezes são causas de 

dores limitantes de isolamento social, respectivamente (HARLEY, 2016). 

 As co-morbidades de ordem cardiovascular estão associadas com mais 

periodicidade em casos de obesidade visceral, bem como ao redor ou mesmo 

dentro de órgãos como: fígado, rins e coração, em uma condição referida como 

gordura ectópica (GONZALEZ- MUNIEZA et al., 2017). 

 Evidências mostram que a forma em que o tecido adiposo se acumula 

também está associada a promoção do risco cardiometabólico, sensibilidade à 

insulina e dislipidemia. Caso o excesso de energia seja acumulado em forma de 

hiperplasia de tecido adiposo subcutâneo, ocorre a proteção de órgãos como: 
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coração, rins e fígado, contra a deposição de gordura ectópica nociva 

(GONZALEZ- MUNIEZA et al., 2015). 

 Em específico, trataremos de co-morbidades associadas a obesidade 

versus alterações morfofisiológicas observadas no músculo estriado cardíaco e 

músculos estraido esquelético. Desta forma, os próximos tópicos apresenta a 

morfologia destes orgãos, bem como sua relação com a obesidade e possíveis 

consequências.  

 

2.4. CORAÇÃO  

 

2.4.1. MORFOLOGIA CARDÍACA 

 

- Localização: O coração localiza-se na região torácica, atrás do esterno e a 

frente da coluna vertebral e esôfago, no mediastino médio, o seu tamanho total 

é similar ao de um punho cerrado (DRAKE et al., 2015). 

- Estrutura: O coração é dividido em quatro câmaras distintas, duas superiores: 

átrios direito e esquerdo; e duas inferiores: ventrículos direito e esquerdo; valvas 

internas: tricúspide, mitral, pulmonar e aórtica; artérias e veias coronárias; vasos: 

aorta, artéria pulmonar, veia cava superior, veia cava inferior, veias pulmonares; 

sistema de formação e condução do estímulo elétrico (MOORE et al., 2014). 

1.Átrios: São as câmaras superiores do coração e têm função de receber o 

conteúdo advindo da circulação. No caso do átrio direito o sangue recebido é o 

sistêmico e o átrio esquerdo recebe o sangue pulmonar. 

2.Ventrículos: São as câmaras inferiores e têm função de ejetar o sangue neles 

contido, para o meio externo ao coração. O ventrículo direito, possui duas 

câmaras distintas, uma de enchimento e outra de esvaziamento, a de 

enchimento recebe o conteúdo do átrio direito e a de esvaziamento envia sangue 

aos pulmões.  

 O ventrículo esquerdo (VE) necessita vencer uma grande resistência para 

propelir o sangue contido em seu interior, bem maior que o ventrículo direito 

(VD), pois no primeiro caso a barreira à ser vencida é a pós- carga. Dessa forma 

comumente a parede do VE apresenta no mínimo o dobro de hipertrofia 

(aumento do miocárdio e músculos papilares) em relação ao outro ventrículo. A 

rede de trabéculas também é mais reforçada. 



23 
 

 A resistência pós- carga é considerada como a dificuldade apresentada 

ao ventrículo esquerdo, para ejetar o volume de sangue nele contido. Entende-

se que a resistência vascular periférica, é o maior fator determinante no aumento 

do pós-carga, fazendo com que o VE necessite dispender muita força para 

esvaziar-se, ocasionado um quadro de hipertrofia do mesmo (GUYTON & HALL, 

2011). 

 A obesidade está intimamente relacionada com o aumento do pós- carga 

devido às co-morbidades quase sempre presentes, nesse caso destacam-se: 

doença vascular, hipertensão arterial sistêmica, doença coronariana e 

aterosclerose (GOMES et al., 2010). 

 

Fig. 02. Corte transversal do coração, onde observa-se a diferença entre a 

espessura da parede do ventrículo esquerdo e ventrículo direito (CINDY, 2013). 

 
3. Válvulas cardíacas: As válvulas tricúspide e mitral localizam-se entre os 

átrios e ventrículos e impedem que o sangue circulem no sentido contrário. As 

válvulas aórticas e pulmonares controlam a saída de material doa ventrículos 

para o meio externo do coração (GUYTON & HALL, 2011).  
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Fig. 03. Coração com câmaras cardíacas/ fluxo sanguíneo (MOHAN, 2010).  
 
4. Camadas cardíacas: O músculo cardíaco é composto por células alongada 

e ramificadas, interligadas por junções intercelulares complexas, com estriações 

similares as observadas no músculo esquelético. Contudo essas células não são 

multinucleadas como as musculares, apresentando de um a dois núcleos 

centralizados. As fibras cardíacas são envolvidas por uma tênue bainha 

conjuntiva (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). 

 O coração é constituído por camadas ou paredes, que funcionam como 

revestimento das câmaras e sistema vascular, são elas: pericárdio, miocárdio, 

endocárdio (Figura 02). 

A) Endocárdio: É constituído por células endoteliais, sob uma camada 

subendotelial de tecido conjuntivo frouxo e delgado, a qual reveste a parede da 

cavidade interna dos átrios e ventrículos (MOHAN, 2010). 

 O endocárdio faz o revestimento interno das valvas cardíacas, músculo 

papilares e dos vasos sanguíneos que conectam o coração à circulação 

sistêmica e pulmonar (RAO & KESAVA, 2011). 

B) Miocárdio: É a camada média e mais espessa da parede cardíaca, 

constituído por fibras musculares cardíacas e por tecido conjuntivo fibroso. 

Considerada por muitos autores a principal camada do coração. 

 O arranjo dessas células musculares é extremamente variado, visto que 

mesmo em cortes histológicos pequenos, observa-se células orientadas em 
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diversas direções. Devido essa formação, as células são interconectadas por 

uma estrutura dita: discos intercalados. 

 As fibras cardíacas, que compõem o miocárdio, são ricas em retículo 

sarcoplasmático e mitocôndrias. A presença dessa última organela, favorece 

bastante a utilização de ATP como fonte de energia para a contração muscular. 

 Outra peculiaridade dessas células é a presença das junções tight nas 

membranas, favorecendo o transporte de íons e o potencial de ação na 

membrana celular (MOHAN, 2010). 

 O miocárdio, que representa o músculo estriado cardíaco, apresenta 

estrutura similar ao músculo estriado esquelético. A principal característica que 

garante essa semelhança é a presença de sarcômeros, constituídos por 

filamentos de actina e miosina, devido a alternância de coloração, confere esse 

aspecto estriado. Outra semelhança é a forma de contração deslizante entre 

esses filamentos (RAO & KASAVA, 2011). 

 Uma das principais atribuições do miocárdio é a contratilidade (bomba) 

cardíaca, garantindo que o sangue seja impulsionada em seu interior, assim 

como para o interior dos vasos sanguíneos externos. 

  

C) Pericárdio: Restringe o coração a sua porção do mediastino, embora não 

seja empecilho para contrações vigorosas e rápidas. É uma membrana de 

constituição fibro- serosa que reveste o coração, pode ser chamado também de 

saco pericárdico. Dessa forma o pericárdio pode ser subdividido em: pericárdio 

visceral ou epicárdio e pericárdio parietal, representado por um saco fibroso. 

  As duas camadas do percárdio citadas anteriormente,  são 

revestidas por células mesoteliais e normalmente contém de 10-30 ml de líquido 

seroso límpido e aquoso, que funciona como lubrificante e absorve  choque 

contra coração (MOHAN, 2010). 

          

2.4.2. FISIOLOGIA CARDÍACA  

 

 A principal função do coração é suprir a necessidade de aporte sanguíneo 

de todo o organismo, principalmente pela premência tecidual de oxigênio 

(MOORE et al., 2014). Desse modo todas as estruturas cardíacas atuam 

concomitantemente em harmonia para que essa função seja mantida. 
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BOMBA CARDÍACA: O coração na verdade é formado por duas bombas 

cardíacas distintas, onde a primeira recebe sangue do corpo e bombeia aos 

pulmões e a outra exerce papel exatamente inverso. Dessa maneira o sangue 

circula continuamente, que é o sistema circulatório. 

 O átrio direito recebe o sangue da circulação sistêmica (sangue venoso) 

e pressiona a válvula tricúspide para alcançar o ventrículo direito. Por sua vez o 

ventrículo direito empurra o seu conteúdo através da válvula pulmonar para a 

artéria pulmonar e pulmões. Assim que o sangue passa pelo pulmões e é 

oxigenado, retorna ao coração através da veias pulmonares alcançando o átrio 

esquerdo, finalmente a força exercida pelo volume sanguíneo no átrio esquerdo 

pressiona a válvula mitral e esse conteúdo chega ao ventrículo esquerdo, que 

por sua vez exerce enorme pressão, devido à força de sua parede, sobre a 

válvula aórtica para chegar à artéria aorta e à toda circulação sistêmica 

novamente (GUYTON & HALL, 2014).  

 

SINCÍCIO CARDÍACO: O músculo estriado cardíaco se assemelha muito ao 

músculo esquelético, devido o mecanismo de contração através do deslizamento 

dos filamentos de actina e miosina serem muito similares, entretanto as fibras 

musculares cardíacas apresentam a peculiaridade de serem interconectadas 

entre si, essa estrutura é denominada sincício. Existem dois sincícios no 

coração: o atrial e o ventricular. Essa característica garante que toda a massa 

de fibras interligadas se contraiam concomitantes (MOORE et al., 2014). 
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Fig. 04. Diagrama que mostra os múltiplos níveis de estrutura de junção de gap 

(GOODENOUGHT & PAUL, 2009). 

 

JUNÇÕES COMUNICANTES: As fibras do músculo cardíaco são constituídas 

por muitas células individuais conectadas por estruturas denominadas discos 

intercalados. Esses discos são parte das membranas celulares que separam as 

células do miocárdio uma das outras (GUYTON & HALL, 2011). 

 Detalhadamente, essas estruturas são pontos onde as membranas entre 

as células se fundem entre si, formando as junções comunicantes (gap juction 

ou junções gap). Contudo, essa constituição permite a rápida difusão de íons no 

eixo longitudinal das fibras miocárdicas, quase que livremente. (GUYTON & 

HALL, 2011). 

 Outra propriedade importante das junções gap é a natureza hidrofílica dos 

canais, fato que elimina a necessidade dos íons atravessarem a barreira da 

membrana plasmática de natureza lipídica. Dessa forma, em condições 

homeostásticas, o potencial de ação ocasionado pela difusão iônica, se propaga 

sem muita resistência pelas células que constituem o mesmo sincício. Essas vias 

(conexons) são ricas em um tipo de proteína transmembrana denominada 

conexina. Em verdade as conexinas são um grupo de proteínas semelhantes em 

sua sequência de aminoácidos. Dependendo da natureza do tecido, é 

expressada um tipo diferente (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). 

 No coração, o tipo de conexina observada é a 43. Em condições normais 

a conexina 43 se encontra na membrana plasmática, constituindo as junções 

comunicantes, todavia em casos de remodelamento cardíaco pelo ganho de 

peso, observa- se a diminuição da intensidade de marcação dessa proteína, bem 

como a redistribuição da mesma ao longo da lateral da célula (Azevedo et al, 

2016). 

 Em condições patológicas, o número de junções gap se torna menor na 

membrana plasmática, tornando essa condução mais lenta devido grande 

resistência para a passagem de íons excitatórios de uma fibra condutora para a 

próxima. Consequentemente, a velocidade de contração cardíaca é prejudicada 

(Azevedo et al., 2016). 
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 Essas modificações nos canais iônicos, peculiares do remodelamento 

cardíaco, são prejudiciais à transmissão elétrica dos impulsos de forma geral, 

muitas vezes diminuindo a contratilidade local, ou mesmo causando 

irregularidades no ritmo de contração do miocárdio (Vassalo & Lima,1993). 

Esses acometimentos fisiológicos são associados à arritmias ventriculares 

malignas, incluindo taquicardia ventricular sustentada e fibrilação ventricular 

(Azevedo et al., 2016). 

 

2.5. OBESIDADE RELACIONADA AO CORAÇÃO 

 

 De Cleva et al. (2017) correlacionam hipertrofia ventricular esquerda 

(HVE) diretamente com o aumento do IMC e a incidência de hipertensão arterial, 

todavia também mostra que essa adaptação cardíaca não depende somente 

dessas patologias, porém quando se apresentam de forma concomitante, a 

possibilidade de desfecho cardiovascular aumenta. De Simone et al. (2011) 

apontaram outras alterações morfofisiológicas já bem conhecidas na literatura: 

o aumento do volume e débito cardíaco, observado com mais frequência em 

obesidade visceral. Também está associado à esse tipo de adiposidade o 

prolongamento do relaxamento do ventrículo esquerdo. 

 Além das modificações observadas inerentes a morfologia ventricular 

esquerda, Ramirez et al. (2016) constataram o acúmulo ectópico de triglicerídeos 

no miocárdio, causa de esteatose miocardíaca, estrese oxidativo mitocrondrial, 

resultando na queda do nível de ATP local e insuficiência cardíaca em indivíduos 

obesos e diabéticos. 

 Essas mudanças que ocorrem no indivíduo com acúmulo excessivo de 

gordura são decorrentes em parte da influência da ação endócrina através da 

secreção de seus componentes bioativos. Dentre esses componentes observa-

se a leptina e a adiponectiva com muita influência sobre a função e o 

remodelamento cardíaco. Estando diretamente relacionadas com o 

desenvolvimento de doenças do coração (BAIRWA et al., 2016). 

 Indubitavelmente, os pacientes acima do peso têm aumento de risco de 

eventos cardiovasculares. Sabe-se que a obesidade aumenta o risco também de 

hipertensão e doença cardíaca coronária, que são as principais causas da 

insuficiência cardíaca. Lavie et al. (2014) apontaram que a gravidade do grau de 
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insuficiência cardíaca e de hipertensão arterial são diretamente porporcionais ao 

ganho progressivo de peso. Esse mesmo estudos acharam a correlação entre 

obesidade e fibrilação atrial. 

 Dentre as adaptações cardíacas à obesidade, observa-se também o 

desenvolvimento de fibrose cardíaca. Essas alterações fibróticas decorrem da 

remodelação guiada pelos cardiócitos atarvés de interação com células 

intersticiais e secreção de citocinas inflamatórias (CLEVA et al., 2017; 

KOITABASHI et al., 2011).  

 Não obstante a hipertrofia de cardiomiócitos seja encontrada com muita 

frequência em modelos experimentais de estudos em obsidade e alterações de 

órdem metabólica, este processo fisiológico ainda não foi bem exclarecido. 

Todavia, estudos já mostram que a deposição de ácidos graxos e triglicerídeos 

locais podem ocasionar resultados tóxicos, induzindo à disfunção celular ou até 

mesmo apoptose (CAVALERA et al., 2014). 

 A presença de fibrose no miocárdio está também relacionada ao 

espessamento das artérias intramiocárdicas e o aumento da pós- carga, 

condiçaõ comum em indivíduos hiperttensos (EBONG et al., 2014). 

 As pesquisas dedicadas ao entendimento do funcionamento do coração 

na população com excesso de peso são de grande importância, pois estudos 

epidemiológicos mostram que as mortes por doenças cardíacas crônicas 

ocorrem principalmente por acometimentos coronarianos, acidente vascular 

cerebral e enfarto do miocárdio. Sendo estas, responsáveis por 75% de mortes 

por doenças não transmissíveis no mundo (SHI et al., 2016). 

 

2.6. MÚSCULO ESQUELÉTICO  

 

2.6.1. MORFOLOGIA 

 

- Localização: Existem cerca de 434 músculos no corpo humano, que 

correspondem a 40-45% de um adulto eutrófico. Os músculos esqueléticos estão 

presentem em todas as articulações do corpo, mesmo naquelas que são fixas, 

ou seja, não apresentam movimento. Geralmente são fixados nos ossos, ao 

menos em uma das partes, muitas vezes cruzam as articulações (SOBOTTA, 

2009).  
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 Muitos músculos apresentam a mesma origem ou inserção, formando os 

grupamentos musculares, como o quadríceps que se insere na tuberosidade 

tibial através do tendão patelar, mas é composto por quatro porções distintas: 

reto femoral, vasto medial, vasto intermediário e vasto lateral (HALL, 2009). 

- Estrutura: A estrutura clássica do músculo esquelético é constituída por: corpo 

ou ventre muscular, tendão, capsula muscular e tecido subjacente.  

1) Corpo ou ventre muscular: É a porção carnosa do músculo, constituído por 

fibras musculares contráteis. São responsáveis pela contração muscular em si e 

por gerar força.  

2) Tendão: É constituído por fibras colágenas e tem função de fixação em ossos, 

cápsulas articulares e tecido subjacente; formado também por tecido conjuntivo.  

3) Capsula muscular e tecido subjacente: É uma membrana que funciona 

como envoltório de grupos musculares.  

4) Fibra muscular: É assim denominada por ser similar ao formato de um fio. 

Em termo gerais, as fibras musculares percorrem toda extensão do músculo 

diagonalmente. A membrana que envolve a fibra é denominada sarcolema e o 

citoplasma especializado sarcoplasma.  As fibras musculares são revestidas por 

uma bainha de tecido conjuntivo dita endomísio. São células multinucleadas e 

ricas em mitocôndrias. Outro componente importante da fibra muscular são as 

miofibrilas, que estão organizadas paralelamente e compostas por filamentos de 

actina e miosina, os quais garantem o aspecto estriado do músculo. Esses 

filamentos deslizam uns sobre os outros no processo de contração muscular.  

 Cada miofibrila apresenta uma rede de retículo sarcoplasmático e túbulos 

T, que funcionam como reservatórios, se estendendo da membrana 

sarcoplasmática para o meio interno da célula. Nessa estrutura, que recebe o 

nome de tríade, fica armazenado cálcio, bem como auxiliam na transmissão de 

impulsos elétricos da membrana para a miofibrila, sendo fundamental na 

contração muscular (CINDY, 2013). 

5) Placa motora ou unidade motora: É constituída por um neurônio motor e 

uma fibra motora por ele inervada, alguns estudos apontam fibras multi 

inervadas, de acordo com sua função ou adaptação ao treinamento 

neuromuscular. 
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Fig. 05. Unidade motora. A unidade motora consiste em um neurônio e uma fibra 

muscular por ele inervada (MOORE et al., 2014). 

 

2.6.2. FISIOLOGIA MUSCULAR 

 

 Os músculos esqueléticos exercem várias funções na manutenção da 

homeostase do corpo humano: Produção dos movimentos, manutenção da 

postura, proteção visceral e produção de calor (POWERS & HOWLEY, 2009). 

 

CONTRAÇÃO MUSCULAR:  

 A contração muscular é um processo complexo, que envolve várias 

proteínas celulares e sistemas de produção de energia, dentre essas proteínas, 

destaca-se o papel da troponina e tropomiosina, que estabelecem a interação 

entre os principais filamentos contráteis. No entanto, o resultado final é o 

deslizamento do filamento de que compõem a miofibrila: actina, onde o primeiro 
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desliza sobre o segundo durante a contração, gerando tensão e encurtamento 

muscular.  

 Cada miofibrila é constituída por cerca de 1500 filamentos de miosina 

(mais espesso) e 3000 de actina (mais delgado), conferindo a esses proteínas 

quase toda parte sólida constituinte do músculo esquelético. 

 Quando observadas em microscopia, vê-se que as faixas que contém 

actina são claras e por isso chamadas de I, que significa isotrópica à luz 

polarizada. No entanto, as faixas escuras são compostas por miosina e ditas A, 

pois são anisotrópicas à luz polarizada. Essa alternância de coloração confere 

ao músculo esquelético o aspecto estriado.  

 Além das estruturas supracitadas, existe nas extremidades dos filamentos 

de actina, a linha ou disco Z, composto por proteína filmentosa, funciona como 

delimitação de uma porção de estruturas que se repetem organizadamente ao 

longo da miofibrila, denominada sarcômero. 

 A força muscular gerada em um músculo está relacionada a doís fatores: 

força gerada em fibras musculares isoladas e o número de fibras musculares 

envolvidas em uma contração. (CINDY, 2013). 

 

 

Fig. 06.  Anatomia do músculo esquelético e estrutura do sarcômero 

(OSTROVIDOV et al., 2014). 
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2.6.3. TIPOS DE FIBRA MUSCULAR 

 As fibras musculares são classificadas de acordo com suas 

características histológicas e bioquímicas. As fibras são classificadas em três 

tipos distintos em humanos: 

A) FIBRAS I: São fibras de contração lenta, de coloração avermelhada e 

caracterizadas como oxidativas. 

B) FIBRAS IIa E IIx: São fibras de contração rápida, de coloração esbranquiçada 

e caracterizadas como glicolíticas (DANTAS, 2014). 

 

 

2.7. OBESIDADE RELACIONADA AO MÚSCULO ESTRIADO ESQUELÉTICO  

  

 Kalvani et al., 2014 relataram que indivíduos obesos têm a força 

corporal relativamente depressiada, levando em consideração sua dimensão 

corporal. Esse macanismo pode ser explicado pelo infiltrado de gordura e tecido 

conjuntivo intramuscular nessa população, devido a presença de fatores pró-

inflamatórios no tecido adiposo, podendo inclusive causar dano mitocondrial na 

célula muscular. Dietas ricas em gordura podem ocasionar a redução da 

expessão do   PGC- 1α (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1-alpha  relacionado à biogênese mitocondrial). 

 Em estudo realizado com ratos submetidos à dieta hiperlipídica,foi 

observado uma redução na capacidade oxidativa do músculo esquelético de 

captação e utilização de lipídios circulantes juntamente com atividade enzimática 

oxidativa atenuada, bem como o aumento teor de lipídio muscular ectópico e 

diminuição do tamanho da fibra (MATSAKAS  et al., 2015). 

 Kalinkovich & Livshits (2017) apontam que o estado metainflamação 

(crônica e branda) encontrado em indivíduos com IMC elevado, tem impacto 

sobre o músculo esquelético, pois são encontrados infiltrados inflamatóriios 

nesse tecido citocinas pró-inflamatórias em concentração elevada e anti- 

inflamatória, em concentração baixa, nesse caso, essas citocinas são 

denominadas miocinas. Ainda nesse estudo, atribui- se a perda parcial da 

capacidade da contratilidade muscular, à presença de inflamação metabólica, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalinkovich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27702700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livshits%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27702700
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bem como a resistência à ação local a insulina. (Handschin & Spigelman (2008), 

Observou- se a presença de TNFα e IL-6, curiosamente apresentando papéis 

distintos em situações diferentes. Em sedentários a IL-6 apresenta papel pró-

inflamatório, como já mencionado e ocorre o aumento da expressão do TNFα, 

porém em indivíduos praticantes de atividade física, a IL-6 se comporta de 

maneira anti-inflamatória e o TNFα é reduzido. 

 CLEASBY et al. (2016) apontou a ocorrencia do acúmulo de gordura 

intermuscular, além de no citoplasma das células em questão. Essas condições 

estão relacionadas e diminuição da capacidade contrátil das porteínas 

musculares, fatores que provavelmente contribuem para o desenvolvimento da 

sarcopenia. 

 A resistência à ação de insulina, observada na diabetes tipo 2 e em muitos 

casos de obesidade, prejudica notóriamente o metabolismo da glicose no 

músculo esquelético. A diminuição da absorção desse substrato se dá pela 

deteriorização da sinalização da insulina, redução do transporte da glicose, bem 

como pela síntese de glicogênio (MUHAMMAD et al., 2010). 

 Contudo, o aumento da gordura intramiocelular também estabelece papel 

na alteração da resistência à ação da insulina no músculo esquelético (LETTNER 

& RODEN, 2008). Alterações na fosforilação oxidativa mitocondrial nessa células 

está diretamente relacionada essa deposição de gordura local (MUHAMMAD et 

al., 2010). 
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3. OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

 O propósito deste trabalho foi avaliar as possíveis alteraçãos morfológicas 

ocorridas no coração de ratos Wistar submetidos à dieta hiperlipídica. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1.  Caracterizar a morfologia celular, através coloração de Hematoxilina e 

Eosina das biópsias cardíacas e de quadríceps; 

2.  Determinar a deposição de colágeno, através da coloração de PicroSirius 

Red, para as biópsias cardíacas e de quadríceps; 

3. Comparar a Morfometria das áreas do tecido cardíaco e muscular nas 

colorações H/E e PicroSirius Red. Análise das áreas ocupadas por fibras 

entre animais Controle e Hiperlipídica; 

4. Imunomarcação das proteínas conexina e actina para músculo cardíaco; 

e actina para músculo estriado esquelético.  
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4- MATERIAL E MÉTODOS  

4.1. ANIMAIS 

 Todos os procedimentos envolvendo animais estão de acordo com as 

recomendações nacionais sobre o uso de animais em experimentação conforme 

o Conselho Nacional de Controle em Experimentação Animal (CONCEA) e 

Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-UFRJ n. 

01200.001568/2013-87 –Anexo 01 e 02).  

 Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados 12 ratos Wistar 

machos, mantidos no biotério do Instituto Carlos Chagas Filho (Departamento de 

Biofísica, UFRJ) em temperatura ambiente (23 +/-2oC), em ciclo padrão 

claro/escuro (12h/12h). A subdivisão dos animais em grupos se deu 

aleatoriamente em: Grupo Controle (GCT) e Grupo Dieta Hiperlipídica (GHL).  Os 

animais foram submetidos às intervenções nutricionais da 3a semana (após 

desmame) até a 13a semana de vida (ratos considerados adultos jovens).  

 Aleatoriamente, os animais foram acondicionados em gaiolas (Alesco, 

Monte Mor, São Paulo, Brasil), medindo 49 x 34x 16 cm. 

 

4.2. DIETA CONTROLE E HIPERLIPÍDICA  

 As dietas controle e hiperlipídica, foram elaboradas pela empresa Prag 

Soluções Serviços e Comércio Ltda (São Paulo). A dieta controle foi produzida 

segundo Reeves et al. (1993), adequada para o crescimento e o 

desenvolvimento normal de roedores e apresenta a seguinte composição: 23% 

de proteínas, 67% de carboidratos e 10% de lipídios. Já dieta hiperlipídica, 

segundo Sinitskaya et al. (2007), apresentou elevada quantidade de lipídios, 

baixa concentração de carboidratos, com níveis de proteínas dentro de valores 

considerados normais (24% de proteínas, 9% de carboidratos e 67% de lipídios). 

 Aleatoriamente, os animais foram divididos em dois grupos: Grupo 

Controle e Grupo Dieta Hiperlipídica os quais receberam água e alimento, de 

acordo com a dieta, a vontade. 

 

 4.3. EUTANÁSIA DOS ANIMAIS  

 Os animais utilizados neste estudo foram concomitantemente utilizados 

no estudo “Obesidade associada à hipertensão arterial – avaliação dos 
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mecanismos moleculares que levam à maior reabsorção renal de sódio”, 

coordenado pelo Prof. Dr. Adalberto Vieyra (Anexo 01). O anexo 02 evidencia 

que a aluna Lorena Rosa e seus orientadores são parte integrante do projeto 

central do Prof. Dr. Adalberto Vieyra. 

 De acordo com as Diretrizes de Eutanásia de Animais, preconizada pela 

pelo CONCEA, quando há fatores que impeçam o uso de anéstésicos como 

forma de eutanisiar os animais, pode-se utilizar métodos alternativos para a 

morte dos animais. Devido aos animais também serem parte integrante da 

pesquisa citada acima, que analisa fatores cardiovalsculares e renais, onde o 

uso de anéstésicos poderia interferir na mensuração de tais fatores (KUTCHAI 

et al.,1999; GOMEZ & GUATIMOSIM, 2003), os animais foram decaptados 

através de guilhotina. Ressalta-se que um estudo não produz interferência em 

outro e que segue-se a normativa NCR3 (Replacement, Refinement and 

Reduction of Animals in Research).  

 A eutanásia foi realizada no Laboratório de Físico-Química “Bióloga Aída 

Hasson Voloch” (Instituito Carlos Chagas Filho, Departamento de Biofísica, 

UFRJ). Após a morte do animal, o sangue (5mL) foi retirado da artéria jugular, 

utilizando-se seringa Luer Lock –SR de 5mL (Sigma Audrich, St Louis, USA). Em 

seguida, o sangue foi acondicionado em um tubo Falcon de 15mL (TPP, 

Piracicaba, São Paulo, Brasil), acrescido do anti-coagulante ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA, Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) e centrifugado 

(centrífuga Excelsa Baby1 Fanem, São Paulo, São Paulo, Brasil) a 10 mil rpm 

por 2 minutos. O plasma, ou seja, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado e 

armazenado em microtubos de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) à 

temperatura de -20ºC em freezer convencional.    

  As biópsias musculares foram realizadas e fixadas em formol 10% 

tamponado, em tubos Falcon de 15 ml (TPP, Piracicaba, São Paulo, Brasil). Os 

tecidos musculares coletados foram: 1) Estriado cardíaco (ventrículo esquerdo) 

e; 2) Estriado esquelético (quadríceps direito). 

 

4.4 FASES EXPERIMENTAIS 

4.4.1. MICROSCOPIA DE LUZ CONVENCIONAL  

Os cortes de parte do ventrículo esquerdo cardíaco e das fibras estriadas 

musculares esqueléticas foram coradas com os corantes Hematoxilina e Eosina, 
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no laboratório de fisiologia de terapia celular no intuito de analisarmos o perfil 

morfológico das fibras e possível presença de infiltrado inflamatório. O protocolo 

detalhado para esta análise encontra-se descrito no Anexo 03: Protocolo 

Operacional Padrão (POP). Os cortes de parte do ventrículo esquerdo cardíaco 

e das fibras estriadas musculares esqueléticas foram corados também para 

Picrosírius, onde as fibras foram analisadas bem como a presença de depósição 

de colágeno, . O protocolo detalhado encontra-se descrito no Anexo 04: 

Protocolo Operacional Padrão (POP).   

A quantificação das análises com coloração HE e Picrosírius red foram 

realizadas com 10 campos de cada amostra, sendo 3 animais de cada grupo. As 

imagens foram geradas em microscópio de luz invertido (Zeiss). As análises 

histomorfométricas foram efetuadas através do uso de programas de imagem 

Image Pro Plus 4 (Corporate Headquartes, Rockville, Maryland, EUA) e Graph 

Pad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, Califórnia, EUA).  

A quantificação realizada através do corante hematoxilina/ eosina, 

mensurou a área das imagens constituídas por fibra muscular de forma 

automática pelo programa Image Pro Plus 4. As análises foram realizadas em 

uma imagem de cada vez. Após essa etapa, utilizando o programa Excel 2013, 

foi efetuada a soma dos percentuais individuais por animal (10 campos), em 

seguida a média dos resultados dos três animais por grupos, obtendo- se o 

resultado do grupo controle e dieta hiperlipídica.  

A quantificação feita pela coloração Picrosírius Red, mediu a área das 

imagens cobertas por fibra colágena automaticamente pelo programa Image Pro 

Plus 4. As análises foram realizadas em uma imagem de cada vez. Após essa 

etapa, utilizando o programa Excel 2013, foi efetuada a soma dos percentuais 

individuais por animal (10 campos), em seguida a média dos resultados dos três 

animais por grupos, obtendo- se o resultado dos grupos.   

 

4.4.3. IMUNOFLUORESCÊNCIA 

Os tecidos dos animais foram congelados em Tissue Tek O.C.T. 

Compound (Sakura® Finetek, Torrance, Califórnia, EUA) e cortados em criostato 

a -22ºC. Os cortes obtidos foram fixados por 30 minutos em paraformaldeído 4% 

a 25º C. Em seguida foram lavados 3 vezes por 10 minutos com PBS-Triton 

X100R a 0,5% e após essa etapa, incubados por 30 minutos com albumina 
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sérica bovina (BSA- Bovine Serum Albumin, Sigma, St Louis, Missouri, EUA) 

diluída à 0,5% em PBS, isenta de imunoglobulinas. Adicionou-se anticorpos 

primários específicos: para Actina e Conexina 43, sendo o último somente para 

tecido cardíaco. As lâminas foram incubadas em câmara úmida na estufa por 2h 

à 37ºC. 

Tabela 03: Especificações dos reagentes utilizados na Imuno-histoquímica 

Anticorpos  Especificação Dados comerciais 

DAPI 4′,6-Diamidine-2′-

phenylindole 

dihydrochloride 

ROCHE (Cod.: 

10236276001) 

Anti- esqueleto de alfa actina 

muscular [Alpha Sr-1] 

Monoclonal (Mouse) Abcam (Cod:ab28052) 

Anti-Connexin 43  Policlonal (Rabbit) Abcam (Cod: ab11370) 

Alexa Fluor 488 Goat anti-Mouse IgG ThermoFisher (Cod.: A-

11029) 

Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit IgG ThermoFisher (Cod.: A-

11029) 

 

Os tecidos foram colocados na geladeira over night (12 horas). Em 

seguida, foram lavadas com PBS por 3 vezes de 10 minutos e inserido o 

anticorpo secundário (Alexa 488 anti-Mouse referente ao anticorpo primário anti-

Actina e; Alexa 488 Anti-Rabbit para anticorpo primário anti-Cx43), as lâminas 

foram incubadas em câmara úmida na estufa por 2h à 37ºC. Os tecidos foram 

novamente lavados com PBS por 5 vezes de 10 minutos cada. Após a lavagem 

com PBS, como descrito anteriormente, as lamínulas foram marcadas com DAPI 

por 10 min a 25ºC para marcar o núcleo das células e lavadas 3 vezes com PBS. 

A montadas foram feitas com 10 µL de Prolong GoldR (ThermoFisher Cientiific, 

Waltham, Massachusetts, EUA) por corte, uma solução que reduz o decaimento 

da fluorescência. 

As marcações nas lâminas foram observadas em um microscópio de 

epifluorescência Axiovert 40 Plus (Photo microscope, Carl Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha), excitadas com iluminação por lâmpada de mercúrio de alta pressão, 

HBO 50W (ʎ = 490 nm) sendo a emissão monitorada utilizando um conjunto de 

filtros de emissão para fluorescência de fluoresceína (ʎ = 525nm). A 

https://www.google.com.br/search?biw=1144&bih=643&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjFvYOM9t_XAhUCWpAKHaxEBVIQmxMInwEoATAN
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especificidade da imuno reatividade foi avaliada na ausência do anticorpo 

primário. Os experimentos foram submetidos à observação e análise simples ou 

de secções no plano Z (reconstrução tridimensional) utilizando o microscópio 

confocal LSM 710 Quasa (Carl Zeiss Oberkochen, Alemanha). 

A especificidade das imuno marcações foi avaliada utilizando o mesmo 

protocolo acima, substituindo os anticorpos primários nas incubações por 

soluções de PBS com albumina sérica bovina a 0,1%. Nenhuma marcação foi 

observada nestas condições. 

 

4.4.4. FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS  

Os resultados para a quantificação das proteínas actina e conexina foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e para detecção de diferenças 

entres os grupos foi usado o teste de Tukey com um nível de significância de 

5%. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1. PESO DOS ANIMAIS 

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com as dietas 

submetidas aos animais. A dieta controle, convencional e adequada para o 

desenvolvimento normal de roedores e apresenta a seguinte composição: 23% 

de proteínas, 67% de carboidratos e 10% de lipídios; enquanto que a dieta 

hiperlipídica objetivava a engorda dos animais. Para tal, esta dieta apresentou-

se elevada quantidade de lipídios, baixa concentração de carboidratos, com 

níveis de proteínas dentro de valores considerados normais (24% de proteínas, 

9% de carboidratos e 67% de lipídios de origem vegetal). Os animais foram 

eutanaziados para as análises. No gráfico 01, evidencia-se o aumento de peso 

dos animais (grupo experimental-dieta hiperlidíca) em comparação ao grupo 

controle.  

 

Gráfico 01: Aumento de peso dos animais durante a administração de diferentes 

dietas ao longo dos dias. CTR: Grupo Controle: Dieta Convencional. HL: Grupo 

Experimental: Dieta Hiperlipídica.  

 

5.2. MICROSCOPIA DE LUZ CONVENCIONAL 
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 Os resultados abordam a microscopia de luz utilizando as técnicas de 

coloração Hematoxilina e Eosina; e Picrosirius (protocolos: Anexo 03 e 04) em 

ambos os tecidos, e as respectivas morfometrias. Os resultados foram divididos 

de acordo com o órgão e respectivo músculo: A) Músculo estriado cardíaco 

(ventrículo esquerdo) e B) Músculo estriado esquelético (quadríceps).  

 

A) MÚSCULO ESTRIADO CARDÍACO  

 Observa-se na Fig. 07, a coloração de Hematoxicilina e Eosina permite 

observar a morfologia tecidual do grupo controle (imagem A e B) e Dieta 

Hiperlipídica (imagem C e D). Nas fotomicrografias do grupo controle (A/B, 

mostra a integridade do miocárdio pode ser vista. No grupo experimental Dieta 

Hiperlipídica (C/D) observa-se com clareza o aumento da distância entre as f 

A coloração de Picrosirirus pode ser utilizada a fim de analisar o perfil 

morfológico das fibras e uma possível presença de deposição de colágeno, . 

Esta coloração corroborou com os resultados encontrados na morfologia vista 

através da H/E, onde havia integridade de fibras no grupo de animais controle 

(Fig. 08 A/B) e aumento da distância entre as fibras no grupo experimental (Dieta 

Hiperlipídica: Fig 08 C/D).  
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Fig. 07: Fotomicrografias de tecido muscular estriado cardíaco. Coloração 

Hematoxilina e Eosina. Grupo Controle: Em A) observa-se a integridade do 

músculo cardíaco e em destaque pontilhado a área em magnitude representada 

em B) Grupo Dieta Hiperlipídica: Observa-se em C) o aumento da distância 

entre as fibras cardíacas e em destaque pontilhado a área em magnitude 

representada em D. A/C: Objetiva de 20x. B/D: Objetiva de 40x.Colocar aqui o 

tempo de dieta dos animais. 
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Fig. 08: Fotomicrografias de tecido muscular estriado cardíaco. Coloração 

PicroSirius Red. Grupo Controle: Corroborando com a coloração de H/E, 

observa-se em A) integridade das fibras miocárdicas e em destaque pontilhado 

a área em magnitude representada em B) Grupo Dieta Hiperlipídica: fibras 

cardíacas mais espaçadas e em destaque pontilhado a área em magnitude 

representada em D. A/C: Objetiva de 20x. B/D: Objetiva de 40x. (não consigo 

identificar o aumento do colágeno nessa imagem. 

 

Para o tecido cardíaco, foram observadas diferenças relevantes entre os 

grupos através da morfometria. Através da coloração hematoxilina/eosina 

percebeu-se a menor quantidade de fibra muscular no grupo submetido à 

intervenção dietética. Sugerindo a perda de massa muscular e possivelmente 

diminuição da capacidade contrátil do miocárdio. Ainda na biópsia cardíaca, 

através da coloração PicroSírius Red, constatou-se um resultado expressivo na 

quantificação de fibra colágena local, mostrando índices que chegam atingir o 

dobro no grupo de Dieta Hiperlipídica. 
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Gráfico 02. Morfometria do tecido muscular estriado cardíaco. As colunas 

representam a área ocupada pelas fibras nos animais controle (Controle) e 

experimental (Dieta Hiperlipídica). A) Coloração Hematoxilina/ Eosina. Os dados 

foram analisados no teste T não pareado, houve diferença significativa. 

P=0,04908. B) Coloração PicroSirius Red. Os dados foram analisados no teste 

T não pareado, não houve diferença significativa. P=0,3507.  

 

 

B) MÚSCULO ESTRIADO ESQUELÉTICO  

O músculo estriado esquelético escolhido para a biópsia foi o quadríceps 

direito do animal.  



46 
 

 

Fig. 09: Fotomicrografias de tecido muscular estriado esquelético. Coloração 

Hematoxilina e Eosina. Grupo Controle: Em A) observa-se em destaque 

pontilhado a área em magnitude representada em B) Grupo Dieta Hiperlipídica: 

em C) observa-se em destaque pontilhado a área em magnitude representada 

em D. A/C: Objetiva de 20x. B/D: Objetiva de 40x.  
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Fig. 10: Fotomicrografias de tecido muscular estraido esquelético. Coloração 

PicroSirius Red. Grupo Controle: Em A) observa-se em destaque pontilhado a 

área em magnitude representada em B) Grupo Dieta Hiperlipídica: em C) 

observa-se em destaque pontilhado a área em magnitude representada em D. 

A/C: Objetiva de 20x. B/D: Objetiva de 40x.  

 

Na morfometria do músculo estriado esquelético (quadríceps), a 

quantificação através da coloração de Hematoxilina/Eosina não apresentou 

diferença significativa entre os grupos, indicando a discreta perda das proteínas 

contráteis. As possíveis alterações fisiológicas permanecem indeterminadas. Da 

mesma forma, a quantificação das fibras colágenas pela coloração PicroSírius 

Red mostrou não ter diferença significativa entre os grupos.  
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Gráfico 03: Morfometria do tecido muscular estriado esquelético. As colunas 

representam a área ocupada pelas fibras nos animais controle (Controle) e 

experimental (Dieta Hiperlipídica).  A) Coloração Hematoxicilina/Eosina. Os 

dados foram analisados no teste T não pareado, não houve diferença 

significativa. P=0,0530. B) Coloração PicroSirius Red. Os dados foram 

analisados no teste T não pareado, não houve diferença significativa. P=0,4453. 

 

5.4. IMUNOFLUORESCÊNCIA  

 

Os resultados abordam a Imunofluorescência, observada em Microscopia 

Confocal (LSM710, Zeiss, Alemanha), para animais do grupo Controle e Dieta 

HIperlipídica No músculo estriado cardíaco foi imunomarcada a proteína 

conexina 43 e actina, enquanto que para o músculo estriado esquelético foi 

realizada a imunomarcação de actina.  
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A) MÚSCULO ESTRIADO CARDÍACO  

Em animais controle, ou seja alimentados com dieta convencional, pode-

se observar uma marcação específica para Conexina 43 (Fig.11-C setas) nas 

regiões de discos intercalares. Já no grupo submetidos à dieta hiperlipídica , a 

imunomarcação para Conexina 43 apresenta-se em regiões dispersas (Fig 12- 

C). 

Para a proteína Actina, observa-se uma imunomarcação específica ao 

longo das fibras tanto para o grupo controle como para o grupo hiperlipídica 

(Figura 13).  

 

 

Fig.11: Fotomicrografias da imunofluorescência do tecido estriado cardíaco de 

animais controle.  Imunomarcação para proteína Conexina 43. Podemos 
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observar a marcação específica para Cx43 (verde) nas regiões de discos 

intercalares (C) (Setas). Em A podemos observar o campo claro da imagem e 

em B o núcleo das células marcado com o corante nuclear DAPI (azul). Na 

micrografia D é demonstrada a sobreposição de imagens B e C. Aumentos de 

400X (Objetiva de 40X). 

 

Fig.12: Fotomicrografias da imunofluorescência de tecido estriado cardíaco de 

animais do grupo Dieta Hiperlipídica. Imunomarcação para proteína Conexina 

43. É possível observar a marcação para Cx43 (verde) em regiões dispersas (C) 

(Setas). Em A podemos observar o campo claro da imagem e em B o núcleo das 

células marcado com o corante nuclear DAPI (azul). Na fotomicrografia D é 

demonstrada a sobreposição de imagens B e C. Aumentos de 400X (Objetiva de 

40X). 
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Fig.13: Fotomicrografias de imunofluorescência de tecido muscular estriado 

cardíaco. Imunomarcação para proteína Actina. Grupo Controle: Podemos 

observar a marcação específica para Actina (verde) ao longo das fibras (B). Em 

A podemos observar a imagem de campo claro e em C a sobreposição de 

imagens A e B. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Grupo Dieta 

Hiperlipídica: Observa-se a marcação específica para Actina (verde) ao longo 

das fibras (E), demonstrando um padrão semelhante de marcação em relação 

aos animais controle. Em D podemos observar a imagem de campo claro e em 

F a sobreposição de imagens A e B. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). 
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B) MÚSCULO ESTRIADO ESQUELÉTICO (QUADRÍCEPS) 

O músculo estriado esquelético escolhido para a biópsia foi o quadríceps 

direito do animal. A imunomarcação de actina observada foi específica ao longo 

das fibras tanto para o grupo controle como para o grupo Dieta Hiperlipídica 

(Figura 14).  

 

 

Fig.14: Fotomicrografias de imunofluorescência de tecido muscular estriado 

esquelético. Imunomarcação para proteína Actina. Grupo Controle: Podemos 

observar a marcação específica para Actina (verde) ao longo das fibras (B). Em 

A podemos observar a imagem de campo claro e em D a sobreposição de 

imagens A e B. Grupo Dieta Hiperlipídica: Observa-se a marcação específica 

para Actina (verde) ao longo das fibras (B), demonstrando um padrão 

semelhante de marcação em relação aos animais controle. Em A podemos 

observar a imagem de campo claro e em D a sobreposição de imagens A e B. 

Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). 
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6. DISCUSSÃO 

 

A escolha do modelo animal deste estudo, ratos Wistar, recai na eficácia 

do uso de roedores como escolha para ensaios in vivo no estudo de obesidade. 

Normalmente, a dieta a ser submetido o animal, apresenta-se rica em lipídeos, 

glicídeos ou a combinação de ambos (RENUKA et al., 2014). Entretanto 

Panchal et al., 2009, apresentam que a dieta hiperlipídica se mostra mais eficaz 

em estudo de possíveis alterações inflamatórias relacionadas à obesidade 

quando comparada à dieta hiperglicêmica. Isto devido ao fato de que à 

obesidade advinda da dieta hiperglicêmica relaciona-se ao acúmulo de gordura 

central, dito obesidade abdominal ou visceral. Ainda em relação ao mesmo 

modelo de estudo, pesquisas também foram dedicadas a observação do 

músculo estriado esquelético, em especial o quadríceps, devido a natureza de 

fibras mistas (tipo I e II) e ser de fácil remoção pela localização e tamanho do 

mesmo (TANAKA et al., 2017). 

O propósito principal deste trabalho busca avaliar possíveis alterações 

inflamatórias e morfológicas em músculo estriado esquelético e cardíaco de 

ratos obesos. Para tal a morfologia e deposição de colágeno foi avaliada e 

quantificada através da coloração de Hematoxicilina e Eosina; e PricroSirius Red 

respectivamente (Fig. 07,08, 09,10) 

Os resultados morfológicos, para o musculo cardíaco, apontam para um 

aumento da distância entre fibras no grupo de ratos submetidos à Dieta 

Hiperlipídica) (Fig.07,08) em relação à integridade de fibras do miocárdio 

observadas no grupo controle (Fig. 07,08).  

  Koncsos et al. (2016), com uso de metodologia similar, apresentaram 

uma discreta perda no número de cardiomiócitos em animais submetidos à dieta 

hiperlipídica, bem como acréscimo de tamanho no diâmetro da fibra muscular no 

ventrículo esquerdo de ratos pré-diabéticos. Ainda como resultados 

corroborativos aos nossos, os autores relatam fibrose cardíaca, o que pode 

ratificar a hipertrofia de miocárdio.  

Tais achados podem ser ratificados pela fisiopatologia cardíaca da 

obesidade, que está associada a uma série de adaptações cardíacas e 

hemodinâmicas, especialmente: o aumento do volume de troca, frequência 

cardíaca, atividade simpática, bem como o aumento da massa ventricular 



54 
 

esquerda para acomodar todas essas alterações. A maioria dos indivíduos 

obesos têm sistema ventricular com função hiperdinâmica (VEST & PATEL, 

2017). Ainda Abassi et al. (2015) apontam que o grau de obesidade central ou 

visceral está associado proporcionalmente com o aumento da massa ventricular 

cardíaca e alterações fisiológicas locais. 

Em relação ao músculo estriado esquelético (quadríceps direito), a 

morfometria, através da coloração de Hematoxilina/Eosina (Fig. 09) não 

apresentou diferença significativa entre os grupos, indicando a discreta perda 

das proteínas contráteis. Da mesma forma, a quantificação das fibras colágenas 

pela coloração PicroSírius Red (Fig. 10) mostrou não ter diferença significativa 

entre os grupos. Sugere-se que não houve diferença entre os grupos para o 

músculo estriado esquelético como ocorrido no miocárdio, devido a sua alta 

habilidade de regeneração, sendo um músculo com frequente adaptação 

plástica. Tal hipótese corrobora com os estudos de Batsis et al., em 2013. 

  Em contraponto a estes resultados Denis et al. (2014) mostraram que em 

em camundongos submetidos a dieta hiperlipídica, houve redução da massa 

muscular. Os autores sugeriram possibilidade da troca do tipo de fibra devido a 

obesidade, por falta de contratilidade, porém esse resultado não foi conclusivo 

para tal afirmação.  

 Nakanishi & Kato (2014) observaram através da técnica de imuno- 

histoquímica observou a diminuição da concentração da actina no miocárdio de 

ratos submetidos à dieta hiperlipídica. Tal achado foi atribuído a também 

diminuição da quantidade de cardiomiócitos. Em pesquisa que corrobora com os 

achados supracitados, Aquinali et al. (2014) observaram a perda considerável 

de actina, juntamente com miosina. Considera a dificuldade de contratilidade 

devido à sobrecarga cardíaca, como fator responsável por esse estado 

catabólico. Ainda utilizando a técnica de imuno-histoquímica, foi observado em 

ratos induzidos ao infarto agudo do miocárdio através de intervenção dietética, 

a perda considerável de actina associada a diminuição da contratilidade 

muscular, bem como a redução da área de secção transversal dos 

cardiomiocitos (CHENG et al, 2011). 

 Entretanto, estudos realizados por Xiao et al. (2013) acharam resultados 

contrários, onde ratos induzidos ao ganho de peso apresentaram hipertrofia 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakanishi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24836730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kato%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24836730
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cardíaca considerável, mas o padrão de apresentação da actina permaneceu 

inalterado.  

 Korkmaz-Icoz et al. (2016) também observaram no presente estudo, 

alterações quantitativas em miosina e actina no músculo cardíaca, todavia 

notoriamente houve hipertrofia ventricular no grupo de ratos submetidos à dieta 

hiperlipídica. Essas alterações metabólicas foram associadas também ao 

aumento do número de cardiomiócitos. Atribui- se a adaptação fisiológica dessa 

forma devido a presença de inflamação, caracterizada por citoinas e resistência 

à ação da insulina. 

 Ainda acerca de observações do padrão muscular cardíaco, torna- se 

muito importante a observação do padrão de outra proteína fundamental na 

homeostase local, especialmente em relação a contratilidade do miocárdio. A 

conexina 43 compõe o conexon, estrutura que interliga as células cardíacas do 

mesmo sincício, facilitando o transporte de íons entre elas, garantindo a 

capacidade do coração em se contrair simultaneamente (LILY, 2016). 

 Susane et al. (2014) relatam em seus achados em humanos obesos, que 

conforme ocorreu o remodelamento cardíaco foi também percebido o 

prolongamento do ritmo cardíaco e a migração das conexinas para a lateral do 

miocárdio, fenômeno dito lateralização. Parece que esse fato se associa a 

tentativa de se manter a homeostase dos batimentos. Observou- se também o 

restabelecimento do comportamento dessa proteína em caso de perda de peso. 

Salameh et al. (2013) também observaram a lateralização da conexina em 

pacientes com IMC elevado, porém sem alterações do ritmo do coração. 

 Todavia, foi observado em estudo que associa técnicas de imuno-

histoquímica que a conexina 43 apresentou- se na membrana celular, todavia 

ocorreu a diminuição da condução via junções gap, esse fato foi associado a 

presença de fibrose cardíaca local (AXELSEN, et al, 2015). Lin et al. (2011) 

também observaram resultados similares, com padrão de conexina 43 

inalterado, porém com alterações eletrofísicas e com prejuízos no ritmo cardíaco. 

 Szczseny et al. (2013) observaram através de técnica de imuno- 

histoquímica realizada em biópsia do músculo quadríceps de humano com IMC 

> 40, que os sarcômeros apresentavam- se alterados em relação ao grupo de 

eutróficos, as alterações ocorreram em especial nos filamentos de actina, que 

se apresentaram ainda mais finos.  
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 Stuart et al. (2013), em análise de biópsia do músculo vasto lateral de 

humanos com IMC elevado, encontraram diferença significativa no diâmetro das 

fibras, não obstante o tipo (I ou II), ou mesmo em relação ao gênero. No entanto, 

notou- se uma alteração na posição do sarcômero, em especial da actina e 

miosina e uma considerável diminuição da força de contração local, que nesse 

caso, atribuiu- se a diminuição dos receptores de insulina.  

 Contudo em outra pesquisa também realizada com biópsia do vasto 

lateral de humanos com IMC elevado, observou- se na população obesa a 

diferença não significante na estrutura das proteínas miofibrilares contráteis. 

Todavia, percebeu-se através de testes de força, o prejuízo dessa função, 

atribuindo- se nesse caso, ao acúmulo de lipídio intracelular (SEUNG et al., 

2016). 

 Collins et al. (2017) não observaram diferença significativa em ratos 

obesos quando comparados aos animais controle. A ênfase desse estudo foi a 

observação da proteínas contráteis miofibrilares, em especial a miosina de 

cadeia pesada. Atribui- se esse resultado à natureza do músculo, pois o solear 

se caracteriza como predominantemente oxidativo, ou seja composto em sua 

maioria por fibras aeróbicas, o que representa menor possibilidade de sofrer 

danos metabólicos. 

 Em estudo também realizado com ratos submetidos à dieta hiperlipídica 

por 12 semana, foi percebido a diminuição da força contrátil em muscular. 

Todavia o peso muscular foi mantido após a intervenção dietética. Também não 

foram observadas alterações significativas quantitativas, nem qualitativas por 

imuno-histoquímica de actina e miosina. Atribuindo- se o resultado a alterações 

na natureza das fibras musculares (ESHIMA et al., 2017). 
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7. CONCLUSÕES 

 

As conclusões deste trabalho, de acordo com o modelo animal utilizado, 

foram: 

1. Para o músculo cardíaco, a coloração de Hematoxilina/Eosina e PIcroSirius 

Red evidenciaram uma integridade do miocárdio no grupo controle e 

aumento da distância entre as fibras cardíacas para os animais 

alimentados com Dieta Hiperlipídica. 

2. A imunuomarcação da conexina 43, apresentou- se de forma difusa no 

miocárdio do grupo experimental, determinando processo inflamatório. 

3. A dieta hiperlipídica interfere na morofologia das fibras cardíacas em ratos 

Wistar, aumentando a distância entre elas. 
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ANEXOS 

Anexo 01: Aprovação da CEUA- UFRJ (Projeto Central) 

 

 

 

Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciências da Saúde, Bloco K, 20 andar -                         

Cidade Universitária - CEP 21941-590 – Rio de Janeiro – Brasil 

Tel: (21) 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufrj.br 

 

 

 
 
 
 
 

Rio de Janeiro, 13 de setembro de 2016 
 

 
Prezado Professor Adalberto Vieyra 
 

A Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) em Experimentação Cientifica 
do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada 
no Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) sobre o 
número de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto intitulado: 

“Obesidade associada à hipertensão arterial - avaliação dos mecanismos 

moleculares que levam à maior reabsorção renal de sódio.”, protocolo n° 101/16, 
sob sua responsabilidade que envolve a produção, manutenção e/ou utilização de 
animais para fins de pesquisa científica (ou ensino) encontra-se de acordo com os 
preceitos da Lei n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de 
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da 
Experimentação Animal (CONCEA), foi aprovado por esta comissão de ética, em 

reunião do dia 16/08/2016. 
 

Finalidade ( ) Ensino   (X) Pesquisa Científica 

Vigência do Projeto Até 13/09/2020 

Espécie/linhagem Rattus norvegicus/ Wistar 

N° de animais 89 animais  

Peso/idade 350-600g / 125 dias 

Sexo machos 

Origem Biotério de Doenças Negligenciadas e 

Desnutrição- CCS- Bloco G, sala 049 - 

UFRJ 

 
 
Atenciosamente; 

 
 

 
Prof. Marcel Frajblat 

Coordenador da Comissão de Ética no Uso de Animais - CCS 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO – UFRJ 

Centro de Ciências da Saúde - CCS 
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Anexo 02: Carta CEUA- UFRJ, especificando que os animais do Projeto Central 

serão utilizados nestes estudo.  

 

 

 

 
Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciências da Saúde, Bloco K, 20 andar -                         

Cidade Universitária - CEP 21941-590 – Rio de Janeiro – Brasil 
Tel: (21) 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufrj.br 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO – UFRJ 

Centro de Ciências da Saúde - CCS 

 
Rio de Janeiro, 19/09/2016 

 
 

O subprojeto "Obesidade x lesão muscular: possíveis alterações inflamatórias e 

morfológicas em músculo estriado esquelético e cardíaco de ratos obesos adultos e 

idosos" da aluna Lorena Cristina Ribeiro da Rosa faz parte do projeto: "Obesidade 

associada à hipertensão arterial - avaliação dos mecanismos moleculares que levam à 

maior absorção renal de sódio” que foi aprovado pela CEUA/CCS com o protocolo 101- 

2016. 

 

Atenciosamente,  

 

 

Prof. Marcel Frajblat 
Coordenador CEUA/CCS 
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Anexo 03: Protocolos de Histologia: Hematoxilina & Eosina 

1. Escopo: Os cortes histológicos, na maioria dos casos, são corados para 

permitir sua observação ao microscópio. Uma das técnicas de coloração mais 

utilizadas é a que reúne dois corantes, a hematoxilina e eosina, e a mistura é 

denominada H&E ou H/E. Os cortes são corados inicialmente com hematoxilina 

e, posteriormente, com eosina, corantes não vitais. A hematoxilina é um corante 

ácido, enquanto as eosina é um corante básico. Nessa coloração, os núcleos 

são corados pela hematoxilina, evidenciado em roxo, enquanto o citoplasma e 

os espaços intercelulares são corados pela eosina, sendo visualizado em rosa.  

2. Princípios do Método e Especificações: Após processamento e inclusão 

dos tecidos em parafina, as lâminas são montadas com fatias dos blocos para, 

então, dar-se início o processo de coloração. Cortes em criostato também 

podem ser corados, mas devem ser respeitados protocolos específicos de 

fixação, crioproteção e emblocamento. 

3. Estabilidade e Armazenamento dos Reagentes: Reagentes armazenados 

a temperatura ambiente. Devem ser abertos para uso dentro da capela de 

exaustão, pois são voláteis e tóxicos. 

4. Procedimentos Técnicos para Coloração: Após o tecido ser fixado, 

processado, emblocado e cortado em micrótomo (5 µm), as cestas contendo as 

lâminas devem ser colocadas na estufa por cerca de 1 hora, para retirada da 

parafina. Ao fim do período, inicia-se o processo de coloração, com as citadas 

lâminas imersas nas específicas banheiras com os diferentes reagentes, gerais 

e específicos de cada coloração. 

 

5. Corantes 

5.1 Corante Hematoxilina de Harris 

Reagentes (para 1 L): 

 Hematoxilina – 5 g 

  Álcool Etílico Absoluto (100%) – 50 ml 

 Sulfato de alumínio e amônio ou alúmen de potássio – 100 mg 
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 Óxido de mercúrio vermelho – 2,5 g 

 Água destilada – para completar 1 L 

Procedimentos: 

1. Dissolver a hematoxilina no álcool e o alúmem em metade da quantidade 

de água (água quente, de 70 a 80°C); 

2. Misturar as soluções; 

3. Levar a solução e uma fonte de calor até atingir fervura; 

4. Retirar da fonte de calor e adicionar o óxido de mercúrio; 

5. Aquecer novamente a solução até ficar vermelho escuro; 

6. Deixar no aquecimento por mais 1 minuto e retirar da fonte de calor; 

7. Deixar esfriar em água fria ou geladeira; 

8. Filtrar a solução e armazenar em recipiente âmbar (se for frasco claro, 

envolvê-lo no papel alumínio); 

9. Dissolver a hematoxilina no álcool e o alúmem em metade da quantidade 

de água (água quente, de 70 a 80°C); 

10. Misturar as soluções; 

11. Levar a solução e uma fonte de calor até atingir fervura; 

12. Retirar da fonte de calor e adicionar o óxido de mercúrio; 

13. Aquecer novamente a solução até ficar vermelho escuro; 

14. Deixar no aquecimento por mais 1 minuto e retirar da fonte de calor; 

15. Deixar esfriar em água fria ou geladeira; 

16. Filtrar a solução e armazenar em recipiente âmbar (se for frasco claro, 

envolvê-lo no papel alumínio). 

 

5.3. Corante Eosina 

Reagentes para 1 L de eosina: 

 Eosina amarela – 5 g 

 Água destilada – 100 ml 

 Álcool 95% – 900 ml 

 Gotas de ácido acético 
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Procedimentos: 

1. Dissolver a eosina em água destilada e depois juntar com o álcool 95%; 

2. Adicionar o ácido acético na hora do uso (1 gota para cada 100  

 

6. Coloração H&E (com Hematoxilina de Harris) 

1. Xilol I – 2 minutos 

2. Xilol II – 2 minutos 

3. Xilol III – 2 minutos 

4. Álcool Absoluto (Álcool 100%) – 2 minutos 

5. Álcool 90% - 2 minutos 

6. Álcool 80% - 2 minutos 

7. Ácool 70% - 2 minutos 

8. Água destilada – 2 minutos 

9. Hematoxilina – de 2 a 10 minutos, dependendo da idade do corante 

10. Diferenciação em álcool clorídrico 1% - 1 mergulho 

11. Água corrente – 5 minutos 

12. Eosina – 10 minutos 

13. Água destilada – 1 mergulho 

14. Álcool 70% - 2 minutosÁlcool 80% - 2 minutos 

15. Álcool 90% - 2 minutos 

16. Álcool 100% - 2 minutos 

17. Xilol I – 2 minutos 

18. Xilol II – 2 minutos 

19. Xilol III – 2 minutos 

20. Xilol IV – 2 minutos 

21. Cobrir o corte com Entellan (cerca de 100 µl) para colocação da lamínula 

22. Deixar secar por, pelo menos, 2 horas 

OBS: Dependendo do tecido a ser corado, o tempo de reação em cada um dos 

corantes pode variar. 
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Anexo 04: Protocolos de Histologia: PicroSirius Red 

1. Escopo: Os cortes histológicos, na maioria dos casos, são corados para 

permitir sua observação ao microscópio. Para coloração Picrosirius red teremos, 

além da hematoxilina corando núcleos (estruturas ácidas), a melhor 

caracterização de fibras de colágeno. 

 Segundo Lemos, em 2010, na coloração Picrosirius red há afinidade de 

grupos catiônicos das proteínas pelos grupos aniônicos reativos do corante 

Sirius red. As moléculas do corante se dispõem paralelamente ás moléculas de 

colágeno, que apresentam birrefringência, assumindo cores que variam desde o 

verde até o amarelo, conforme o grau de maturação dessas fibras. As diferentes 

birrefringências podem ser observadas em microscópio óptico de luz polarizada. 

As fibras de colágeno I (maduro) se apresentam espessas, fortemente 

birrefringentes, de tonalidade avermelhada; colágeno III é representado por 

fibras finas, fracamente birrefringentes, amarelo-esverdeadas.  

2. Princípios do Método e Especificações: Após processamento e inclusão 

dos tecidos em parafina, as lâminas são montadas com fatias dos blocos para, 

então, dar-se início o processo de coloração. 

3. Estabilidade e Armazenamento dos Reagentes: Reagentes armazenados 

a temperatura ambiente. Devem ser abertos para uso dentro da capela de 

exaustão, pois são voláteis e tóxicos. Caso ocorra manipulação de ácido pícrico 

em pó é preciso cuidado. Sua manipulação e armazenamento devem seguir 

orientações do Setor de Biossegurança local (Bloco K, CCS).  

4. Procedimentos Técnicos para Coloração: Após o tecido de interesse ser 

fixado, processado, emblocado e cortado em micrótomo (5 µm), as cestas 

contendo as lâminas devem ser colocadas na estufa por cerca de 1 hora, para 

retirada da parafina. Ao fim do período, inicia-se o processo de coloração, com 

as citadas lâminas imersas nas específicas banheiras com os diferentes 

reagentes, gerais e específicos de cada coloração. 

 

 

5. Corantes 
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5.1 Hematoxilina de Mayer 

Como preparar a solução de hematoxilina de Mayer: 

Reagentes (para 1 L): 

 Hematoxilina – 1 g 

 Água destilada – 1 L 

 Sulfato de e amônio ou alúmen de potássio – 50 g 

 Ácido cítrico – 1 g 

 Hidrato de cloral – 50 g 

 Iodato de sódio – 0,2 g 

Procedimentos: 

A hematoxilina o alúmen de amônio ou potássio são dissolvidos em água 

destilada. O hidrato de cloral e o ácido cítrico são adicionados e a mistura fervida 

por 5 minutos, esfriada e filtrada. A solução corante está pronta para uso 

imediato. 

A solução deve ser filtrada todas as vezes que for utilizada. 

 

5.2 Sirius red 

Para 100 mL de solução: 

 Sirius red – 0,1 g 

 Solução saturada de ácido pícrico – 100 ml 

Procedimentos: 

3. Misturar com ajuda de placa agitadora; 

4. Se possível, misturar e colocar um pouco de ácido pícrico (em pó), para 

que apareça um precipitado no fundo do frasco. 

OBS: Solução saturada de ácido pícrico: solução aquosa de ácido pícrico na 

concentração de 1,4%. 

6. Coloração Picrosirius red 

1. Xilol I – 2 minutos 

2. Xilol II – 2 minutos 
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3. Xilol III – 2 minutos 

4. Álcool Absoluto (Álcool 100%) – 2 minutos 

5. Álcool 90% - 2 minutos 

6. Álcool 80% - 2 minutos 

7. Ácool 70% - 2 minutos 

8. Água destilada – 2 minutos 

9. Sirius red 0,1% – 1 hora, temperatura ambiente 

10. Solução aquosa de ácido acético a 1% - 30 minutos 

11. Água destilada – mergulhar por 10 segundos, 3 vezes 

12. Hematoxilina – 5 a 10 minutos 

13. Diferenciação em ácido clorídrico a 1%, em álcool 70% - alguns segundos 

14. Examinar a coloração dos núcleos no microscópio e, se estiverem claros, 

retornar as lâminas para a hematoxilina, repetindo o procedimento 

15. Água corrente – 10 minutos 

16. Álcool 70% - 2 minutos 

17. Álcool 80% - 2 minutos 

18. Álcool 90% - 2 minutos 

19. Álcool 100% - 2 minutos 

20. Xilol I – 2 minutos 

21. Xilol II – 2 minutos 

22. Xilol III – 2 minutos 

23. Xilol IV – 2 minutos 

24. Cobrir o corte com Entellan (cerca de 100 µl) para colocação da lamínula 

25. Deixar secar por, pelo menos, 2 horas 

OBS: Dependendo do tecido a ser corado, o tempo de reação em cada um dos 

corantes pode variar 

 


