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Resumo 

As doenças cardiovasculares são as principais causas de óbito na 

população, destacando-se a hipertensão arterial sistêmica (HAS), associada a 

alterações funcionais e/ou estruturais do coração. A hipertensão pode ocorrer 

como uma complicação na gestação, evento caracterizado por uma adaptação 

no sistema cardiovascular materno, determinando, hipertrofia cardíaca 

transitória, com modificações em cardiomiócitos, fibroblastos e na matriz 

extracelular. Dentre os possíveis mecanismos fisiopatológicos da HAS está a 

menor bioatividade do óxido nítrico (NO), um radical livre produzido a partir da 

L-arginina pela ativação da enzima sintase do óxido nítrico. Neste estudo, 

buscando uma maior compreensão da resposta adaptativa cardíaca, e da 

atividade do NO no processo, foi investigado o efeito da suplementação oral de 

L-ARG durante o período de prenhez, sobre a estrutura cardíaca de 20 ratas 

espontaneamente hipertensas primíparas, divididas em grupos controle não-

prenhe, controle prenhe, e suplementados com L-arginina a 2% e a 4%, 

realizando-se análises morfométricas, histológicas e imuno-histoquímicas. 

Identificou-se um aumento do peso úmido cardíaco nos animais tratados com 

L-arginina 4%, associado à redução do tamanho de cardiomiócitos do 

ventrículo esquerdo e ausência de fibrose e de ativação miofibroblástica. Tais 

achados indicam uma atividade anti-hipertrófica da L-arginina a 4% sobre o 

coração de ratas SHR prenhes. 

 

Palavras-chave: coração; hipertensão arterial; matriz extracelular; morfologia; 

óxido nítrico  
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1. Introdução  

 

As doenças cardiovasculares são as principais causas de óbito na 

população, identificando-se, em paralelo ao aumento da expectativa de vida, 

um número crescente de pacientes que sobrevivem a quadros hipertensivos e 

infartos do miocárdio, demandando um amplo conhecimento acerca dos 

eventos adaptativos e reparativos ativados no sistema.  Dentro desse contexto, 

devido à sua elevada incidência, é a hipertensão essencial, um problema 

mundial de saúde pública que cursa assintomático até fases evolutivas 

avançadas1. Um importante modelo de estudo dessa condição é representado 

pela linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)2. A hipertensão 

arterial sistêmica (HAS) associa-se a alterações funcionais e/ou estruturais dos 

órgãos-alvo, em particular do coração, destacando-se a hipertrofia do 

ventrículo esquerdo, com modificações em cardiomiócitos, fibroblastos e na 

matriz extracelular (MEC)3. A MEC atua como um condutor de sinais químicos, 

físicos e elétricos desde o interstício, estimulando alterações morfológicas, 

funcionais e fenotípicas nas células4. A hipertensão constitui-se em uma 

importante complicação na prenhez, condição caracterizada por adaptações no 

sistema cardiovascular materno, cursando com uma sobrecarga volumétrica e 

um estado hiperdinâmico, determinando, com frequência, hipertrofia cardíaca 

transitória5-8. Umas das primeiras alterações relacionadas ao desenvolvimento 

do distúrbio hipertensivo é a transdiferenciação de fibroblastos em 

miofibroblastos9, contribuindo para a modificação da MEC local10.  

Dentre os possíveis mecanismos fisiopatológicos da HAS está a menor 

bioatividade do óxido nítrico (NO), um radical livre produzido a partir da L-

arginina em várias células, incluindo as endoteliais, pela ativação da enzima 

sintase do óxido nítrico (NOS). Três isoformas da enzima, endotelial, neuronal 

e induzida foram identificadas em cardiomiócitos11. O NO produzido no coração 

é apontado como inibidor endógeno da cascata de sinalização que induz à 

hipertrofia cardíaca12. As primeiras evidências de que o NO pode apresentar 

efeitos anti-hipertróficos no coração foram obtidas em ratos SHR sob 

tratamento crônico com L-arginina (L-ARG)13. Esse efeito é variável, existindo 

condições em que a suplementação não reverte a pressão sanguínea e a 

hipertrofia cardíaca em ratos hipertensos14,15. Neste estudo, buscando uma 
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maior compreensão da resposta adaptativa cardíaca, e da atividade do NO no 

processo, é investigado o efeito da suplementação oral de L-ARG sobre a 

morfologia cardíaca de ratas SHR primíparas prenhes, com particular interesse 

em cardiomiócitos, fibroblastos e a matriz extracelular locais, empregando 

análises morfométricas, histológicas e imuno-histoquímicas.  

 

2. Material e Método  

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIP sob o 

protocolo 180/13 (anexo 1). 

Foram utilizados 26 animais, sendo 6 ratos machos SHR e 20 ratas 

fêmeas SHR, com 90 dias de idade, mantidos em microisoladores 

(Techniplast®) no Biotério de Experimentação Animal do Centro de Pesquisa 

da Universidade Paulista – UNIP (Campus Indianópolis), com controle de 

temperatura (22±2°C), umidade (55-65%), trocas de ar (75 ciclos/hora) e ciclos 

alternados de claro/escuro de 12 horas, recebendo água e ração comercial ad 

libitum. As fêmeas foram acasaladas (1:1) com revezamento dos machos, 

realizando-se a detecção de prenhez a partir de avaliação de lavado vaginal. A 

suplementação com L-arginina foi iniciada após a confirmação da gestação, 

estendendo-se até o nascimento da prole, em 21 dias. As ratas foram divididas 

em grupos de 5 animais, designados como C: controle não-prenhe, Cp: 

controle prenhe; 2%: fêmeas prenhes com suplementação de L-ARG (2%); 4%: 

fêmeas prenhes com suplementação de L-ARG (4%). A suplementação foi 

oferecida “ad libitum” na água de beber. Após o nascimento da prole, as ratas 

foram eutanasiadas, pesadas e necropsiadas, sendo os corações coletados, 

pesados (peso úmido) e imersos em solução de formol a 10%. Tais dados 

permitiram o cálculo das massas úmidas cardíacas, absoluta e relativa (massa 

cardíaca/massa corpórea). Para a análise macroscópica cardíaca foi feita uma 

secção transversal no órgão com a utilização de um bisturi (primeira secção a 

0,5 cm do ápice cardíaco e a segunda a 0,8 cm do ápice) para a medição da 

espessura da parede do ventrículo esquerdo (VE), ventrículo direito (VD) e do 

septo interventricular (S), com a utilização de um paquímetro.  

Posteriormente foram realizados cortes do coração, submetidos aos 

procedimentos rotineiros de processamento histológico, emblocagem em 
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parafina e microtomia, dispondo-se cortes teciduais com 4 m de espessura 

sobre lâminas histológicas, e corados pelos métodos de hematoxilina-eosina 

(HE), tricrômico de Masson, picrosírius e Verhoeff. Os cortes foram analisados 

em microscópio óptico, obtendo-se imagens digitalizadas, capturadas pelo 

sistema  NIKON E 200 - Coolpix®, submetidas  a avaliação morfométrica com o 

emprego do software Metamorph®, avaliando-se corações dos diferentes 

grupos, quantificando-se a área nuclear média. Para a aferição da área nuclear 

dos cardiomiócitos, a partir das fotomicrografias das lâminas coradas com HE, 

foi realizado o delineamento manual da carioteca com o auxílio do cursor, 

lâmina a lâmina, mensurando-se as estruturas de interesse em pixels.  

Também, amostras cardíacas foram submetidas a procedimento imuno-

histoquímico, empregando-se anticorpo antialfa actina de músculo liso, clone 

CGA7, Santa Cruz®, na diluição e 1:100. Cortes histológicos de 4 μm foram 

dispostos em lâminas e submetidos à recuperação antigênica pelo calor em 

panela de pressão, contendo solução tampão de citrato de sódio a 0,01M, pH 

6,5, por 5 minutos em ebulição. Após resfriamento da solução foi realizada 

lavagem das lâminas em solução salina tamponada (PBS). Em sequência, o 

material foi submetido a bloqueio da peroxidase endógena através da 

incubação por 30 minutos em solução contendo 80% de álcool metílico e 20% 

de peróxido de hidrogênio 30 volumes, seguindo-se lavagem das lâminas por 3 

vezes em PBS. A etapa seguinte aplicou-se a incubação com o anticorpo 

primário, diluído em solução composta por 0,5 ml de azida sódica a 5%, 0,25 

ml de albumina bovina fração V (Sigma) a 5% e 12 ml de PBS. As lâminas 

permaneceram em câmara úmida por 12h a 4°C. Retiradas as lâminas da 

câmara úmida, foi feita a lavagem com pisseta contendo tampão TRIS-HCl ph 

7,6, seguindo-se a incubação com anticorpo secundário e complexo peroxidase 

(EXPOSE HRP Link, EXPOSE HRP Enzyme, abcam®). Após incubação as 

lâminas foram lavadas com pisseta contendo tampão TRIS-HCl pH 7,6. Para 

revelação foi empregada solução contendo 20 µL do cromógeno 

diaminobenzidina para cada mL de cloridrato de imidazol ph 7,5 sobre a 

lâmina, seguindo-se a lavagem com tampão TRIS-HCl pH 7,6, contracorando-

se pela hematoxilina, lavagem das lâminas em água corrente e um banho 

rápido em água amoniacal a 0,2%, desidratação, diafanização e montagem em 

resina sintética e lamínula.  
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Os dados provenientes das mensurações macroscópica e 

histomorfométrica foram submetidos a avaliação estatística, empregando-se o 

software Graph Prisma 5, utilizando-se a análise de variância (ANOVA) e o 

teste de Tukey-Kramer. 

 

3. Resultados:  

 

O procedimento experimental apresentou a duração de 21 dias, 

seguindo-se a eutanásia dos animais. Em sua maioria, os parâmetros 

macroscópicos de avaliação cardíaca não indicaram diferença entre os grupos. 

Assim, formato, superfície externa e de corte, consistência e coloração 

apresentaram-se semelhantes. No entanto, evidenciou-se diferença significante 

entre a massa úmida cardíaca, absoluta e relativa, na comparação entre os 

grupos controle prenhe e 4% (figura 1).  

 

 

 

Figura 1. Gráficos exibindo a massa úmida absoluta e relativa do coração, nos grupos controle 
(C), controle prenhe (Cp), 2% e 4%, evidenciando-se diferença estatisticamente significante 
referente ao peso absoluto cardíaco entre ambos os grupos controle em relação ao grupo 4%, 
p<0,01 e referente ao peso relativo entre os grupos controle prenhe e 4%, p<0,01. ANOVA-
Tukey-Kramer.  
 
 

Houve diferença em relação à espessura de parede de ventrículo 

esquerdo (VE) e do septo interventricular (S) (tabela 1 e figura 2).  

Comparativamente, a partir da mensuração das espessuras das paredes 
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cardíacas com paquímetro, identificou-se uma menor espessura de parede de 

VE nos animais do grupo 4% em relação aos do grupo controle (p<0,05). 

Quanto ao septo verificou-se uma menor espessura do grupo controle prenhe 

em relação ao grupo controle (p<0,05) e nos grupos 2% e 4% em relação ao 

grupo controle (p<0,01 e p<0,05). 

 

 S VE 

C 0,29±0,02 0,35±0,05 

Cp 0,22±0,02* 0,29±0,05 

2% 0,21±0,02** 0,29±0,02 

4% 0,22±0,04* 0,25±0,05* 

Tabela 1. Mensuração das espessuras do septo interventricular (S) e ventrículo esquerdo (VE), 
feitas com paquímetro (cm), com cálculo das médias e desvio padrão. **Cx2% com diferença 
estatisticamente significante, p<0,01 (S), *CxCp, Cx4% (S) e Cx4% (VE) com diferença 
estatisticamente significante, p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Gráfico exibindo a média da espessura ventricular esquerda nos grupos controle (C), 
controle prenhe (Cp), 2% e 4%, evidenciando-se diferença estatisticamente significante entre a 
espessura no grupo controle em relação ao grupo 4%. ANOVA-Tukey-Kramer, p<0,05. 
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Histologicamente, observou-se preservação arquitetural e celular em 

ventrículos e septos interventriculares em todos os grupos, com a distribuição 

dos cardiomiócitos em feixes, associados à população fibroblástica e endotelial, 

suportados por um estroma delicado (figura 3). 

 

 

Figura 3. Fotomicrografia de corte histológico de ventrículo esquerdo de coração de rata do 
grupo controle prenhe, exibindo cardiomiócitos dispostos em feixes (setas), acompanhados por 
fibroblastos (ponta de seta) e células endoteliais, HE, 10x. 
 

A avaliação morfométrica cardíaca revelou uma redução, 

estatisticamente significante, na área nuclear média de cardiomiócitos dos 

animais suplementados com L-arginina 2% e 4% (figura 4). 
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Figura 4. Gráfico exibindo a área nuclear média em cardiomiócitos nos grupos controle (C), 
controle prenhe (Cp), 2% e 4%, evidenciando-se diferença estatisticamente significante entre a 
área nuclear média no grupo controle prenhe em relação ao 2% e 4% (p<0,05). ANOVA-Tukey-
Kramer, 

 

As técnicas histoquímicas revelaram homogeneidade da matriz 

extracelular cardíaca em todos os grupos, caracterizada pela presença de uma 

delicada trama de fibras colágenas ao longo do ventrículo (figuras 6).  

 

 

Figuras 6: Fotomicrografia de corte histológico de ventrículo esquerdo de coração de rata do 
grupo 4% exibindo discretos depósitos colagênicos (setas) entre feixes de cardiomiócitos, 
Tricrômico de Masson, 10x. 
 

Apenas em foco subendocárdico isolado foi visualizado uma maior 

concentração de matriz, com destaque para a presença de fibras elásticas 

(figura 7). Não foi identificada distorção arquitetural associada ao acúmulo de 

matriz extracelular nos cortes examinados, afastando-se a hipótese de fibrose 

cardíaca. 
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histológico de ventrículo esquerdo de coração de ratas do 

grupo controle prenhe, exibindo deposição subendocárdica de fibras elásticas (setas), Verhoeff, 

20x. 

 

Em complemento, investigou-se a presença de população 

miofibroblástica no coração, com o emprego de imunomarcação para a actina 

de músculo liso, classicamente expressa por essas células. O anticorpo 

utilizado para a avaliação imuno-histoquímica mostrou-se adequado para a 

identificação da alfa-actina, evidenciando musculatura lisa em paredes 

vasculares, porém não foi verificada imunopositividade em componentes 

estromais intersticiais, caracterizando a ausência de fenoconversão 

miofibroblástica nos grupos examinados. 

  

 

 

 

 

4. Discussão 

 

Optou-se pelo emprego de dois grupos controle, considerando o 

redimensionamento do sistema circulatório durante a prenhez e sua possível 

influência sobre a estrutura cardíaca, cursando em geral com uma leve 

hipertrofia excêntrica, evento descrito como fisiológico no período gestacional16. 

Nos ratos SHR, assim como em mulheres com HAS, o aumento da pressão 

A B 



16 
 

arterial se dá de forma progressiva e se associa a outros fatores de risco, como 

a hipertrofia ventricular esquerda, resistência à insulina, hipertrigliceridemia e 

intolerância à glicose17. MATSUOKA et al13 referem a detecção de hipertrofia 

cardíaca em ratos SHR a partir de 7 semanas de idade. Neste experimento 

foram utilizadas ratas jovens, que naturalmente hipertensas, apresentaram o 

quadro hipertrófico cardíaco inicial, caracterizado por aumento de volume de 

cardiomiócitos, evidenciado pela análise morfométrica, porém sem eventos 

complementares usuais nessas condições, como a fibrose e a baixa densidade 

capilar3. Já a hipertrofia cardíaca na gestação fisiológica é um evento 

controverso. Quando caracterizado é compreendido como transitório, 

apresentando magnitudes distintas ao longo do período gestacional. 

LIBERATORI FILHO et al18 identificaram, em estudo com ratas, resposta 

hipertrófica no 14° dia de prenhez, com retorno aos níveis usuais ao final do 

período gestacional. Já HUNTER & ROBSON19 relacionam a maior magnitude 

da resposta hipertrófica ao final da gestação. Neste estudo, mediante a 

suplementação aguda com arginina, a aferição das dimensões cardíacas foi 

realizada ao fim da prenhez, possibilitando a identificação de diferença 

estatisticamente significante entre as massas cardíacas, absoluta e relativa, 

evidenciando-se ganho em animais do grupo 4%. Considerando-se a 

espessura da parede ventricular esquerda dentre os grupos, nos animais do 

grupo 4% houve redução, configurando um aparente paradoxo. Possivelmente 

o ganho de peso cardíaco nessa condição deve-se, não à atividade biosintética 

local, mas à vasodilatação associada à maior disponibilidade de NO no 

microambiente tecidual, consequente à suplementação, favorecendo um 

aumento no volume sanguíneo nas câmaras cardíacas11. 

Em razão das características estruturais do tecido muscular, e, em 

particular, dos cardiomiócitos, com a formação de sincícios, não foi possível a 

caracterização direta das dimensões celulares. Embora tenham sido testadas 

técnicas de coloração sugeridas em literatura20 como úteis na visualização dos 

limites celulares em cardiomiócitos, os resultados não foram favoráveis.  O uso 

da cariometria apresentou-se como uma alternativa, e contribuiu para a 

investigação acerca da resposta hipertrófica cardíaca, admitindo-se a 

existência de uma relação direta entre dimensões nucleares e celulares, em 

que o tamanho nuclear reflete a intensidade da atividade metabólica celular21. 
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Nesse sentido, evidenciou-se redução, estatisticamente significante, da área 

nuclear média em cardiomiócitos, nos animais suplementados, sugerindo a 

efetividade no uso da arginina na antagonização da resposta 

hipertrófica13,22,12,23, mesmo que por um curto período. Essa reversibilidade, no 

entanto, nem sempre é obtida24,22. 

Para a compreensão da resposta adaptativa cardíaca ao aumento da 

pressão, não basta investigar o cardiomiócito, mas também elementos 

estromais centrais, como os fibroblastos. Em termos populacionais, ambos 

correspondem a aproximadamente 95% da celularidade cardíaca. Em ratos, 

estima-se que o coração seja composto por 30% de miócitos e 70% de não-

miócitos, tendo como tipo celular predominante os fibroblastos25. Enquanto, no 

contexto hipertrófico os cardiomiócitos exibem uma adição de sarcômeros, a 

resposta dos fibroblastos é menos compreendida26. Potencialmente, atuam 

com a deposição de fibras colágenas e elásticas no interstício, acarretando 

dificuldade de relaxamento e aumento da pressão diastólica final27. Sabe-se 

que se conectam, por meio de junções tipo gap, entre si e com cardiomiócitos, 

sugerindo-se a partir dessa íntima relação, uma importante participação dessas 

células nas respostas cardíacas à injúria, estando ainda diretamente 

relacionados à síntese e deposição de MEC28. A produção de MEC altera as 

condições mecânicas teciduais, influenciando o destino de seus constituintes 

celulares. Frente à injúria em tecidos adultos, a alteração nesse “nicho 

mecânico”, contribui para uma relativa plasticidade celular, influenciando na 

conversão de células mesenquimais em miofibroblastos29. Por meio de técnicas 

histoquímicas aplicadas ao tecido cardíaco, avaliou-se essa possibilidade, não 

sendo identificada diferença significativa na distribuição da MEC entre os 

grupos experimentais. Investigou-se, com o auxílio de imunomarcação, a 

fenoconversão dos fibroblastos em miofibroblastos, não tendo sido 

caracterizado, em nenhum dos grupos tal fenômeno. Algumas hipóteses 

podem ser postuladas para abordar esse achado, visto que a imunomarcação 

mostrou-se efetiva, dada a positividade em controles internos teciduais, como 

em paredes vasculares. A intensidade do estresse celular, representado pelo 

recondicionamento circulatório frente à prenhez, envolvendo sua restrita 

duração, talvez tenha sido insuficiente para determinar a completa 

transdiferenciação celular30. Também a natureza gradual da sobrecarga 
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circulatória durante a prenhez, acompanhando o desenvolvimento da progênie, 

poderia favorecer uma adaptação do sistema. Um fator adicional a ser 

ponderado é a possibilidade do desenvolvimento de uma etapa intermediária 

nesse processo adaptativo, representada pela presença de proto-

miofibroblastos, caracterizados pela formação de fibras de estresse, porém 

ainda sem a produção de alfa-actina de músculo liso, inviabilizando sua 

detecção pelo método empregado neste estudo. Nessa situação, o uso da 

microscopia eletrônica de transmissão poderia contribuir para uma melhor 

caracterização da condição31. Em consonância com a ausência de 

fenoconversão fibroblástica, não foi evidenciada, nos diferentes grupos 

experimentais, expressiva modulação da matriz extracelular, fortalecendo a 

compreensão da hipertrofia cardíaca do processo gestacional, também nas 

ratas SHR, como um evento fisiológico.  

 

5. Conclusão 

 

A partir das avaliações histomorfométricas, histoquímicas e imuno-

histoquímicas em corações de ratas SHR prenhes suplementadas com L-

arginina pode-se caracterizar a preservação da integridade microarquitetural 

cardíaca ao longo do processo, com ausência de atividade miofibroblástica e 

preservação da matriz extracelular local em paralelo à antagonização do 

quadro hipertrófico associado à suplementação com L-arginina a 4%. 
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