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RESUMO 

Objetivos: Verificar o papel do bucindolol, um bloqueador adrenérgico β1, β2 e α1 

e agente simpatolítico, sobre a disfunção endotelial e remodelamento vascular 

pulmonar em ratos Wistar com Hipertensão Arterial Pulmonar (HAP) (estudo in 

vivo), bem como sobre vias de sinalização para hipertrofia/sobrevivência e morte 

celular em células cardíacas H9c2 expostas à noradrenalina (estudo in vitro). 

Materiais e Métodos: No estudo in vivo, os animais foram divididos nos grupos: 

controle (CTR), monocrotalina (MCT), controle+bucindolol (CTR+BCD) e 

monocrotalina+bucindolol (MCT+BCD). A HAP foi induzida através de uma única 

injeção intraperitoneal (i.p.) de monocrotalina (60 mg/kg). Após duas semanas, os 

animais foram tratados por sete dias com bucindolol (2 mg/kg/dia – i.p.) ou veículo. 

Ao final do tratamento, os animais foram submetidos à ecocardiografia para 

avaliação da resistência vascular pulmonar (RVP) e índice de performance do 

miocárdio (IPM). Os pulmões foram coletados para análise do estresse oxidativo e 

análises por western blot. As artérias pulmonares foram coletadas para as análises 

histológicas e de imunohistoquímica. No estudo in vitro, os seguintes grupos foram 

estabelecidos: controle (CTL), noradrenalina (NE), controle+bucindolol (CTL+BCD) 

e noradrenalina+bucindolol (NE+BCD), onde as células H9c2 foram incubadas com 

noradrenalina (10 μM por 24 h) na presença ou ausência de bucindolol (10 μM por 

8 h). O western blot foi utilizado para determinar a expressão das proteínas de 

hipertrofia/sobrevivência, de morte celular (autofagia e apoptose) e para estimar a 

lipoperoxidação (4-HNE). A citometria de fluxo foi utilizada para mensurar a 

atividade da caspase-3/7 e as espécies reativas de oxigênio (EROs). Resultados: 
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No estudo in vivo, o grupo MCT+BCD demonstrou menor (32%) expressão do 

receptor de endotelina-1 A (ETAR) e da razão ETAR / ETBR (62%) quando 

comparado com o grupo MCT. O tratamento com bucindolol não alterou o estresse 

oxidativo, determinado pela expressão/atividade das enzimas antioxidantes e 

lipoperoxidação, e a expressão da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e 

diminuiu os níveis de nitrotirosina em homogeneizados de pulmão. O bucindolol foi 

capaz de melhorar o remodelamento da vasculatura pulmonar no grupo MCT+BCD, 

reduzindo a RVP (21%) e o IPM em relação ao grupo MCT. No estudo in vitro, o 

grupo NE+BCD apresentou redução na sinalização para hipertrofia, observada 

através da inferior expressão/atividade de proteínas como o transdutor de sinal e 

ativador da transcrição 3  (STAT3), a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a p70 S6 

kinase (p70 S6K), quando comparado com o grupo NE. O tratamento com 

bucindolol promoveu o aumento da autofagia, evidenciado pelo aumento da razão 

da proteína associada ao microtúbulo de cadeia leve 3 (LC3-II) / LC3-I. O grupo 

NE+BCD apresentou redução na apoptose em relação ao grupo NE, observada pela 

diminuição da ativação da caspase 3/7. O bucindolol também foi eficaz em reduzir 

as EROs e a lipoperoxidação no grupo NE+BCD quando comparado ao grupo NE. 

Conclusão: O bucindolol foi capaz de atenuar o remodelamento vascular pulmonar 

através da redução do ETAR e, consequentemente, reduzir a RVP e o IPM em 

animais com HAP. Além disso, este betabloqueador foi capaz de reduzir a 

sinalização para hipertrofia e apoptose nas células H9c2, possivelmente por 

redução do estresse oxidativo. Em resumo, o papel protetor do bucindolol foi 

demonstrado em ambos experimentos, in vivo e in vitro, em resposta à hiperativação 

simpática, seja por HAP ou por exposição direta à noradrenalina.  
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ABSTRACT 

Aim: To verify the role of bucindolol, a β1-, β2- and α1-blocker and sympatholytic 

agent, on endothelial dysfunction and pulmonary vascular remodeling in Wistar rats 

with PAH (in vivo study), as well as signaling pathways for hypertrophy/survival and 

cell death in H9c2 cardiac cells exposed to norepinephrine (in vitro study). Materials 

and Methods: In the in vivo study, the animals were divided into the following 

groups: control (CTR), monocrotaline (MCT), control+bucindolol (CTR+BCD), and 

monocrotaline+bucindolol (MCT+BCD). PAH was induced by a single intraperitoneal 

(i.p.) injection of monocrotaline (60 mg/kg). After two weeks, animals were treated 

for seven days with bucindolol (2 mg/kg/day - i.p.) or vehicle. At the end of the 

treatment, animals were submitted to echocardiographic assessment for evaluation 

of pulmonary vascular resistance (PVR) and myocardial performance index (MPI). 

The lungs were collected for analysis of oxidative stress and western blot. Pulmonary 

arteries were collected for histological and immunohistochemical analyzes. In the in 

vitro study, the following groups were established: control (CTL), norepinephrine 

(NE), control+bucindolol (CTL+BCD), and norepinephrine+bucindolol (NE+BCD), 

where H9c2 cells were incubated with norepinephrine (10 μM for 24 h) in the 

presence or absence of bucindolol (10 μM for 8 h). Western blot was used to 

determine the expression of hypertrophic/survival proteins, cell death (autophagy 

and apoptosis) and to estimate lipoperoxidation (4-HNE). Flow cytometry was used 

to measure the activity of caspase-3/7 and reactive oxygen species (ROS). Results: 

In the in vivo study, the MCT+BCD group showed lower (32%) endothelin-1 A 

receptor (ETAR) and ETAR/ETBR ratio (62%) when compared to the MCT group. 

Treatment with bucindolol did not alter oxidative stress, as determined by the 
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expression/activity of antioxidant enzymes and lipoperoxidation, and the expression 

of the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and decreased levels of 

nitrotyrosine in lung homogenates. Bucindolol was able to improve pulmonary 

vasculature remodeling in the MCT+BCD group, reducing PVR (21%) and MPI in 

relation to the MCT group. In the in vitro study, the NE+BCD group showed reduced 

signaling for hypertrophy, evidenced through the lower expression/activity of 

proteins, such as the signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K), and p70 S6 kinase (p70 S6K) when compared to 

the NE group. Treatment with bucindolol promoted increased autophagy, evidenced 

by increased expression of the protein associated with the microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 (LC3-II) / LC3-I ratio. The NE+BCD group presented reduction 

in apoptosis in relation to the NE group, observed by the decrease of the caspase 

3/7 activation. Bucindolol was also effective in reducing ROS and lipoperoxidation in 

the NE+BCD group, when compared to the NE group. Conclusion: Bucindolol was 

able to attenuate pulmonary vascular remodeling by reducing the ETAR and, 

consequently, reducing PVR and MPI in animals with PAH. In addition, this beta-

blocker was able to decrease the signaling for hypertrophy and apoptosis in H9c2 

cells, probably by reducing oxidative stress. In summary, the protective role of 

bucindolol was demonstrated both in vivo and in vitro experiments, in response to 

sympathetic hyperactivation by PAH or by direct exposure to norepinephrine. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. HIPERTENSÃO PULMONAR 

A hipertensão pulmonar (HP) é uma doença progressiva e incapacitante 

(Hoeper e Granton, 2011), caracterizada pelo remodelamento e aumento da 

resistência da vasculatura pulmonar, com consequente sobrecarga do ventrículo 

direito (VD) (Austin et al., 2013).  

Clinicamente, a HP pode ser diagnosticada através do cateterismo do VD, 

pela constatação de uma pressão arterial pulmonar média (PAPm) igual ou acima 

de 25 mmHg em repouso, em uma situação de pressão de oclusão da artéria 

pulmonar < 15 mmHg, com resistência vascular pulmonar (RVP) > 3 unidades Wood 

(Badesh et al., 2009; Montani et al., 2013). O valor normal da PAPm em repouso é 

14 ± 3.3 mmHg, tendo como limite superior normal o valor de 20 mmHg. Pressões 

situadas entre 21 e 24 mmHg devem ser monitoradas, particularmente quando 

identificados riscos para o desenvolvimento da doença (Hoeper et al., 2013).  

A classificação mais atual da HP da doença, apresentada em 2013, no V 

Simpósio Mundial de Hipertensão Pulmonar, a divide em cinco grupos de acordo 

com semelhanças em seus mecanismos fisiopatológicos, quadro clínico e 

tratamento: (1) hipertensão arterial pulmonar (HAP), (2) hipertensão pulmonar 

causada por doenças cardíacas do lado esquerdo, (3) hipertensão pulmonar devido 

a doenças pulmonares e/ou hipóxia, (4) hipertensão pulmonar tromboembólica 

crônica e (5) hipertensão pulmonar com mecanismos multifatoriais ou não 

esclarecidos. Em relação à HAP, grupo 1, sua origem pode ocorrer das seguintes 

formas: idiopática, hereditária, induzida por drogas ou toxinas, ou ser decorrente de 
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condições associadas (HIV, doenças do tecido conjuntivo, hipertensão portal, 

esquistossomose e doença cardíaca congênita) (Simonneau et al., 2013).   

 

1.2. HIPERTENSÃO ARTERIAL PULMONAR  

1.2.1. Epidemiologia  

 

 Em decorrência das múltiplas etiologias e diferentes classificações, a exata 

prevalência da HAP é desconhecida. A HAP é uma doença que afeta cerca de 15 - 

26 pessoas por milhão de adultos, com incidência de 10,7 novos casos por ano 

(Humbert et al., 2006; Peacock et al., 2007; Ling et al., 2012; Jansa et. al., 2014).  

Aproximadamente 100 mil indivíduos são afetados pela HAP em todo o mundo, não 

incluindo a HAP associada à esquistossomose e ao HIV, doenças proeminentes em 

algumas regiões do mundo, como a América do Sul e África. Dessa forma, acredita-

se que o número de indivíduos afetados possa estar largamente subestimado 

(Mocumbi et al., 2005).    

Em um estudo retrospectivo realizado no Japão, os pacientes apresentaram 

média de sobrevivência de 14,9 ± 0,8 anos com taxas de sobrevivência em 1, 5 e 

10 anos de 98 %, 96 % e 78 %, respectivamente (Ogawa et al. 2014). Um aumento 

na idade média do diagnóstico de HAP foi relatado, passando de 35 ± 15 (Rich et 

al., 1987) para 65 ± 15 anos em estudos prospectivos, como o Registro Prospectivo 

de Terapias Recém Iniciadas para Hipertensão Pulmonar (COMPERA) (Hoeper et 

al., 2013).  

Dados de um estudo prospectivo de casos incidentes entre 2008 e 2013, 

realizado no Instituto do Coração da Universidade de São Paulo, demostram que a 
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idade média de pacientes com HAP no momento do diagnóstico é de 46 anos, com 

uma razão de mulheres para cada homem de 3:1, sendo 28,7 % com HAP idiopática 

e com sobrevivência de 74 % em três anos (Alves et al., 2015).    

 

1.2.2. Fisiopatologia 

 

A circulação pulmonar é caracterizada por apresentar uma baixa pressão, 

ser altamente distensível, com alta capacidade de volume e baixa resistência ao 

fluxo sanguíneo (Chemla et al., 2002). A HAP é caracterizada pelo aumento 

progressivo da velocidade do fluxo sanguíneo, aumento do tônus vascular e da 

RVP, geralmente, em decorrência de mecanismos que envolvem vasoconstrição 

(Boogard et al., 2009) e remodelamento de pequenas artérias e arteríolas 

pulmonares (Runo e Loyd, 2003). Seu mecanismo patogênico preciso é 

desconhecido, devido a sua fisiopatologia ser multifatorial (Rabinovitch, 2008). 

Contudo, sugere-se que essa resposta seja desencadeada por um sinal inflamatório 

inicial (Liao, 2013), levando à superexpressão de substâncias vasoconstritoras 

como a endotelina-1 (ET-1), e ao prejuízo crônico na produção de vasodilatadores, 

tais como óxido nítrico (NO) (Vaillancourt et al., 2014).  

A ET-1 apresenta ação vasoconstritora na circulação sistêmica e pulmonar, 

sendo reconhecida como um dos principais moduladores da homeostase vascular 

(Fukuroda et al., 1994). Além disso, a ET-1 estimula a produção de fatores de 

crescimento (Pedram et al., 1997) e apresenta atividade mitogênica no músculo liso 

vascular (Zamora et al., 1993). Os receptores A da ET-1 (ETAR) são encontrados 

nas células do músculo liso vascular. Por outro lado, os receptores B da ET-1 
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(ETBR) são encontrados tanto nas células do músculo liso vascular quanto em 

células endoteliais (Galiè et al., 2004). Ao se ligar aos receptores endoteliais, há 

sinalização para produção de NO. Quando a ligação da ET-1 se dá nos receptores 

encontrados no músculo liso, medeia-se a vasoconstrição e a proliferação, além da 

estimulação de inflamação local (Baliga et al., 2013).  

O NO é um gás solúvel, altamente lipofílico e considerado radical livre. Sua 

síntese ocorre nas células do endotélio vascular sob ação da enzima óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS) (Crosswhite e Sun, 2010). Além de ser um potente 

vasodilatador, o NO é capaz de neutralizar as espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Além disso, a reação do NO com ânion superóxido (O2
•-) dá origem ao peroxinitrito 

(OONO-), capaz de oxidar proteínas, lipídeos, ácidos nucleicos (Delbin et al., 2009). 

Acredita-se que a produção de O2
•- pode ser mediada pela ET-1 (Lassègue e 

Clempus, 2010). O O2
-, através da redução da biodisponibilidade de NO, é capaz 

de ativar moléculas de sinalização intracelular e fatores de transcrição envolvidos 

com o processo de inflamação e remodelamento vascular (Granger et al., 2010). 

Este desequilíbrio entre vasodilatadores e vasoconstritores, promove um aumento 

da espessura da camada muscular lisa (túnica média), e remodelamento da túnica 

adventícia. Histologicamente, a HP é caracterizada por muscularização das artérias 

periféricas, hipertrofia da túnica média das artérias, perda de pré-capilares no 

componente arterial da circulação pulmonar e a formação de neoíntima (Newby, 

2006) (Figura 1). Além disto, relata-se uma deposição excessiva de trombina 

relacionada a um estado pró-coagulante, colaborando para o aumento da RVP 

resultante da lesão endotelial (Shulman et al., 1993).  
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Figura 1: Artéria pulmonar em uma situação normal e na hipertensão arterial 

pulmonar. 

 (Retirado e adaptado de Pugliese et al., 2015) 

 

  Em resposta ao aumento da RVP, o VD sofre rápidas adaptações estruturais 

e funcionais (Gomez-Arroyo et al., 2012). Para que ocorra a manutenção do débito 

cardíaco, há aumento da espessura da parede por hipertrofia (Boogard et al., 2009) 

(Figura 2) e aumento da contratilidade. Não sendo capaz de sustentar esta 

sobrecarga por longo prazo, há diminuição da força de contração cardíaca e o VD 

dilata (Hein et al., 2003). Simultaneamente há diminuição da perfusão do VD, 

seguindo um ciclo vicioso que leva à diminuição da capacidade funcional deste 

ventrículo (Casserly e Klinger, 2009). O índice de performance do miocárdio (IPM), 

uma medida não invasiva que representa a função sistólica e diastólica do VD, é 

uma das mais importantes ferramentas para avaliação do prognóstico nos quadros 
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de HAP, visto sua correlação positiva com a PAPm e a resposta ao tratamento (Dyer 

et al., 2006).  

 

Figura 2: Ventrículo direito em uma situação normal e na hipertensão arterial 

pulmonar de acordo com a Lei de Laplace.  

(Retirado e adaptado de Boogard et al., 2009) 

 

1.2.3. Tratamento 

 

 Nos últimos anos, a comunidade científica tem se direcionado no sentido de 

definir um tratamento efetivo para a HAP. As opções terapêuticas para tratamento 

da HAP existentes no momento são: oxigenioterapia, diuréticos, anticoagulantes ou 

agentes antiplaquetários, fármacos vasodilatadores, digitálicos e opções cirúrgicas 

(Gurtu e Michelakis, 2015; Galiè et al., 2015).  No entanto, a HAP é uma doença 

caracterizada também por remodelamento vascular proliferativo, alterações 

estruturais e funcionais no VD (Boogard et al., 2009) e aumento da produção de 
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EROs pulmonar e cardíaca (Liao, 2013), e não somente por vasoconstrição. 

Portanto, as terapias utilizadas atualmente promovem apenas uma melhora da 

qualidade de vida (McLaughlin et al., 2015) e não sobre a reversão dessa doença 

(Gurtu e Michelakis, 2015).  

 

1.3. SISTEMA NERVOSO AUTÔNOMO NA HAP 

 

Influenciando o sistema cardiovascular está o sistema nervoso autônomo, 

uma vez que, tanto a noradrenalina como a acetilcolina secretadas pelo sistema 

nervoso simpático (SNS) e parassimpático, respectivamente, modificam a função 

dos vasos pulmonares e o desempenho cardíaco. A ativação destes sistemas 

neuro-humorais, especialmente o SNS, desempenha um papel chave na 

progressão desfavorável da disfunção vascular e ventricular (Rendqvist et al., 1997; 

Angelis et al., 2014; Ameri et al., 2016).  

Ameri et al. (2016) descrevem que a ativação sustentada do SNS contribui 

para o remodelamento vascular, embora os mecanismos pelos quais isso acontece 

permaneçam mal caracterizados. Em referência ao remodelamento cardíaco, Ameri 

et al. (2016) acrescentam que a hiperativação do SNS sobre o VD, sobretudo pela 

ação da noradrenalina, leva à redução da expressão e sinalização intracelular do 

receptor beta-adrenérgico β1, bem como da recaptação da noradrenalina. Dessa 

forma, esta hiperatividade simpática a longo prazo produz efeitos deletérios e 

acelera a progressão da doença, através do remodelamento ventricular patológico 

e indução de morte celular (Triposkiadis et al., 2009).  

 



22 
 

 

Figura 3: Sistema nervoso simpático na hipertensão arterial pulmonar. 

(Retirado de Ameri et al., 2016) 

 

1.4. MECANISMOS DE MORTE CELULAR NAS DOENÇAS CARDÍACAS 

1.4.1 Morte Celular  

 

A  renovação contínua das estruturas biológicas, asseguram que os 

componentes danificados do organismo sejam removidos e substituídos por novos 

sintetizados (Davani et al., 2005). Quando irreversivelmente danificadas, as células 

doentes podem iniciar o processo de morte celular, aguda ou progressivo, sendo 

uma característica de diversas doenças cardíacas (Chiong et al., 2011), incluindo a 

HAP (Thenappan et al., 2018). Evidências demonstram que o músculo cardíaco 

contém células tronco multipotentes, que podem se diferenciar em miócitos 

maduros, especialmente em resposta à lesão (Davani et al., 2005). Contudo, a 

substituição dos miócitos cardíacos é um processo incompleto e lento e, assim, são 
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denominadas células pós-mitóticas de longa duração (Terman e Brunk, 2005). 

Desta forma, a perda de cardiomiócitos leva o miocárdio a danos irrecuperáveis, 

sendo a morte celular o desfecho final do remodelamento cardíaco (Louis et al., 

2014). Assim, investigar ações que possam prevenir ou reduzir a ativação de vias 

de morte, são essenciais para  prevenir a evolução da doença cardiovascular em 

direção à insuficiência cardíaca (IC) (Whelan et al., 2010). A estimulação dos 

receptores adrenérgicos pela noradrenalina é um mediador crucial na desregulação 

do ciclo celular, sendo um dos principais mecanismos de ativação do transdutor de 

sinal e ativador da transcrição 3 (STAT3) e da proteína p70 S6 kinase (p70 S6K), 

ambos levando à estimulação de síntese de proteínas e proliferação descontrolados 

(Kishore e Verma, 2012).  

Durante esta progressão, os três tipos de morte celular são encontrados: 

apoptose, autofagia e necrose (Konstantinidis et al., 2012). Contudo, sobre ação da 

noradrenalina, a morte celular dos cardiomiócitos segue geralmente a via autofágica 

(Aránguiz-Urroz et al., 2011) e apoptótica (Louis et al., 2014). 

    

1.4.2. Autofagia 

Autofagia é um processo de manutenção da homeostase celular, em que 

organelas não funcionais e proteínas danificadas ou modificadas são degradadas 

no lisossoma. Existem três tipos de autofagia: macro-autofagia (geralmente referido 

como autofagia), micro-autofagia e autofagia mediada por chaperonas. Na macro-

autofagia, um autofagossoma se funde com o lisossoma para formar o 

autolisossoma e promover a degradação proteolítica dos componentes citosólicos. 

Na micro-autofagia, ao contrário, os componentes citosólicos são diretamente 
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absorvidos pelo próprio lisossoma através da invaginação da sua membrana. Já na 

autofagia mediada por chaperonas, as proteínas alvo são translocadas através da 

membrana lisossomal em um complexo com proteínas chaperonas, resultando na 

degradação (Glick et al., 2010). Os produtos da degradação retornam para o citosol 

como macromoléculas, servindo para a síntese de novas estruturas e metabolismo 

(Baehrecke, 2005). Dessa forma, a autofagia não só medeia o controle de danos, 

mas promove eficiência energética através da geração de ATP (Glick et al., 2010). 

 A autofagia é iniciada por uma cascata de sinalização envolvendo a 

fosforilação da proteína cinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) 

(Przyklenk et al., 2012). A AMPK atua principalmente como um sensor do estado 

energético celular, ativando o processo autofágico, para que a degradação de 

componentes intracelulares (lipídeos e proteínas) sejam disponíveis para a geração 

de energia (Beauloye et al., 2011). A AMPK pode atuar via ativação do complexo 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), proteína envolvida na formação dos 

autofagossomas (Kim et al., 2013). Outro mecanismo promovido pela AMPK é a 

estimulação da autofagia através da inibição da proteína alvo da rapamicina nos 

mamíferos (mTOR). A mTOR é a principal controladora da ativação ou repressão 

da autofagia, coordenando o equilíbrio entre crescimento celular e morte, em 

resposta a condições fisiológicas e de estresse. A depleção de nutrientes ou a 

disponibilidade reduzida de fatores de crescimento inibem a atividade da mTOR, 

sendo estes eventos cruciais para indução da autofagia em células eucarióticas que 

necessitam de ajuste metabólico para sobreviver (Jung et al., 2010). Sob condições 

ricas em nutrientes, a PI3K inibe a indução da autofagia através da ativação da 

mTOR e da fosforilação da proteína quinase B (Akt) (Lavandero et al., 2015). Estas 
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principais vias que promovem a indução da morte celular convergem na clivagem e 

conversão do precursor citosólico LC3-I (proteína associada ao microtúbulo 1 de 

cadeia leve 3) em LC3-II. LC3-I é clivado para liberar uma glicina C-terminal, que 

conjugará com fosfolipídios logo após a indução da autofagia. Esta ação é essencial 

para extensão, curvatura e fechamento da membrana de isolamentos dos 

autofagossomas (He and Klionsky, 2009). Ao mesmo tempo, ocorre a degradação 

do LC3-II no lúmen auto lisossômico, e desta forma, seu turnover lisossomal reflete 

a atividade autofágica, e sua detecção, o método mais confiável para a 

monitorização deste processo (Tanida et al., 2008).  

 No coração, a autofagia contribui para a manutenção da energia celular 

através da renovação fisiológica de organelas metabólicas essenciais, como as 

mitocôndrias e peroxissomas. Porém, em condições associadas a estados 

patológicos, como remodelamento cardíaco e hipertrofia, a autofagia torna-se 

desregulada (Rothermel e Hill, 2008; Aránguiz-Urroz et al., 2011; Lavandero et al., 

2015). A falha desse processo frente a situações de estresse, além de desencadear 

a morte celular, contribui para o processo de transição de uma hipertrofia 

compensatória para um coração descompensado (Beauloye et al., 2011). Sendo 

assim, uma janela de atividade autofágica ótima parece ser crítica para a 

manutenção da homeostase e da função cardiovascular (Lavandero et al., 2015). 

Em resposta ao estresse da decorrente hiperativação neuro-humoral e/ou 

sobrecarga de pressão, o coração que inicialmente compensa sua função através 

de um processo hipertrófico adaptativo, sofre danos irreversíveis que resultam na 

dilatação e diminuição do desempenho. Esta descompensação está associada ao 

enfraquecimento das paredes ventriculares, em virtude da morte dos cardiomiócitos 
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por autofagia, com substituição por tecido fibroso (Zhu et al., 2007). Segundo Zhu 

et al., 2007, a autofagia elimina proteínas ou organelas danificadas, que poderiam 

ser tóxicas ou desencadear a morte por apoptose.     

 

1.4.3. Apoptose 

 

A apoptose é um processo biológico de morte celular geneticamente 

ordenado e regulado, no qual estímulos internos e externos à célula podem ativar 

proteínas intracelulares que permitem a célula cometer suicídio (Portt et al., 2011). 

A apoptose leva à inativação e fragmentação da célula apoptótica, sem extravasar 

conteúdo intracelular tóxico para as células vizinhas, e, portanto, sem causar dano 

tecidual, o que resultaria em necrose, e levaria à uma reação inflamatória. Os 

fragmentos celulares são rapidamente fagocitados por macrófagos teciduais, 

permitindo que os componentes orgânicos sejam reciclados (Alberts et al., 2002).  

 A apoptose pode ser controlada por duas distintas vias de sinalização, 

denominadas controle intrínseco e extrínseco. A via extrínseca consiste na indução 

externa, por meio de interações mediadas por receptores transmembrana. A via 

intrínseca ocorre por sinais intracelulares desencadeados por mitocôndrias, que 

atuam diretamente sobre alvos (Elmore, 2007). Igney and Krammer (2002) 

descrevem que pode haver influência de uma via sobre a outra, mas sabe-se que a 

via intrínseca é responsável pela maioria dos estímulos apoptóticos. Através da via 

intrínseca, os membros da família BCL2 são os principais reguladores da 

maquinaria mitocondrial de morte celular, controlando o potencial de membrana 

(Δψm) e sua permeabilidade pelo balanço entre proteínas pró-apoptóticas e anti-
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apoptóticas, como a Bax (proteína X associada à Bcl-2) e a Bcl-2 (célula-ß de 

linfoma 2), respectivamente. A Bax promove a abertura dos poros da membrana 

mitocondrial, permitindo a passagem da proteína citocromo c para o citoplasma com 

subsequente ativação das caspases (Chipuk et al., 2010), estimulando o fenótipo 

hipertrófico mal adaptativo (Bernardo et al., 2010). Já a Bcl-2, além de evitar a 

abertura dos poros da membrana das mitocôndrias evitando a cascata das 

caspases, também apresenta ação antioxidante por diminuir EROs (Susnow et al., 

2009; Chipuk et al., 2010). Por meio da via extrínseca, decorrente da transdução de 

sinais extracelulares, a via das caspases é ativada no interior da célula. Desta 

forma, ambas as vias, intrínseca e extrínseca, culminam na ativação das caspases 

(família das proteases), consideradas indicadores de processos apoptóticos 

(Elmore, 2007). Em qualquer uma destas vias, as caspases iniciadoras clivam e 

ativam as caspases-3 e -7 (efetoras), que executam a apoptose por meio da 

clivagem de diferentes proteínas celulares (Algeciras-Schimnich et al., 2002).     

É sabido que a exposição crônica à noradrenalina é tóxica para os 

cardiomiócitos. A ativação dos receptores adrenérgicos β1 e β2 acoplados à 

proteína G Gαs, via ação da noradrenalina, é responsável por estimular a apoptose 

em cardiomiócitos in vitro e in vivo, como resultado de modificações na expressão 

da Bcl-2. Quando acoplado à Gi, a ativação do receptor β2 é responsável por ação 

anti-apoptótica (Shin et al., 2014). Sabe-se que os cardiomiócitos expressam 

predominantemente receptores β1, e dessa forma, a hiperativação destes 

receptores tem um papel importante não somente no remodelamento ventricular, 

mas também na indução da apoptose (Krishnamurthy et al., 2007). Para Shin et al. 

(2014), o tratamento com bloqueadores β1 aumenta a resistência dos 
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cardiomiócitos à morte celular, em resposta ao aumento da expressão da Bcl-2. 

Segundo Van Empel et al. (2005), considerando que o processo de  apoptose tem 

duração de no máximo 24 h, e que a IC é uma condição que se manifesta com o 

passar dos anos, é aceito que a perda crônica de pequenos números de 

cardiomiócitos diariamente tenha graves consequências sobre a integridade do 

miocárdio. 

 

1.5. MODELOS EXPERIMENTAIS 

1.5.1 Estudo in vivo 

 Para melhor compreensão dos mecanismos patológicos da HAP e 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas para prevenção e tratamento das 

manifestações clínicas, padrões experimentais utilizando animais têm sido 

propostos. O modelo mais utilizado para mimetizar a HAP é gerado pela 

administração de monocrotalina, um alcaloide advindo da planta Crotalaria 

spectabilis (Polonio et al., 2012), pertencente à família das leguminosas (Figura 4). 

No Brasil, mais de quarenta espécies crescem abundantemente em plantações de 

grãos e em pastagens (Tokarnia et al., 2000).  

 

Figura 4: Foto da vagem, das sementes e das flores das espécies pertencentes 

ao gênero Crotalaria. (Retirada de Martinez et al., 2013)  
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  Em geral, para o modelo experimental da HAP, doses de monocrotalina (40 

a 80 mg/kg) são administradas via intraperitoneal (i.p.) ou subcutânea em ratos 

Wistar (Gomez-Arroyo et al. 2012; Nogueira-Ferreira et al., 2015). Sabe-se que a 

dose de 60 mg/kg (i.p) oferece facilidade e baixo custo para reproduzir o modelo 

(Gomez-Arroyo et al., 2012). Além disso, as alterações cardiovasculares e 

pulmonares apresentadas são muito similares as dos pacientes com HAP (Yee et 

al., 2000), bem como os parâmetros funcionais e bioquímicos (Brown et al., 1998).  

  A sua transformação hepática é responsável pela sua toxicidade, sendo a 

dehidroxilação, realizada pelo complexo enzimático citocromo P-450, uma das 

reações químicas envolvidas com esse processo. Após a sua dehidroxilação, o 

metabólito ativo dehidromonocrotalina promove alterações estruturais e funcionais 

nos pulmões e na vascularização pulmonar (Shah et al., 2005). O seu mecanismo 

de ação pulmonar ainda não está totalmente elucidado. No entanto, sabe-se que os 

glóbulos vermelhos do sangue aumentam significativamente o transporte dos 

metabólitos da monocrotalina do fígado para o pulmão, onde são liberados no 

endotélio pulmonar (Pan et al., 1991). Então, por meio do desencadeamento de uma 

resposta inflamatória com resposta hipertrófica e hiperplásica das células 

musculares lisas (Gomez-Arroyo et al., 2012) e desequilíbrio entre substâncias 

vasodilatadoras e vasoconstritoras, a monocrotalina torna-se uma potente indutora 

de lesão endotelial, levando ao surgimento progressivo da HAP (Meyrick et al., 

1980). 

Dentro de horas após a exposição do animal à monocrotalina já se observa 

dano no endotélio vascular, sendo este o gatilho inicial para a vasculite pulmonar e 

o remodelamento pulmonar caracterizado pelo estreitamento e obliteração do lúmen 



30 
 

vascular. A partir da segunda semana da aplicação da monocrotalina, o aumento 

da PAPm e a hipertrofia do VD já são encontrados (West e Hemnes, 2011).   

 

1.5.2 Estudo in vitro  

Situações de estresse crônico, como a HAP, resultam em uma exposição 

prolongada do coração à catecolamina noradrenalina. A noradrenalina induz 

hipertrofia dos cardiomiócitos, passo inicial do remodelamento cardíaco, sendo um 

gatilho para a morte celular que representa o início da IC. Desta forma, o modelo in 

vitro de cardiomiócitos estimulados com noradrenalina é extremamente relevante e 

apropriado para avaliar o potencial de fármacos na cardioproteção contra danos 

patológicos causados pela hiperestimulação do SNS (Louis et al., 2014).   

Gupta et al. (2006) demonstraram que cardiomiócitos H9c2 expostos a 2 µM 

e 10 µM de noradrenalina (24 h) apresentaram aumento da viabilidade celular, 

indicando proliferação. Segundo Thakur et al. (2015), mioblastos cardíacos H9c2 

tratados com 2 µM de noradrenalina (24 h) apresentam hipertrofia. Contudo, quando 

expostos a 100 µM de NA, pelo mesmo período, demonstram apoptose. Para Gao 

et al. (2015), doses de 5 µM – 50 µM de NA (36 h) estão relacionadas a apoptose 

das células H9c2.  

 

1.6 BLOQUEADORES BETA-ADRENÉRGICOS 

1.6.1. A utilização de Betabloqueadores na Hipertensão Pulmonar 

 

Uma das razões pela qual as diretrizes atuais relutam em utilizar beta-

bloqueadores para o tratamento da HAP é o temor de hipotensão sistêmica ou os 



31 
 

efeitos inotrópicos negativos, que estes são conhecidos por induzir (Galiè et al. 

2015; Ameri et al., 2016). Além disso, pacientes com HAP são altamente 

dependentes do ritmo cardíaco para aumentar seu débito cardíaco (Man e Handoko, 

2015), podendo assim, ser intensamente afetados pela redução da frequência 

cardíaca, causada por esta classe de fármacos. 

Ao analisar evidências experimentais, Ishikawa et al. (2009), em um modelo 

de HAP induzido por monocrotalina, encontraram uma atenuação na PAPm, uma 

diminuição na RVP e uma redução na hipertrofia ventricular direita, após tratamento 

com o betabloqueador arotinolol. Boogard et al. (2010) avaliaram os efeitos do 

bloqueio adrenérgico com carvedilol (bloqueador α1, β1 e β2) na circulação 

pulmonar e no coração direito na HAP experimental, modelo de monocrotalina. O 

tratamento com carvedilol resultou em uma diminuição da pós-carga do VD, 

aumento da função sistólica, diminuição da dilatação e aumento do débito cardíaco. 

Em estudo de HAP experimental, o tratamento com o betabloqueador bisoprolol 

apresentou-se eficaz em retardar a IC, através da melhora da contratilidade, 

redução da fibrose e inflamação do miocárdio (Man et al., 2012). Okumura et al. 

(2015) demonstraram que o tratamento com carvedilol, em modelo de HAP em ratos 

Sprague-Dawley, reduziu o teor de colágeno cardíaco, expressão de fatores de 

crescimento e hipertrofia ventricular direita. Contudo, não foi eficaz na redução da 

pressão sistólica do ventrículo direito e desencadeou queda da frequência cardíaca. 

Já o betabloqueador nevibolol, em estudo de Perros et al. (2015), foi eficaz na 

atenuação da disfunção endotelial, através da atenuação da superexpressão de 

mediadores inflamatórios e do potente vasoconstritor ET-1.  
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1.6.2. Betabloqueador Bucindolol 

 

 Bucindolol é um betabloqueador altamente lipofílico, metabolizado pelo 

fígado pelas enzimas do citocromo P450 (Bristow, 2000), e que apresenta meia-

vida de cerca de 8 h (Bristow, 2000). Denominado um bloqueador de terceira 

geração, atua nos receptores β1, β2 e apresenta atividade antagonista α1 adicional, 

contribuindo para um efeito vasodilatador (Tabela 1) (Batlouni e Albuquerque, 

2000). Seu perfil de atividade neuro-hormonal é muito semelhante ao do carvedilol, 

mas diferem quanto às propriedades antioxidantes (Tabela 1) (Batlouni e 

Albuquerque, 2000). Além disso, o bucindolol apresenta propriedade simpatolítica, 

característica única em comparação a outros betabloqueadores (Tabela 1). Esta 

propriedade refere-se à capacidade deste fármaco em reduzir os níveis e o efeito 

da noradrenalina sistêmica (Black-Maier et al., 2015). Sabe-se que o aumento dos 

níveis de noradrenalina plasmática está relacionado com pior desempenho cardíaco 

e com a gravidade da HAP (Cohn et al., 1984). 

 

Tabela 1: Comparação da ação dos principais betabloqueadores.  

(Retirado e adaptado de Batlouni e Albuquerque, 2000; Black-Maier et al., 2015)  

 

 O Beta-blocker Evaluation of Survival Trial (BEST) analisou o efeito do 

bucindolol no tratamento de pacientes com IC. Em pacientes com fibrilação atrial, o 
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tratamento com bucindolol foi associado ao controle da frequência cardíaca, 

reduções significativas no número e tempo de hospitalização e diminuição da 

mortalidade (Kao et al., 2013). Segundo Eichhorn (1993), o bucindolol é bem 

tolerado em humanos com IC e produz melhoras no desempenho sistólico e 

diastólico do ventrículo esquerdo, e redução da PAPm. Além disso, a tolerância ao 

exercício físico e o consumo máximo de oxigênio (VO2max) não se modificam com o 

uso deste betabloqueador. Em relação ao coração, Eichhorn et al. (1990) 

descrevem que o bloqueio adrenérgico com bucindolol melhora a função contrátil 

do miocárdio, mantendo o consumo de oxigênio inalterado. 

Em estudo de Pönicke et al. (2002), cardiomiócitos adultos de ventrículo de 

rato foram incubados com diferentes concentrações de noradrenalina, na presença 

de diferentes antagonistas adrenérgicos, por 16 h. Os autores demonstraram que, 

em baixas concentrações (até 10 nM), bucindolol aumentou a síntese proteica 

induzida por 1 µM de noradrenalina em cardiomiócitos adultos. Contudo, quando 

acima de 10 nM, o bucindolol inibiu a síntese proteica induzida pela noradrenalina, 

sendo 10 µM considerada a concentração ótima. Ao avaliar a ação do 

betabloqueador bucindolol (10 nM e 1 µM) sobre os efeitos causados pela 

noradrenalina (10 µM) em cardiomiócitos adultos, Pönicke et al. (2002) demonstram 

novamente que baixas doses (10 nM) se relacionam ao aumento da síntese 

proteica, sendo esta inibida pela dose de 1 µM.    
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2. FORMULAÇÃO DO PROBLEMA 

 

Estudo in vivo 

O bucindolol atenua a disfunção endotelial e o remodelamento vascular 

pulmonar produzido pela administração de monocrotalina? 

 

Estudo in vitro 

 O aumento dos níveis de noradrenalina está relacionado à hipertrofia dos 

cardiomiócitos, bem como ao desequilíbrio de vias de morte celular? Qual a ação 

do betabloqueador bucindolol sobre vias de sinalização para hipertrofia cardíaca? 

O bucindolol é capaz de modular a sinalização para vias de autofagia e apoptose 

induzidas pela noradrenalina?  
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3. HIPÓTESE 

 

Estudo in vivo 

 Os animais com HAP submetidos ao tratamento com bucindolol terão a 

disfunção endotelial e o remodelamento vascular pulmonar atenuados, através de 

melhora no balanço redox e consequente atenuação do dano oxidativo pulmonar.  

 

Estudo in vitro 

A noradrenalina sinalizará para a hipertrofia dos cardiomiócitos, contribuirá 

para o aumento na produção de EROs e induzirá a morte celular por apoptose e 

autofagia. A administração de bucindolol reduzirá estes processos, protegendo as 

células cardíacas da hiperestimulação da noradrenalina e sua consequente ação, 

através da sua ação de bloqueio adrenérgico.  
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4. OBJETIVOS  

4.1. OBJETIVO GERAL 

 

No estudo in vivo, avaliar os efeitos do betabloqueador bucindolol na 

disfunção endotelial e no remodelamento vascular pulmonar, através da avaliação 

de parâmetros funcionais, estruturais e de estresse oxidativo no modelo 

experimental de HAP induzida por monocrotalina. Após, observar o impacto 

hiperestimulação simpática e do tratamento com bucindolol sobre a hipertrofia e 

performance do miocárdio nestes animais. No estudo in vitro, analisar a ação do 

bucindolol sobre vias de sinalização para sobrevivência/hipertrofia e morte celular, 

através da análise de parâmetros relativos ao estresse oxidativo e moleculares em 

cardiomiócitos submetidos ao modelo experimental de estresse, induzido por 

noradrenalina.  

  

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Estudo in vivo 

 Analisar a histologia da artéria pulmonar através da realização da coloração 

de hematoxilina-eosina (HE) para verificação da espessura da artéria pulmonar dos 

diferentes grupos experimentais.  

 Avaliar a influência do bucindolol sobre o imunoconteúdo das proteínas 

eNOS, ETAR e ETBR, em homogeneizado de pulmão.  

  Verificar a influência do tratamento sobre a atividade e expressão das 

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 
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peroxidase (GPx), bem como sobre o dano oxidativo a lipídios, em homogeneizado 

de pulmão.  

 Determinar os níveis de nitrotirosina através da técnica de 

imunohistoquímica, na artéria pulmonar dos animais nos diferentes grupos 

experimentais.  

 Quantificar a hipertrofia do VD, nos diferentes grupos experimentais. 

 Verificar as modificações induzidas pela monocrotalina e pelo bucindolol 

através de ecocardiografia transtorácica, avaliando parâmetros de RVP e IPM.  

 

Estudo in vitro 

 Investigar o efeito do betabloqueador bucindolol sobre células cardíacas 

H9c2, na presença de diferentes concentrações do estímulo estressor 

noradrenalina, analisando sua resposta sobre a viabilidade celular.  

 Avaliar os efeitos do bucindolol sobre as vias de hipertrofia/sobrevivência dos 

cardiomiócitos estimulados pela noradrenalina, através da quantificação do 

imunoconteúdo das seguintes proteínas: p-STAT3, STAT3, PI3K, p-Akt, Akt, p-

mTOR, mTOR, P70 S6K, p-AMPK e AMPK.  

 Analisar o imunoconteúdo dos marcadores de autofagia LC3B-I e LC3B-II, 

nos diferentes grupos experimentais.  

 Avaliar os efeitos da noradrenalina e do bucindolol sobre a atividade da 

caspase 3/7 por citometria de fluxo. 

 Determinar a influência do betabloqueador bucindolol sobre os níveis de 

morte celular, através da análise do iodeto de propídio por citometria de fluxo.  



38 
 

 Determinar a ação do bucindolol sobre as EROs por citometria de fluxo, bem 

como sobre a lipoperoxidação via imunoconteúdo da proteína 4-hidroxinonenal (4-

HNE).  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS DO ESTUDO IN VIVO 

5.1. ANIMAIS 

 

 Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso de 120 ± 10 gramas. 

Os animais foram provenientes do Centro de Reprodução e Experimentação de 

Animais de Laboratório (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). Durante o período do estudo, os animais foram alojados no Biotério 

Setorial do Departamento de Farmacologia, localizado no Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde (ICBS) da UFRGS. Os animais foram mantidos em caixas 

plásticas (15 x 32 x 39 cm), com quatro animais por caixa, sob condições padrão de 

biotério: ração comercial (Nuvilab CR-1) e água ad libitum, umidade controlada 

(70%), ciclo “claro-escuro” de 12 h e temperatura controlada (20 – 25 °C).   

 

5.2. CÁLCULO AMOSTRAL 

 

O cálculo do tamanho amostral foi efetuado através do programa Sigma Plot 

12.0. No cálculo foram considerados probabilidade de erro α = 0,05 e poder do teste 

estatístico de 0,95, sendo o parâmetro utilizado a RVP.  O n calculado foi de 8 

animais por grupo, totalizando 32 animais para quatro grupos. Considerando a 

estimativa de perda de 25 % dos animais no período de desencadeamento da 

doença (Souza-Rabbo et al., 2008), foram adicionados 4 animais ao tamanho 

amostral (inseridos 2 animais em cada grupo que recebeu a monocrotalina), 

totalizando 36 animais.      
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5.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 Para o desenvolvimento desta pesquisa, quatro grupos experimentais foram 

estabelecidos: 

Controle sem bucindolol (CTR): animais que receberam a administração de 

solução salina e receberam o tratamento com veículo (n = 8); 

Controle bucindolol (CTR+BCD): animais que receberam a aplicação de solução 

salina e foram submetidos ao tratamento com bucindolol (n = 8);      

Monocrotalina sem bucindolol (MCT): animais que receberam a administração 

de monocrotalina e receberam o tratamento com veículo (n = 10); 

Monocrotalina bucindolol (MCT+BCD): animais que receberam a aplicação de 

monocrotalina e foram submetidos ao tratamento com bucindolol (n = 10).   

 

5.4. BIOÉTICA COM OS ANIMAIS 

 

 Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos no presente estudo 

estão de acordo com a Lei Arouca (Lei nº 11.794), com as Diretrizes para o Cuidado 

e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos, de 2013, com as 

Diretrizes da Prática de Eutanásia do CONCEA - 2013 (Conselho Nacional de 

Controle e Experimentação Animal) e com o “Guia para o Cuidado e Uso de Animais 

de Laboratório” publicado pelo Instituto Nacional de Saúde (NIH Publication, 8th 

Edition, 2011). Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, através do número de 

aprovação: 30484.  
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5.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

5.5.1. Ambientação dos Animais 

 

 Os animais permaneceram 7 dias em ambientação, no Biotério Setorial do 

Departamento de Farmacologia do ICBS da UFRGS. Após este período, a 

administração de monocrotalina foi efetuada. 

 

5.5.2. Administração da Monocrotalina 

 

 Os animais receberam uma única injeção de monocrotalina (60 mg/kg – i.p.) 

(Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) ou solução salina 0,9 % (pH 7,4) no 

mesmo volume. A diluição da monocrotalina, sendo 60 mg para 1 mL de volume 

final, foi feita em 0,5 mL de HCl 1N. Após solubilizar, o pH foi ajustado até atingir 

7,4 com a adição de NaOH 1N e, para complementar o volume final foi acrescentado 

NaCl 0,9 %  (Farahmand et al., 2004).  Para um rato de 180 gramas, por exemplo, 

foi administrado 180 μL de solução, não alterando, portanto, a sua volemia (Rhoden 

e Rhoden, 2006). Após a indução da HAP, os animais foram pesados e 

acompanhados por 14 dias. Este procedimento foi considerado com grau de 

severidade moderado. 

 

5.5.3. Administração do Betabloqueador Bucindolol  

 

 Após duas semanas da administração da monocrotalina, os animais foram 

submetidos ao tratamento com o betabloqueador bucindolol (2 mg/kg) (Santa Cruz 
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Biotechnology, CA, EUA), sendo a preparação adaptada de Baker et al., 2011. Este 

foi administrado uma vez por dia, via injeção i.p., durante 7 dias. Para um animal de 

250 gramas, para exemplificar, foi administrado 0,5 mL de solução. Segundo 

Rhoden e Rhoden (2006), quantidades tão elevadas quanto 10 mL / 100 g de peso 

corporal podem ser administrados via i.p.; deste modo, nos mantivemos bem inferior 

à margem de segurança com administração de volumes menores. Os animais que 

não pertenciam aos grupos que receberam bucindolol foram submetidos ao 

tratamento com veículo (1 % DMSO, 2 % Tween 20, 0,9 % NaCl) no mesmo volume. 

Este procedimento foi considerado com grau de severidade leve. 

 

5.5.4. Eutanásia dos Animais 

 

Aos 29 dias do protocolo experimental, os animais dos diferentes grupos 

experimentais foram anestesiados com quetamina (90 mg/kg - i.p.) e xilazina (10 

mg/kg – i.p.), conforme o Guia de Anestesia e Analgesia para Ratos e 

Camundongos 2016 do CREAL / UFRGS, e submetidos à ecocardiografia. 

Posteriormente, os animais foram eutanasiados mediante decapitação em 

guilhotina manual. Os animais foram decapitados após sobre dose anestésica e em 

ambiente apropriado, isolado da sala de alojamento onde se encontravam os 

animais despertos, com higienização completa de todo o material entre a morte de 

um animal e outro, tendo o responsável pelo procedimento experiência na sua 

realização. 
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GRUPOS DIA 1 DIA 8 DIA 22 DIA 29 

CTR ambientação 0,9 % NaCl veículo avaliações e 

eutanásia 

CTR+BCD ambientação 0,9 % NaCl bucindolol avaliações e 

eutanásia 

MCT ambientação monocrotalina veículo avaliações e 

eutanásia 

MCT+BCD ambientação monocrotalina bucindolol avaliações e 

eutanásia 

 

 

 

 

 

Figura 5: Desenho experimental do estudo in vivo. 

 

 

5.6. ANÁLISES MORFOMÉTRICAS E FUNCIONAIS 

5.6.1. Peso Corporal 

 

 Os animais foram pesados semanalmente, com o objetivo de verificar o efeito 

da doença e do tratamento sobre o ganho de massa corporal. 

 

Ecocardiografia 
e coleta dos 

tecidos.  

Tratamento durante 7 dias 
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5.6.2. Ecocardiografia  

 

As imagens ecocardiográficas foram obtidas no modo bidimensional e 

Doppler pulsado (Sistema de ultrassom HD7; Philips, Andover, MA, EUA) usando 

um transdutor S12-4 (Philips, Andover, MA, EUA). A RVP foi calculada pela relação 

entre o tempo de aceleração pelo tempo de ejeção através da artéria pulmonar 

(AT/ET). O IPM foi determinado utilizando a seguinte fórmula: IPM = (tempo de 

fechamento da valva tricúspide - tempo de ejeção através da artéria pulmonar) / 

tempo de ejeção pela artéria pulmonar] (Rudski et al., 2010; Urboniene et al., 2010).  

 

5.6.3. Coleta dos Tecidos 

 

 Imediatamente após a eutanásia, o tórax dos animais foi aberto, o coração 

rapidamente retirado e colocado em solução KCl 1,15 % sobre o gelo. Com auxílio 

de material cirúrgico, tesouras e pinças, os átrios e ventrículos esquerdos (mais 

septos) foram separados e descartados, enquanto os ventrículos direitos foram 

coletados. Pulmões, artéria pulmonar e tíbia direita também foram coletados. O 

peso do VD e o comprimento da tíbia direita foram mensurados. O pulmão direito e 

o VD foram rapidamente identificados, congelados em nitrogênio líquido e 

estocados a -80 ºC para as análises posteriores. O pulmão esquerdo e as artérias 

pulmonares foram imersas em paraformaldeído 4 %, e destinados à avaliação 

histológica e de imunohistoquímica. Já a tíbia, após pesada foi descartada, em lixo 

apropriado. 
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5.6.4. Avaliação da Hipertrofia Cardíaca 

   

  O índice de hipertrofia do VD foi calculado através do peso do VD / 

comprimento da tíbia (Yin et al., 1982).  

 

5.7 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

5.7.1. Homogeneização do Pulmão 

 

 Para a realização das análises de estresse oxidativo, o pulmão foi 

homogeneizado durante 40 seg (Ultra-Turrax; Bosch, Atibaia, SP, Brasil) com KCl 

(1,15 % na quantidade de 5 mL / g de tecido) e 1 % de fenil-metil-sulfonil-fluoreto 

(PMSF) na concentração de 100 mmol / L em isopropanol. O PMSF é um inibidor 

de proteases, evitando a degradação das enzimas cuja atividade foi avaliada.  Em 

seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 20 min a 3000 rpm em 

centrífuga refrigerada a 4 °C (Modelo Mikro 220R; Hettich Zentrifugen) e os 

sobrenadantes armazenados em tubo tipo Eppendorff e congelados em freezer a -

80 ºC, para realização das medidas determinadas (Llesuy et al.,1985).   

 

5.7.2. Quantificação de Proteínas e Concentração de Hemoglobina 

 

 As proteínas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al. 

(1951), que utiliza como padrão uma solução de albumina bovina na concentração 

de 1 mg / mL. A leitura foi efetuada em um espectrofotômetro de placa (Anthos 
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Zenyth 200, Biochrom; Holliston, MA, USA) a 625 nm. Os resultados foram 

expressos em mg de proteína / mL.   

A determinação das concentrações de hemoglobina, a fim de inibir sua 

atividade oxidativa na mensuração da atividade da enzima GPx, foi realizada pela 

conversão da hemoglobina em cianometemoglobina usando reagente de Drabkin 

contra uma curva padrão, mensurada a 546 nm (espectrofotômetro Cary 1E; Varian, 

Victoria, AU), sendo os valores expressos em mg / mL (Drabkin e Austin, 1935). 

 

5.7.3. Avaliação das Enzimas Antioxidantes e Lipoperoxidação 

5.7.3.1. Superóxido dismutase (SOD) 

 

 A enzima SOD catalisa a reação de dois O2
•-, com a consequente formação 

de peróxido de hidrogênio (H2O2). Assim, a determinação da SOD se baseia na 

inibição da reação deste radical com o pirogalol. O O2
•- é gerado pela autooxidação 

do pirogalol em meio básico. A SOD presente na amostra em estudo compete pelo 

O2
•- com o sistema de detecção. A atividade da SOD foi determinada medindo-se a 

velocidade de formação do pirogalol oxidado. No ensaio, a oxidação máxima do 

pirogalol foi determinada, possibilitando assim calcular a percentagem de inibição 

causada pela SOD das amostras. A reação leva à formação de um produto colorido 

detectado espectrofotometricamente a 420 nm (Marklund, 1985). Para esse ensaio, 

utilizou-se homogeneizado de pulmão na presença de tampão Tris Base 50 mM e 

EDTA 1mM, adicionando-se Catalase 30 µM (Catalase – aqueous suspension 

10,000-40,000 units, Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) e pirogalol 24 mmol / 

L (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA). O espectrofotômetro utilizado foi Cary 
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1E (Varian, Victoria, AU), e os resultados da atividade desta enzima foram 

expressos em U SOD / mg de proteína.   

 

5.7.3.2. Catalase (CAT) 

 

 A enzima CAT é uma hemoproteína que catalisa a decomposição do H2O2 

à H2O. Desta forma, o consumo do H2O2 pode ser utilizado como uma medida de 

atividade desta enzima. O ensaio consiste em mensurar a diminuição da 

absorbância no comprimento de onda de 240 nm. Devido à alta energia do 

comprimento de onda no qual as medidas são realizadas, utilizam-se cubetas de 

quartzo. Para a realização deste ensaio foram utilizados uma solução tampão 

fosfato a 50 mM (pH = 7,4) e H2O2 0,3 M. Na cubeta, foram adicionados 955 µL do 

tampão fosfato e 10 µL de amostra. À cubeta foi adicionado H2O2 0,3 M e feito o 

monitoramento da diminuição da absorbância. O espectrofotômetro utilizado foi 

Cary 1E (Varian, Victoria, AU), e os resultados foram expressos em nmol / min / mg 

de proteína (Boveris e Chance, 1973). 

 

5.7.3.3. Glutationa peroxidase (GPx) 

 

 A enzima GPx catalisa a reação de peróxidos com glutationa reduzida 

(GSH), formando glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redução do peróxido.  

Fisiologicamente, a GPx atua em conjunto com a enzima glutationa redutase (GR), 

a qual catalisa a redução da GSSG, usando NADPH como cofator. Assim, a 

atividade da GPx pode ser monitorada pela taxa de oxidação do NADPH a 340 nm 
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na presença de GSH e GR, utilizando-se azida sódica para inibição da enzima CAT 

e hidroperóxido de tert-butil como iniciador. Para o ensaio, foi utilizado 

homogeneizado de pulmão na presença de tampão fosfato 143 mM EDTA 4 mM, 

adicionando-se NADPH 0,24 mM (N1630, Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA), 

azida 25 mM (S8032, Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA), GSH 20 mM (G4251, 

Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) e GR (G3664 10 U / ml, Sigma-Aldrich; St. 

Louis, Missouri, EUA). O espectrofotômetro utilizado foi Cary 1E (Varian, Victoria, 

AU), e a atividade da GPx foi expressa como nmol / min / mg de proteína (Flohé e 

Gunzler, 1984). 

 

5.7.3.4. Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

 

A peroxidação lipídica foi avaliada através da mensuração das substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), descrita por Ohkawa et al. (1979). Os 

homogeneizados foram misturados com TCA 20 % [m/v], e em seguida realizou-se 

a centrifugação a 3000 rpm durante 5 min. O ácido tiobarbitúrico (0,67 % [m/v]) foi 

adicionado a uma alíquota do sobrenadante e a mistura foi aquecida num banho 

com água fervente durante 15 min. A absorbância foi mensurada em um 

espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200, Biochrom; Holliston, MA, USA) a um 

comprimento de onda de 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol de 

TBARS / mg de proteína, utilizando o coeficiente de extinção do malondialdeído 

(156 mM-1cm-1).     

 

5.8 ANÁLISES DA EXPRESSÃO PROTEICA POR WESTERN BLOT 
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Os pulmões foram homogeneizados em um homogeneizador (Ultra-Turrax; 

Bosch, Atibaia, SP, Brasil) utilizando-se um tampão de lise celular (10x) (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA, EUA) diluído em água Mili-Q e fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF). A suspensão foi centrifugada a 8000 x g, durante 15 min, 

a 4°C. Os sobrenadantes foram utilizados para este ensaio, onde a concentração 

de proteínas foi quantificada (item 5.7.2) e utilizada para normalização das 

amostras. Cinquenta µg de proteína foram utilizados para uma eletroforese 

unidimensional em gel monodimensional de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida 

(SDS-PAGE) 10 % (Araujo et al., 2006; Laemmli, 1970). As proteínas separadas 

durante a eletroforese foram transferidas para membranas de difluoreto de 

polivinilideno (PVDF), da empresa Bio-Rad (Bio-Rad, São Paulo, SP, Brasil). A 

coloração de Ponceau foi realizada e a membrana foi bloqueada com leite 

desnatado a 5% em solução Tris (20 mmol / L Tris, 137 mmol / L NaCl) por 1 h em 

temperatura ambiente, e depois incubados durante a noite com os seguintes 

anticorpos primários IgG policlonais: ETAR (69 KDa), ETBR (50 kDa), eNOS (140 

kDa), SOD-1 (23 kDa), CAT (64 kDa) e GPx (22 kDa) (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, EUA ou Abcam, Cambridge, MA, EUA). A ligação dos anticorpos 

primários foi detectada com anticorpos secundários conjugados à peroxidase de 

rabanete. As membranas foram reveladas a partir da utilização de reagentes para 

detecção por quimiluminescência. As reações foram detectadas por autorradiografia 

(Hyperfilm ECL; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e analisadas pelo software 

ImageJ (Wayne Rasband, Research Services Branch, NIH, Bethesda, MD, EUA). A 

densidade óptica de cada amostra foi normalizada de acordo com o imunoconteúdo 



50 
 

das proteínas GAPDH (40 kDa) ou α-actina (100 kDa) (Santa Cruz Biotechnology, 

CA, EUA).  

 

6. MATERIAIS E MÉTODOS DO ESTUDO IN VITRO 

 

 Os experimentos in vitro foram realizados durante o período de doutorado- 

sanduíche (15 de dezembro de 2016 a 01 de junho de 2017), na Lakehead 

University, Northern Ontario School of Medicine (Thunder Bay, Ontário, Canadá), 

sob supervisão da Dra. Neelam Khaper. Projeto: 001/2013 - CAPES/DFAIT / Brazil-

Canada Cooperation to Advance Studies on Oxidative Stress and Antioxidant 

Strategies in Cardiovascular Disease.   

 

6.1. CULTURA CELULAR DE LINHAGEM 

 

 Mioblastos cardíacos de linhagem H9c2 (Rattus norvegicus) (American Type 

Culture Collection Cells Line, Manassas, VA, EUA) foram cultivados em Dulbecco´s 

Modified Eagle´s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 

suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (HyClone Laboratories, 

Pittsburgh, PA, USA) e 1 % de antibiótico-antimicótico (100 X) (penicilina 10.000 U 

/ mL, estreptomicina 10.000 µg / mL - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA e 25 µg / 

mL e anfotericina B - Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), e incubados a 

37 ºC, 5 % CO2 e 100 % de umidade. Para a manutenção do cultivo da linhagem 

celular, o meio de cultura foi substituído a cada 2 a 3 dias e as novas passagens 
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celulares foram realizadas quando as células atingiram a confluência de 75 - 80 %, 

objetivando a manutenção das características mioblásticas.  

 Para os protocolos experimentais, as células foram semeadas nas seguintes 

quantidades: 1 × 104 células/poço para o ensaio de viabilidade celular por MTT; 1 × 

105 células / mL para as análises no citômetro de fluxo e 1 × 106 células / frasco de 

75 cm2 para as análises por Western Blot. Uma vez semeadas, as células foram 

deixadas em repouso durante 24 h para aderirem à placa.  

 

6.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Para o desenvolvimento desta pesquisa, quatro grupos experimentais foram 

estabelecidos:  

Controle (CTL): Células H9c2 foram mantidas em meio regular de incubação 

(DMEM).   

Controle+Bucindolol (CTL+BCD): Células H9c2 foram mantidas em meio regular 

de incubação e tratadas com 10 µM de bucindolol.  

Noradrenalina (NE): Células H9c2 foram mantidas em incubação com 10 µM de 

noradrenalina e não receberam tratamento.  

Noradrenalina+Bucindolol (NE+BCD): Células H9c2 foram mantidas em 

incubação com 10 µM de noradrenalina e 10 µM de bucindolol.   

 

6.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

6.3.1. Incubação com Noradrenalina 
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A concentração da noradrenalina foi determinada através do ensaio de 

viabilidade celular (item 6.4.1), onde as células H9c2 foram expostas a diferentes 

concentrações deste neurotransmissor (2 µM, 5 µM e 10 µM) em dois diferentes 

tempos (24 h e 36 h). Com base nos resultados encontrados, a concentração de 10 

µM (durante 24 h) foi utilizada para os demais experimentos.  

A noradrenalina foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) 

e sua diluição em 0,5 M HCl (0,03 %) se deu conforme orientações do fabricante. A 

incubação foi realizada com meio de cultura livre de FBS e antibiótico-antimicótico.  

 

6.3.2. Tratamento com o Betabloqueador Bucindolol  

 

 Após 24 h de incubação com noradrenalina, as células H9c2 foram 

submetidos ao tratamento por 8 h com o betabloqueador bucindolol (10 µM) (Santa 

Cruz Biotechnology, CA, EUA), sendo a preparação em 0,010 % de DMSO 

(Dimethyl Sulfoxide; Fisher Scientific, Ottawa, ON, CA) de acordo com as 

orientações do fabricante. A incubação foi realizada com meio de cultura livre de 

soro fetal bovino e antibiótico-antimicótico. Ambas diluições, noradrenalina e 

bucindolol, não interferiram no pH do meio. Segundo Pönicke et al. (2002), em 

concentrações acima de 1 µM (de 1 µM e 10 µM) bucindolol é capaz de inibir a 

indução de síntese proteica causada pela noradrenalina, sendo 10 µM a 

concentração ideal deste betabloqueador.  
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GRUPOS 24 HORAS 8 HORAS 

Controle (CTL) DMEM DMEM 

Controle+Bucindolol  

(CTL+BCD) 

DMEM bucindolol (10 µM) 

Noradrenalina (NE) noradrenalina (10 µM) DMEM 

Noradrenalina+Bucindolol 

(NE+BCD) 

noradrenalina (10 µM) bucindolol (10 µM) 

 

Figura 6: Desenho experimental do estudo in vitro.  

 

6.4. ANÁLISES MOLECULARES 

6.4.1. Avaliação da Proliferação/Viabilidade Celular 

 

 A proliferação/viabilidade das células cardíacas H9c2 foi determinada pelo 

ensaio do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazólio]). Para esta 

técnica, as células foram semeadas em placas de 96 poços (Corning Incorporated, 

Corning, NY, EUA) e, após a aderência na placa, foi iniciado o tratamento dos 

grupos experimentais. Após 24 h de incubação com noradrenalina e 4 h de 

incubação com bucindolol, a solução de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

foi adicionada em cada poço (concentração final 10 % (v/v)), e incubada por mais 4 

h a 37ºC. O mesmo ocorreu após 36 h de incubação com noradrenalina. Durante 

este período, o reagente MTT foi convertido em cristais de formazan de cor púrpura, 

de acordo com a atividade metabólica das células. Ao final do tratamento, as 

soluções foram aspiradas cuidadosamente e foi adicionado DMSO em cada poço, 

Tempo e concentração da incubação das células H9c2 
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para dissolver os cristais formados pela reação. Após 10 min de incubação em um 

agitador The Belly Dancer (Stovall Life Science, Greensboro, NC, EUA), a 

absorbância foi mensurada espectrofotometricamente nos comprimentos de onda 

490 nm e 650 nm em leitora PowerWave Spectrophotometer (Biotek, Winooski, 

Vermont, EUA). O delta entre as leituras foi expresso como porcentagem do controle 

(Bryan et al., 2011).   

 

6.4.2. Análise da Expressão Proteica por Western Blot 

 

A técnica de Western Blot foi utilizada para analisar o imunoconteúdo de 

diferentes proteínas. Para esta técnica, as células foram plaqueadas em frascos de 

cultura de 75 cm2 (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). As células H9c2 foram 

homogeneizadas a 30 Hz durante 3 min (TissueLyser Qiagen; Redwood, CA, EUA) 

com tampão de lise PathScan (25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% 

Triton, 20 mM NaF, 1mM Na3VO4) contendo coquetel inibidor de protease (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os detritos celulares foram removidos por 

centrifugação a 8.000 g durante 10 min a 4 ºC. Os sobrenadantes foram utilizados 

para o ensaio e a concentração de proteína foi quantificada utilizando o kit de ensaio 

de proteínas DC (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, CA). Trinta µg de 

proteína foram aquecidos a 95ºC por 5 min em tampão de carregamento e 

submetidos à eletroforese em gel de SDS-Page (7 – 15 % de acordo com o tamanho 

das proteínas de interesse), e transferidos por eletroforese para uma membrana de 

nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, CA). A membrana foi 

bloqueada com leite desnatado a 5 % em solução salina Tris (Tris 20 mM, NaCl 137 
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mM) por 1 h em temperatura ambiente, e incubada a 4 °C com os seguintes 

anticorpos primários: 4-HNE, p-Akt, Akt, p-AMPKα, AMPKα, p-mTOR, mTOR, 

LC3BI/II, p70 S6 kinase, PI3 kinase p85-α (pTyr607), p-STAT3, STAT3. Todos os 

anticorpos foram adquiridos da empresa Cell Signaling Technologies (Danvers, MA, 

EUA), exceto: 4-HNE (Abcam, Cambridge, MA, EUA), Bax (Santa Cruz 

Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA) e PI3K (Millipore, Bedford, MA, EUA). Os 

anticorpos primários foram detectados com anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase de rabanete, e foram normalizados para β-actinina (43 kDa) (Santa Cruz 

Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). A reação de quimiluminescência foi detectada 

pelo Sistema ChemiDoc XRS, utilizando o software Quantity One versão 4.6.5 

(Laboratórios Bio-Rad, Mississauga, ON, CA), que foram analisados pelo software 

ImageJ (Wayne Rasband, Research Services Branch, NIH, Bethesda, MD, EUA).  

 

6.4.3. Atividade da Caspase-3/7 via Citometria de Fluxo 

 

Para esta técnica, as células foram plaqueadas em frascos de cultura de 25 

cm2 (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). A apoptose das células H9c2 foi 

mensurada pela presença de caspase-3/7 ativa, detectada por citometria de fluxo 

(FACSCalibur Flow Cytometer; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) utilizando o kit 

CaspaTag Caspase-3/7 In Situ Assay (Chemicon International, Temecula, CA, 

EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Células positivas para caspase-

3/7 foram avaliadas com base em sua fluorescência após a incubação com o 

reagente Inibidor Fluorescente de Caspases (FLICA) (Bryan et al., 2011). Dez mil 
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eventos foram adquiridos e os dados foram expressos como intensidade de 

fluorescência na área M2 do histograma, como sugerido pelo fabricante. 

 

6.4.4. Análise da Morte Celular por Iodeto de Propídio via Citometria de Fluxo 

 

Para esta técnica, as células foram plaqueadas em placas de 6 poços 

(Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). A morte celular foi avaliada após a 

incubação de células H9c2 com solução de iodeto de propídio (PI) (250 µg / mL) 

(Millipore, Bedford, MA, EUA) por 10 min sob condições padrão de incubação. O PI 

é impermeável à membrana em células vivas, mas se liga ao DNA de células mortas 

devido à perda da integridade da membrana celular, causando aumento da 

fluorescência. Para esta análise, a porcentagem de células PI positivas foi 

determinada usando um citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San 

Jose, CA, EUA) (10.000 eventos) (Queiroz et. al., 2014).  

 

6.4.5. Espécies Reativas de Oxigênio via Citometria de Fluxo 

 

 Para esta técnica, as células foram plaqueadas em frascos de cultura de 25 

cm2 (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). A quantificação das EROs foi 

realizada após a incubação das células cardíacas H9c2 com CM-H2DCFDA 

(diacetato de 5-[e-6]-clorometil-2',7'-diclorodi-hidrofluoresceína, éster de acetila) 

(Molecular Probes; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) durante 30 minutos, sob 

condições de incubação padrão. Este composto, após a oxidação celular, torna-se 

fluorescente, possibilitando sua mensuração por citometria de fluxo. Para a análise, 
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foi utilizado o canal FL1-H (10.000 eventos) de um FACSCalibur Flow Cytometer 

(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA),  suportado pelo software CellQuest Pro (BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA) (Bryan et al., 2011). O resultado foi expresso 

como média ± desvio padrão. 

 

7. BIOSSEGURANÇA E DESCARTE DE ANIMAIS E RESÍDUOS 

 

 Durante a execução da metodologia descrita, os pesquisadores e bolsistas 

envolvidos utilizaram equipamentos de proteção individual (EPIs) tais como: luvas, 

máscaras, jalecos e óculos de proteção, se necessário. Além destes cuidados 

básicos, o preparo de algumas soluções ocorreu dentro da capela de exaustão 

quando necessário. O descarte de resíduos não tóxicos ocorreu no sistema de 

esgoto comum e os demais resíduos foram encaminhados para o Centro de Gestão 

e Tratamento de Resíduos Químicos da UFRGS para procedimento correto de 

eliminação. Os resíduos biológicos foram descartados no lixo de cor branca. As 

carcaças dos animais mortos e os demais resíduos biológicos foram acondicionados 

em sacos brancos, identificados e encaminhados para uma empresa terceirizada 

responsável pelo serviço de coleta de materiais biológicos.  

 

8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Sigma 

Plot (Versão 12.0; Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA). Os dados foram 

submetidos à avaliação da normalidade através do teste de Shapiro-Wilk. A análise 
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temporal do peso corporal dos animais foi realizada através de ANOVA de 2 vias 

para medidas repetidas. O ensaio MTT foi analisado por meio do teste ANOVA de 

1 via, e os demais resultados por ANOVA de 2 vias. Em todas as análises 

estatísticas, o pós-teste utilizado foi Student-Newman-Keuls. A correlação entre as 

variáveis foi calculada usando o Coeficiente de Pearson. Diferenças entre os grupos 

foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0.05, e os resultados 

são apresentados como média ± desvio padrão. As variáveis categóricas foram 

analisadas descritivamente, e são apresentadas como frequência relativa. O n 

obtido para cada análise é indicado nas figuras e tabelas de forma individual.  

 

9. RESULTADOS 

 

 Os resultados estão expressos em forma de artigo (em anexo): 

 

Artigo 1 (publicado):  

Lima-Seolin, B. G. de et al. (2018). Bucindolol attenuates the vascular remodeling 

of pulmonary arteries by modulating the expression of the endothelin-1 A receptor in 

rats with pulmonary arterial hypertension. Biomedicine and Pharmacotherapy 

99:704-714. doi: 10.1016/j.biopha.2018.01.127.  

 

Artigo 2 (submetido): 

Bucindolol attenuates cardiac remodeling by modulating oxidative stress in H9c2 

cardiac cells exposed to norepinephrine. 
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10. DISCUSSÃO 

 

 O presente estudo demonstrou pela primeira vez que o uso do 

betabloqueador bucindolol apresenta efeitos protetores tanto sobre a vasculatura 

pulmonar, no modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina (1º estudo – 

in vivo), quanto sobre células cardíacas H9c2 submetidas à exposição prolongada 

da noradrenalina (2º estudo – in vitro).  

É sabido que em situações em que há disfunção endotelial com subsequente 

aumento da pós-carga ao VD, como ocorre na HAP, a ativação aguda do SNS 

ocorre como uma resposta adaptativa com a finalidade de restaurar ou manter o 

débito cardíaco, assim como manter a homeostase vascular (Angelis et al., 2004). 

A longo prazo, a ativação do SNS acelera a progressão da doença através da 

sinalização para proliferação endotelial e da musculatura lisa (Rubin, 2015), da 

vasoconstrição (Triposkiadis et al., 2009), da estimulação da expressão de fatores 

de transcrição associados à síntese de proteínas nos miócitos (Remme, 2003) e da 

indução a morte celular por autofagia (Nakaoka et al., 2015) e apoptose (Shin et al., 

2014). Assim, a hiperatividade simpática é o ponto-chave de ambos experimentos, 

in vivo e in vitro. Atualmente, o uso de betabloqueadores para o tratamento da HAP 

é controverso (Rubin, 2015; Galiè et al., 2016), mas este parece ser um alvo 

promissor para a terapia da doença (Perros et al., 2015; Rubin, 2015).  

O estudo in vivo foi desenvolvido com o objetivo de analisar os efeitos do 

betabloqueador bucindolol na disfunção endotelial e no remodelamento vascular 

pulmonar no modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina.  
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É sabido que a monocrotalina promove um dano às artérias e arteríolas 

pulmonares, e as consequências desse processo são a produção prejudicada do 

NO e aumentada da ET-1 (Tuder et al., 2013). No presente estudo, a redução na 

produção de NO foi inferida a partir da menor expressão da enzima eNOS no 

pulmão dos animais com HAP (grupos MCT e MCT+BCD), enzima esta que catalisa 

a síntese do NO no endotélio vascular. Nosso resultado está de acordo com 

Varshney et al. (2016), que refere redução na expressão e na atividade da eNOS 

nos pulmões de ratos tratados com monocrotalina. A ET-1, potente vasoconstritor, 

é conhecida por reduzir a biodisponibilidade de NO, através da modulação da 

expressão da eNOS (Chen et al., 2003). Além disso, seus receptores, ETAR e 

ETBR, têm um papel-chave na progressão da HAP. No nosso estudo, o ETAR, 

receptor que medeia a vasoconstrição, teve sua expressão aumentada no tecido 

pulmonar do grupo MCT. Por outro lado, foi encontrada menor expressão de ETBR, 

receptor associado ao clearance da ET-1 e à vasodilatação. Esses resultados 

sugerem aumento de ET-1 circulante no tecido pulmonar desses animais (Fukuroda 

et al., 1994) e, consequentemente, maior estímulo para a proliferação da 

musculatura lisa (Zamora et al., 1993) e ação inflamatória local (Siti et al., 2015). O 

aumento da razão ETAR / ETBR, encontrado nos animais monocrotalina (MCT e 

MCT+BCD), está igualmente relacionado ao remodelamento vascular e 

consequente aumento da RVP (Kuc et al., 2014). De fato, foi observado um aumento 

significativo na espessura da parede da artéria pulmonar e RVP destes animais. 

Contudo, o bucindolol foi capaz de atenuar esses efeitos, possivelmente através da 

modulação do ETAR e consequentemente do aumento da razão ETAR / ETBR. 

Sugere-se que esse possa ser o mecanismo pelo qual o bucindolol reduziu a PAPm 
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em ratos com HAP, dado que foi previamente demonstrado pelo nosso grupo (Lima-

Seolin et al., 2017). Além disso, evidências experimentais indicam que a ET-1 

também é capaz de estimular o SNS pela ativação do ETAR (Nakamura et al., 

1999), podendo ser resultado da modulação da liberação das catecolaminas 

(ambas da medula suprarrenal e terminais nervosos simpáticos) (Mortensen et al., 

2001).  

Na HAP, níveis aumentados de ET-1 e diminuídos de NO também estão 

associados a elevados níveis de O2•- na artéria pulmonar, acarretando a perda do 

equilíbrio redox (Wedgwood et al., 2001) Entre os mecanismos de defesa 

antioxidante que metabolizam o O2•- está a enzima SOD (Poljsak, 2011), cuja 

atividade foi aumentada nos animais que receberam a monocrotalina (MCT e 

MCT+BCD). Um aumento na atividade da SOD sugere um aumento do produto da 

reação de dismutação, o H2O2, que tem seu acúmulo impedido pelas enzimas GPx 

e CAT (Murphy et al., 2011). Na avaliação dessas enzimas, foi encontrado um 

aumento significativo apenas na atividade da GPx nos animais monocrotalina (MCT 

e MCT+BCD). Sabe-se que a enzima GPx é estimulada na presença de estresse 

oxidativo leve (Lushchak, 2014). Sendo assim, nesta janela temporal de 21 dias, 

não podemos afirmar que houve estresse oxidativo pulmonar, uma vez que as 

defesas enzimáticas também estavam elevadas. Corroborando com esta afirmação 

está a avaliação da lipoperoxidação, a qual não foi alterada nos animais com HAP. 

O tratamento com bucindolol não foi eficaz em modificar este quadro. Contudo, o 

bucindolol reduziu a produção de peroxinitrito vascular, inferida pela marcação com 

nitrotirosina. O peroxinitrito é um produto da reação do NO com o O2•-, sendo este 

um oxidante altamente instável capaz de ativar fatores de crescimento vascular 
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(Platt et al., 2005). Dessa forma, poderia ser este mais um fator contribuinte para a 

redução na RVP ocasionada pelo betabloqueador bucindolol, sugerindo uma 

redução da pós-carga ao VD.  

Um índice que está relacionado com o esforço que o miocárdio exerce para 

manter sua função de bomba em situações de elevada pós-carga é o IPM (Kakouros 

et al., 2011). Neste trabalho, os animais do grupo MCT apresentaram valores 

superiores no IPM quando comparados aos MCT+BCD. Leichsenring-Silva et al. 

(2011) observaram uma correlação positiva entre o aumento da RVP na HAP e o 

aumento do esforço do miocárdio. Ao analisarmos nossos resultados, podemos 

inferir que os animais do grupo MCT se encontravam em um estado funcional 

descompensado. Comparativamente ao grupo MCT, os animais do grupo 

MCT+BCD apresentaram um IPM reduzido, indicando um menor esforço do 

miocárdio.  

Os resultados observados no estudo in vivo desta tese serviram para elucidar 

os mecanismos envolvidos na redução da PAPm com o tratamento com bucindolol, 

observados em estudo prévio de nosso grupo (Lima-Seolin et al., 2017). Neste 

mesmo estudo, o bucindolol promoveu melhoras em vários parâmetros funcionais 

do VD dos animais com HAP, sendo a melhora do balanço autonômico um dos 

mecanismos sugeridos (Lima-Seolin et al., 2017). Ainda nesse estudo, os efeitos 

benéficos do bucindolol se estenderam para a redução da morte celular por necrose 

do miocárdio, a qual foi encontrada reduzida em 17 % nos animais MCT+BCD em 

comparação aos animais MCT. É sabido que o aumento na circulação de 

catecolaminas, como resultado do aumento da atividade do SNS, é responsável por 

efeitos cardiotóxicos que induzem a morte celular (Adameova et al., 2009). Assim, 
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o estudo in vitro foi desenvolvido com o objetivo de analisar as vias de sinalização 

para sobrevivência e morte celular, via autofágica e apoptótica, em células 

cardíacas expostas à noradrenalina (10 µM por 24 h) que receberam, ou não, o 

tratamento com bucindolol (10 µM por 8 h).  

É sabido que a noradrenalina promove proliferação celular e hipertrofia 

cardíaca mal adaptativa (Zhang et al., 2016), sendo que no estudo in vitro desta 

tese, foram avaliadas algumas proteínas envolvidas neste processo.  Foi observado 

que o bucindolol reduziu a expressão do fator de transcrição STAT3 e da via de 

sinalização PI3K / Akt, sugerindo que este tratamento pode atuar diretamente no 

miocárdio. Estes dados corroboram o estudo de Shin et al., 2014, o qual demonstra 

que a redução na expressão destas proteínas atenua o remodelamento cardíaco 

patológico após injúria. Quando ativada pela Akt, a mTOR fosforila a p70 S6K, que 

desempenha um papel fundamental na estimulação da síntese proteica no coração 

(Kishore e Verma, 2012). Em nosso estudo, encontramos não só um aumento na 

expressão da STAT3 e atividade da PI3K e Akt, mas também um aumento na 

atividade da mTOR e p70 S6K, evidenciando hipertrofia cardíaca no grupo NE. O 

tratamento com bucindolol resultou numa diminuição da atividade / expressão 

destes marcadores de hipertrofia. A via de sinalização PI3K / Akt / mTOR também 

tem um papel importante na regulação da autofagia e apoptose (Aoyagi e Matsui, 

2011). 

A autofagia é o processo em que organelas não funcionais e proteínas 

danificadas ou modificadas são degradadas, servindo para o metabolismo e para 

síntese de novas estruturas (Jung et al., 2010). No presente estudo, observou-se a 

ativação do processo autofágico através da avaliação da via de sinalização AMPK 
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/ mTOR, e do aumento da razão LC3-II / LC3-I, a qual está relacionada com a 

formação dos autofagossomas (He et al., 2009). O aumento da autofagia foi 

evidenciado em ambos os grupos noradrenalina (NE e NE+BCD), sendo este ainda 

mais pronunciado no grupo NE+BCD. Sugere-se que esse resultado seja 

citoprotetor contra os efeitos deletérios da hiperatividade simpática persistente, já 

que este processo contribui para a eliminação de células danificadas e proteínas 

potencialmente tóxicas (Jung et al., 2010), as quais poderiam contribuir para o 

aumento da sinalização para apoptose nos cardiomiócitos (Jung et al., 2010; 

Nakaoka et al., 2015).      

A apoptose é um processo de morte celular ordenado e regulado, no qual 

estímulos podem ativar proteínas intracelulares que permitem à célula cometer 

suicídio (Portt et al., 2011). Em relação à apoptose, observou-se, no grupo NE+BCD 

em relação ao grupo NE, uma diminuição significativa da ativação da caspase 3/7, 

enzimas que executam a apoptose por meio da clivagem de diferentes proteínas 

celulares (Algeciras-Schimnich et al., 2002). Estes achados apontam para um efeito 

anti-apoptótico exercido pelo bucindolol, o qual é reforçado pelos resultados obtidos 

na mensuração da morte celular via PI, sendo que o betabloqueador reduziu 

significativamente o número de células mortas no grupo NE+BCD em comparação 

ao grupo NE.  

O direcionamento de vias para a sobrevivência ou para a morte celular é 

dependente da concentração de EROs, sendo que esta está envolvida na ativação 

simpática (Oyama et al., 2009). Em um artigo recente, Saleen e Goswami et al. 

(2017) demonstraram que a ativação de receptores adrenérgicos cardíacos pela 

noradrenalina também co-estimula a geração de Nox2, cujo principal produto é o 
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O2
-•. Nossos resultados sugerem que um dos mecanismos iniciais pelos quais a 

noradrenalina e o bucindolol atuam é através de modificações na geração de EROs, 

responsáveis pela oxidação de macromoléculas. Um dos principais efeitos do 

aumento de EROS é a peroxidação lipídica (Gaschler e Stockwel, 2017), sendo o 

4-HNE seu biomarcador mais importante. Este produto causa alterações na 

sinalização celular e induz apoptose pela ativação das caspases (Choudhary et al., 

2002). No grupo NE+BCD, houve uma diminuição bem pronunciada na formação 

de EROs e de 4-HNE, em comparação com ao grupo NE, reforçando sua ação 

cardioprotetora.  

A literatura não demonstra qualquer efeito antioxidante do betabloqueador 

bucindolol. Sugerimos que as diferenças entre os resultados de estresse oxidativo 

in vivo e in vitro, possam se dar devido aos distintos protocolos experimentais e 

tecidos analisados. Possivelmente, o bucindolol possa não apresentar ação 

antioxidante direta, mas sim, ter a capacidade de estimular a transcrição dos genes 

de proteínas antioxidantes, aumentando a reserva de antioxidantes endógenos. 

Consequentemente, este fármaco favorece o combate contra moléculas pró-

oxidantes importantes, envolvidas na patogênese de doenças cardiovasculares com 

hiperatividade simpática. Ressalta-se que os benefícios do betabloqueador 

bucindolol em um modelo de HAP induzida por monocrotalina, assim como sobre 

as ações da noradrenalina em cultura de células, obtidos nesta tese são 

demonstrados pela primeira vez na literatura.  

Um ponto importante a ser mencionado é que uma das razões pela qual as 

diretrizes atuais relutam em utilizar inibidores neuro-hormonais para o tratamento 

da HAP é a broncoconstrição e a redução da frequência cardíaca que inibidores 
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neuro-hormonais são conhecidos por induzir (Maack et al. 2003). Sabe-se que o 

controle direto dos bronquíolos pelas fibras nervosas simpáticas é relativamente 

fraco, e por isso, dependente da noradrenalina e da adrenalina liberadas na corrente 

sanguínea pela estimulação simpática da glândula adrenal. Ambos os hormônios 

causam dilatação dos bronquíolos via estimulação dos receptores adrenérgicos 

(Guyton e Hall, 2017). Contudo, bucindolol exibe atividade agonista parcial no 

miocárdio humano, e, portanto, sua administração resulta em uma broncoconstrição 

expressivamente inferior aos demais betabloqueadores desta categoria (Maack et 

al., 2003). Em relação à frequência cardíaca, em resultado anterior do nosso 

laboratório (Lima-Seolin et al., 2017), não observamos diferenças significativas 

entre animais tratados com bucindolol e os demais grupos experimentais. Com os 

resultados obtidos e as características farmacológicas do bucindolol, claramente 

podemos inferir que sua administração é a mais segura para pacientes com 

doenças cardíacas e respiratórias (Maack et al., 2003), sobressaindo até mesmo o 

betabloqueador carvedilol.  
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11. CONCLUSÃO 

 

 Os resultados dos estudos permitem concluir que:  

 

In Vivo (Modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina): 

 A aplicação da monocrotalina foi efetiva em induzir a HAP. 

 O bucindolol atenuou a disfunção endotelial, encontrada nos animais 

monocrotalina, através da redução do ETAR e da razão ETAR / ETBR no tecido 

pulmonar, sem atuar sobre a enzima eNOS.  

 Os animais com HAP apresentaram um incremento na atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e CAT nos pulmões, suficiente para evitar o aumento na 

lipoperoxidação. O bucindolol não foi eficaz em modificar este quadro.  

 O bucindolol reduziu a produção de peroxinitrito na vasculatura pulmonar, inferida 

pela marcação com nitrotirosina, que estava aumentada nos animais 

monocrotalina. 

 O bucindolol atenuou o remodelamento da vasculatura pulmonar através da 

redução da espessura da camada média.  

 O bucindolol minimizou a RVP neste modelo de HAP, tornando menor o esforço 

do miocárdio para exercer sua função de bomba. 

 

In Vitro (Cultura de células H9c2 expostas à ação da noradrenalina): 

 O bucindolol reduziu a sinalização para hipertrofia patológica através da redução 

da expressão/atividade das proteínas STAT3, PI3K, Akt, mTOR e p70 S6K.  
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 O bucindolol aumentou a sinalização para autofagia através da estimulação da 

via de sinalização da AMPK e do aumento da razão LC3-II / LC3-I, sendo este 

um efeito citoprotetor. 

 O bucindolol reduziu a sinalização para apoptose, que foi aumentada nos grupos 

monocrotalina, através da diminuição da ativação da caspase 3/7. 

 A exposição à noradrenalina aumentou as EROs presentes nos cardiomiócitos e 

a lipoperoxidação (4-HNE). O bucindolol foi eficaz em reduzir a formação de 

EROs e de 4-HNE. 

 

 Desta forma, estes achados suportam o uso do betabloqueador bucindolol 

como estratégia terapêutica para intervenção clínica, a fim de limitar tanto o 

processo de remodelamento vascular quanto o processo de remodelamento 

cardíaco patológico, bem como suas alterações funcionais, evitando a progressão 

para a insuficiência cardíaca.  
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ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the action of bucindolol, a β-blocker/sympatholytic 

agent, on hypertrophy, cell survival and death signaling pathways in H9c2 cardiac cells 

exposed to norepinephrine. H9c2 cells were incubated with 10 μM norepinephrine for 24 h 

in the presence or absence of bucindolol (10 μM) treatment for 8 h. Western blotting was 

used to determine the expression of proteins for hypertrophy/survival and death signaling 

pathways. Flow cytometry was used to assess cell death via caspase-3/7 activity and 

propidium iodide, and reactive oxygen species via DCF assay. Norepinephrine exposure 

resulted in an increase in oxidative stress and cell death as measured by apoptosis, and 

necrosis assay. This was accompanied by an increase in autophagy. The protein kinase 

B/mammalian target of rapamycin (Akt/mTOR) pathway which is involved in pro-survival 

cellular processes including autophagy and hypertrophy was activated in response to 

norepinephrine and was mitigated by bucindolol. In conclusion bucindolol was able to 

attenuate cardiac remodeling which is mediated by oxidative stress. 

Keywords: Apoptosis, Autophagy, Bucindolol, Norepinephrine, Oxidative stress.  
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1 INTRODUCTION 

 Heart failure (HF)  is a global pandemic, affecting about 26 million people around 

the world [1]. Pathologic cardiac remodeling in response to hemodynamic overload and 

cardiac injury is associated with the activation of the neuroendocrine system and an increase 

in oxidative stress and inflammation eventually leading to cardiac dysfunction [2]. The 

activation of the neuroendocrine system stimulates intracellular signaling pathways causing 

hypertrophy and fibrosis, activation of metalloproteinases, and increase of oxidative stress 

leading to cell death by necrosis or apoptosis. This process is a key step in the development 

of maladaptive hypertrophy, initiated by an imbalance between pro-apoptotic and anti-

apoptotic proteins [3]. Thus, the heart progresses from compensatory phase of adaptive 

hypertrophy, to dilation with decreased performance [4]. Therefore blockage of the 

sympathetic system has an important role in attenuation of cardiac remodeling in response to 

injury [5,6]. Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) is an important 

transcriptional factor that regulates cell proliferation, apoptosis, and cardiac hypertrophy. 

Cardiac STAT3 levels are dynamic and acts as a sensor of both acute and chronic stress to 

protect against oxidative damage or cell death signaling [7].     

Despite the key beneficial role of autophagy in physiologic cardiac remodeling, 

excessive or insufficient autophagy has been reported to contribute to adverse cardiac 

remodeling [8]. Cardiac autophagy has been reported to play an important role in response 

to increased norepinephrine levels [9]. Under nutrient-rich conditions, the phosphoinositide 

3-kinase (PI3K) / protein kinase B (Akt) / mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling 

cascade contributes to inhibiting autophagy. Whereas, under stress condition, inhibition of 

mTOR caused by 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) activates 
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autophagy, causing the conversion of the microtubule-associated protein 1 light chain 3 

(LC3-I) to LC3-II, essential for the formation of autophagosomes [10].  

Bucindolol is a non-selective β-adrenergic blocker (β1-, β2-blocker) with 

vasodilatory properties by α1-antagonism [11] and mild sympatholytic effects [12]. We have  

previously demonstrated  that bucindolol treatment improved right ventricle (RV) systolic 

function, reduced RV pleomorphism, necrosis, fibrosis, decreased infiltration of 

inflammatory cells, as well as decreased the sympathetic drive and balance and myocardial 

effort in rats with pulmonary arterial hypertension induced by monocrotaline [13]. 

Furthermore, bucindolol has also been reported to improve left ventricular systolic and 

diastolic function in humans [14].   

Despite evidence showing cardiovascular benefits of bucindolol, its exact role in 

cardiac remodeling is still not fully known. In the current study, we explored the role of 

bucindolol in the signaling for cell hypertrophy/survival and apoptosis / autophagy pathways, 

in H9c2 cardiac cells exposed to norepinephrine.  

 

2 MATERIALS AND METHODS  

2.1 Cell culture 

 Rat  cardiac cells (H9c2) (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) 

were cultivated in Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) supplemented with 10 % (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS) (HyClone 

Laboratories, Pittsburgh, PA, USA) and 1 % antibiotic-antimycotic (100 X) (10,000 U / ml 

of penicillin, streptomycin 10,000 μg / ml of streptomycin, 25 μg / ml of Gibco Amphotericin 

B) (Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), and incubated at 37 °C with 5 % CO2 
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and 100 % humidity. To maintain the cell culture, medium was changed every 2- to 3-days 

and cells were passaged when they reached 75 - 80 % confluence. Cells were seeded at: 1 × 

104 cells / well for the MTT assay; 1 × 105 cells / mL for analysis on the flow cytometry, and 

1 × 106 cells / T-75 flask for Western blotting. 

2.2 Treatment conditions  

  Four treatment conditions were established: 1) H9c2 cells that were not exposed to 

norepinephrine or bucindolol (CTL); 2) H9c2 cells exposed to norepinephrine (NE); 3) H9c2 

cells incubated with bucindolol (CTL+BCD); and 4) H9c2 cells exposed to norepinephrine 

and bucindolol treatment (NE+BCD). The concentration of norepinephrine was determined 

by the MTT cell viability assay, where H9c2 cells were incubated with different 

concentrations of norepinephrine (2, 5 and 10 μM) at two different time points (24 and 36 h). 

Based on the results, 10 μM of norepinephrine for 24 h was used for subsequent experiments. 

Norepinephrine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was diluted in 0.5 M HCl (0.03 %) 

and incubation was done in FBS- and antibiotic-antimycotic-free culture medium. 

Subsequently, H9c2 cells were treated for 8 h with bucindolol (10 μM) (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), prepared in 0.01 % DMSO (Dimethyl Sulfoxide; 

Fisher Scientific, Ottawa, ON, CA).   

 

2.3 Protein expression  

Western blotting was used to analyze the immunocontent of different signaling 

proteins. H9c2 cells were lysed in PathScan lysis buffer (25mmol/L Tris pH = 7.5, 150 

mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 1% Triton-X 100), and protease inhibitors, using the Qiagen 

Tissue Lyser. Samples were centrifuged at 8000 g for 10 minutes at 4°C and supernatants 
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were collected, and the protein concentration was quantified using the DC protein assay Kit 

(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, CA). Thirty micrograms of protein sample was 

subjected to SDS-page gel electrophoresis (7 – 15 % according to the size of the proteins of 

interest), and electrophoretically transferred to a nitrocellulose membrane using a Trans-blot 

apparatus (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, CA). The membrane was blocked with 

5 % non-fat milk in Tris buffer saline (20 mM Tris, 137 mM NaCl) for 1 h at room 

temperature, and then incubated overnight at 4 ºC with the following primary antibodies: 4-

HNE (1:500), phospho-Akt (1:2000), Akt (1:250), phospho-AMPKα  (1:1000), AMPKα 

(1:250), phospho-mTOR (1:1000), mTOR (1:1000), LC3B-I / II (1:500),  p70 S6 Kinase 

(1:1000), PI3 Kinase p85-α (pTyr607) (1:500), phospho-STAT3 (1:1000), STAT3 (1:1000). 

All antibodies were purchased from Cell Signaling Technologies (Danvers, MA, USA), 

except: 4-HNE (Abcam, Cambridge, MA, USA), and PI3K (Millipore, Bedford, MA, USA). 

The bound primary antibodies were detected with anti-rabbit or anti-mouse horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibodies (1:1000 – 1:5000) and were normalized to β-

actin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Chemiluminescence reaction was 

detected by ChemiDoc XRS System, supported by Quantity One software version 4.6.5 (Bio-

Rad Laboratories, Mississauga, ON, CA), which were analyzed by ImageJ software (Wayne 

Rasband, Research Services Branch, NIH, Bethesda, MD, USA).  

 

2.4 Apoptosis assay  

Apoptosis of H9c2 cells was measured by the presence of active caspase-3/7, detected 

by flow cytometry (FACSCalibur Flow Cytometer; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 

using the CaspaTag Caspase-3/7 In Situ Assay Kit (Chemicon International, Temecula, CA, 
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USA), according to the manufacturer's instructions. Active caspase-3/7 positive cells were 

assessed on the basis of the fluorescence after incubation with Fluorochrome Inhibitors of 

Caspases (FLICA) reagent [15]. 10,000 events were acquired per trial and the data were 

expressed as fluorescence intensity in the M2 area of the histogram. The activity of caspase-

3/7 was expressed as the mean fluorescence intensity. 

 

2.5 Cell death by propidium iodide 

Cell death was assessed via flow cytometric analysis of H9c2 cells incubated with 

propidium iodide (PI) solution (250 μg / mL) (Millipore, Bedford, MA, USA) for 10 min. PI 

is membrane impermeable in live cells but binds to DNA of dead cells due to loss of cell 

membrane integrity, causing increase in the fluorescence. For the analysis, the percentage of 

PI positive cells was determined using a FACSCalibur Flow Cytometer (BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA) (10,000 events) [16].  

 

2.6 Reactive oxygen species (ROS) assay  

Intracellular reactive oxygen species (ROS) level was assessed by incubating H9c2 

cells with CM-H2DCFDA (5-[and-6]-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate, acetyl ester) (Molecular Probes; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 30 min. After 

this incubation period, the dye solution was removed by aspiration, and the cells were 

trypsinized and centrifuged at 500×g for 5 minutes at 4 °C. The samples were analyzed by 

flow cytometry. To analyze the quantity of ROS produced, we measured the fluorescence of 

CM-H2DCFDA at 488 nm on the FL1 channel of a BD FACSCalibur Flow Cytometer (BD 

Biosciences) supported by BD CellQuest Pro Software (BD Biosciences, San Jose, CA, 
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USA) [15]. Fluorescence was expressed as mean fluorescence, after 10,000 events were 

acquired per trial.  

 

2.7 Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using Sigma Plot software (Version 12.0, 

Systat Software Inc., San Jose, USA). Normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. 

Comparisons between groups were performed by two-way ANOVA, with a Student-

Newman-Keuls post-hoc test. Differences between groups were considered statistically 

significant when P < 0.05. 

3 RESULTS 

3.1 Signaling protein expression  

 To analyze the hypertrophy and survival signaling pathways the immunocontent of 

the proteins mentioned below was performed. With regards to the transcription factor 

STAT3, there was a marked increase (32 %) in its activity in NE condition compared to CTL 

condition (Figure 1A). Bucindolol was effective in attenuating (39%) this increase in the 

NE+BCD condition. The activity of the proteins kinases PI3K (Figure 1B) and Akt (Figure 

1C), was found to be significantly increased (73 % and 56 %, respectively) in NE condition 

in comparison to CTL condition. Bucindolol was efficient in mitigating this increase; as 

NE+BCD demonstrated a 27 % decrease in PI3K expression and 38 % decrease in Akt 

activity when compared to NE condition. Moreover, there was an increase in mTOR activity 

(30%) in NE condition as compared to CTL condition, and bucindolol treatment did not alter 

mTOR activity (Figure 1D). However, p70 S6 Kinase (P70 S6K) expression was 

significantly higher (123 %)  in the NE condition when compared to CTL condition, and 
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NE+BCD condition showed a decrease (32 %) in P70 S6K activity in relation to NE condition 

(Figure 1E). Similarly, we found an increase in AMPK activity (52 %) in NE condition when 

compared to CTL condition (Figure 1F). Moreover, NE+BCD demonstrated a reduction of 

48 % in AMPK activity in relation to NE condition.   

The LC3-II / I ratio which reflects the autophagic activity was significantly up 

regulated in norepinephrine conditions (NE and NE+BCD) as compared to control conditions 

(CTL and CTL+BCD). Furthermore, NE+BCD condition showed an increase of 35 % in this 

ratio when compared to NE condition (Figure 1G).  

 

3.2 Apoptosis  

 A significant increase in active caspases-3/7 was evident in NE condition in 

comparison to CTL condition. Bucindolol was able to reduce (66%) this activity in NE+BCD 

condition when compared to NE condition (Figures 2A and 2B).  

 

3.3 Cell death by propidium iodide 

No significant differences in necrosis were found between CTL and NE conditions. 

However, NE+BCD decreased (60 %) the PI uptake when compared to NE condition 

(Figures 3A and 3B).  

 

3.4 Oxidative stress 

 Intracellular ROS measured by the DCFH-DA assay are shown in Figure 4A and 4B. 

No significant differences in oxidative stress was observed between CTL and NE conditions. 
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However, NE+BCD condition demonstrated a significant reduction (34 %) of the ROS in 

relation to NE condition.  

 Furthermore, bucindolol was effective in mitigating the increase in lipid peroxidation 

caused by norepinephrine, as NE condition showed an increase (44 %) in 4-HNE expression 

when compared to CTL condition and NE+BCD condition demonstrated a decrease (20 %) 

in the protein expression in relation to NE condition (Figure 5).   

 

4 DISCUSSION 

In the present study, we have demonstrated that bucindolol, a non-selective β-

blocker/sympatholytic agent, attenuated hypertrophy and apoptosis in an in vitro model of 

norepinephrine-induced cardiac damage, and this was associated with reduced oxidative 

stress.   

Chronic stress results in prolonged cardiac exposure to norepinephrine, which 

through the activation of the α- and β-adrenergic receptors induces changes in cardiac 

function and structure, such as hypertrophy, which is an initial step of cardiac remodeling 

and eventually triggering cell death which represents the initial stage of heart failure [17]. 

Thus, the in vitro model of norepinephrine-stimulated cardiomyocytes is relevant and 

appropriate for assessing the cardioprotective potential of drugs against  damage caused by 

the over activation of the sympathetic nervous system [18].   

Based on cell viability data (not shown) we chose 10 μM norepinephrine for 24 h in 

the presence and absence of 10 μM of bucindolol for 8 hours to investigate the effect of 

bucindolol on markers of apoptosis, cell survival, and oxidative stress.    

The activation of adrenergic receptor induced by norepinephrine is a primary 

mediator of cardiac hypertrophy. STAT3 is an important transcription factor that regulates 
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cell differentiation, proliferation and apoptosis [19], and is known to be directly activated in 

cardiomyocytes by β-adrenergic agonists [20]. Kishore and Verma (2012) have reported that 

STAT3 signaling is activated during physiological hypertrophy and inhibited under chronic 

pathological conditions [21]. Other studies have demonstrated that  persistent STAT3 

activation promote uncontrolled growth and survival through altered gene expression [22], 

leading to pathologic cardiac hypertrophy [20]. Our results showed an increase in STAT3 

activity in the NE condition, which was reversed in the NE+BCD condition by bucindolol 

treatment. Our study is the first to report that bucindolol decreases STAT3 activity. The 

adrenergic receptor induced cardiac hypertrophy response usually involves activation of 

members of the MAPK family as well as PI3K / Akt pathway. The action of norepinephrine 

on the α-adrenergic receptor in the heart results in the activation of phospholipase C and 

formation of inositol triphosphate (IP3) and 1,2-diacylglycerol (DAG). Subsequently, DAG 

stimulates cytosolic protein kinases activity, resulting in increased protein synthesis and 

development of hypertrophy [23]. Through this signaling cascade, PI3K is activated, leading 

to recruitment and activation of Akt. PI3K / Akt signaling is essential for conferring 

cardioprotection in response to stimuli and it activates STAT3. Phosphorylated STAT3 is 

linked to activation of Akt and this pathway is involved in cell proliferation and cell growth. 

Numerous Akt targets are involved in cardiac remodeling, including mTOR. When activated 

by Akt, mTOR phosphorylates p70 S6K, which plays a key role in the stimulation of protein 

synthesis in the heart [24]. It is known that the activity of these pathways is involved in the 

progression of cardiac hypertrophy to HF [25]. In our study, we found an increase in the 

activity of PI3K, Akt, and mTOR in the NE condition, as well an increased expression of the 

p70 S6K. Thus, our results show evidence of cardiac hypertrophy in the NE condition, also 

demonstrating the reproducibility of the model. Bucindolol treatment resulted in a decrease 
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in the activity and expression of these hypertrophy markers. Similarly, Pönicke et al. (2002) 

has reported that in rat ventricular cardiomyocytes, bucindolol inhibited norepinephrine-

induced protein synthesis [26].  

PI3K / Akt / mTOR signaling pathway has an important role in regulating 

proliferation, cell growth,  transcription of cellular metabolites such as antioxidants, 

apoptosis, and autophagy [25]. Cardiac autophagy plays an important in the turnover of 

damaged macromolecules and organelles, which is key in maintaining cellular homeostasis.  

Excessive autophagy is observed in the damaged cells, which may be a trigger for cardiac 

apoptosis. During autophagy damaged organelles and proteins are degraded in the 

autolysosome. Autophagy is initiated by phosphorylation of AMPK, which inhibits mTOR 

[27]. This signaling pathway converge to the cleavage and conversion of the cytosolic 

precursor LC3-I into LC3-II, which is essential for membrane extension, curvature and 

closure of autophagosomes [10]. In our study, NE condition demonstrated up-regulation of 

the AMPK / mTOR pathway and increased LC3-II / LC3-I ratio. Previous studies have 

reported that STAT3 inhibited autophagy via inhibition of oxidative stress [28].  Xu et al. 

(2007) also demonstrated a significant increase in AMPK activity in norepinephrine-treated 

H9c2 cells, caused by the stimulation of α1-adrenergic receptor [29]. In the NE+BCD 

condition, we observed an increase in mTOR activity and LC3-II / LC3-I ratio. In our study, 

the increase in autophagy in the norepinephrine conditions groups, demonstrate an 

uncompensated state. Recent literature suggest that the persistent adrenergic 

hyperstimulation that triggers autophagy in cardiac cells could contribute to reduce the 

deleterious effects of norepinephrine, acting as a cytoprotective response against apoptosis 

in cardiac myocytes [9,30]. Thus, it can be proposed that the increased autophagy found in 
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the norepinephrine conditions (NE and NE+BCD) is beneficial, eliminating damaged and 

potentially toxic proteins.  

 While limited adrenergic stimulation causes myocyte hypertrophy, adrenergic 

overdrive contributes to myocyte loss because of altered anti-apoptotic Bcl-2 protein 

expression. When coupled with the Gi protein, activation of the β2 receptor is responsible 

for anti-apoptotic action [6]. It is known that cardiomyocytes predominantly express β1, and 

thus, the hyperactivation of these receptors have an important role not only in ventricular 

remodeling but also in the induction of apoptosis [31]. It is known that the imbalance between 

Bax/Bcl-2 is responsible in changing the mitochondrial membrane potential (Δψm), 

generating the opening of mitochondrial membrane pores, with subsequent activation of the 

caspases [14,15]. A significant increase of activation of effectors caspases-3/7 was evident 

in NE condition in relation to CTL and NE+BCD conditions. In healthy cells, the caspases 

reside in the cytosol as latent zymogens. Its activation is achieved by autoactivation, 

transactivation or proteolysis [33]. We have clearly demonstrated that while adrenergic 

hyperstimulation by norepinephrine results in apoptosis, bucindolol has antiapoptotic action, 

since the activation of the caspases-3/7 is its final target. To confirm the cytoprotection of 

bucindolol in cell death pathways, PI assessment was performed. Bucindolol significantly 

reduced the number of dead cells in the NE+BCD condition compared to the NE condition.   

  ROS production is an event in the pathway in which α1-adrenergic receptor 

modulates cardiac hypertrophy. Moreover oxidative stress inhibits canonical STAT3 

transcriptional activity. Activated STAT3 induces expression of antiapoptotic and 

antioxidative stress genes. In a recent study, Saleen and Goswami et al. (2017) demonstrated 

that the activation of cardiac adrenergic receptors by norepinephrine co-stimulated the 

generation of Nox2, leading to the production of superoxide anion  (O2
-•) [34]. Increase in 
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oxidative stress leads to lipid peroxidation, which  modify cell integrity through changes in 

permeability of the cell membrane [35]. 4-HNE is the stable by product of lipid peroxidation 

causing changes in cell signaling, protein, and DNA damage and inducting apoptosis by 

activation of the caspases [36]. Moreover, PI3K-mediated cell survival pathway is known to 

protect against 4-HNE mediated oxidative damage [37]. NE+BCD condition showed a 

decrease in the ROS formation and 4-HNE, in comparison to NE condition, further 

supporting its cardioprotective action.  

 

5 CONCLUSION  

Bucindolol treatment was able to prevent the increase in cardiac hypertrophy and 

apoptosis, characteristic of heart diseases with sympathetic hyperactivity. The beneficial 

effects induced by bucindolol treatment appeared to be due to modulation of ROS generation 

and oxidative damage, and subsequent reversal of cardiac hypertrophy and apoptosis.  
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FIGURE CAPTIONS 
 

Figure 1. Immunocontent of proteins involved in signaling pathways for survival and cell 

death. H9c2 cardiac cells were incubated with norepinephrine (10µM) during a period of 

24h, followed by 8h of bucindolol (10µM) treatment. ß-actin was used for normalization. 

Immunocontent of p-STAT3 / total-STAT3 (A), PI3K (B), p-Akt / total-Akt (C), p-mTOR / 

mTOR (D), P70 S6K (E), p-AMPK / total AMPK (F), and LC3-II / LC3-I (G) was 

determined. Values were expressed as mean ± SD from 4 independent experiments. Two-

way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: aP < 0.05 vs. Control Untreated (CTL), 

bP < 0.05 vs. Norepinephrine Untreated (NE), cP < 0.05 vs. Control+Bucindolol 

(CTL+BCD), +P < 0.05 CTL and CTL+BCD vs. NE and Norepinephrine+Bucindolol 

(NE+BCD), *P < 0.05 CTL+BCD and NE+BCD vs. CTL  and NE.    

 

Figure 2. Active caspase 3/7 was determined in H9c2 cardiac cells incubated with 

norepinephrine (10µM) during a period of 24h, followed by 8h of bucindolol (10µM) 

treatment. Representative histogram showing FL1-H fluorescence versus cells counts, 

indicating activated caspase-3/7 (M2 area). Values expressed as mean ± SD from 3 

independent experiments. Two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: aP < 

0.05 vs. Control Untreated (CTL), bP < 0.05 vs. Norepinephrine Untreated (NE), +P < 0.05 

CTL and Control+Bucindolol (CTL+BCD) vs. NE and Norepinephrine+Bucindolol 

(NE+BCD), *P < 0.05 CTL+BCD and NE+BCD vs. CTL and NE.    

 

Figure 3. Cell death analysis by propidium iodide (PI) staining in H9c2 cardiac cells treated 

with norepinephrine (10µM) for  24h, followed by 8h of bucindolol (10µM). PI shows the 
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percent of necrosis in a cell population (A). Representative histogram indicating FL-2 

fluorescence versus cells counts in shown. Values expressed as mean ± SD from 3-4 

independent experiments (B). Two-way ANOVA: bP < 0.05 vs. Norepinephrine Untreated 

(NE), *P < 0.05 Control+Bucindolol (CTL+BCD) and Norepineprine+Bucindolol 

(NE+BCD) vs. CTL and NE. 

 

Figure 4. Oxidative stress analysis in H9c2 cardiac cells incubated with norepinephrine 

(10µM) for  24 hours, followed by 8 hours of bucindolol (10µM) treatment. ROS was 

determined by the CM-H2DCFDA assay, and measured by flow cytometry (A). 

Representative histogram indicating cell counts of ROS levels versus FL1-H fluorescence 

(B). Values expressed as mean ± SD from 3 independent experiments. Two-way ANOVA 

followed by Student-Newman-Keuls: bP < 0.05 vs. Norepinephrine Untreated (NE), *P < 

0.05 Control+Bucindolol (CTL+BCD) and Norepineprine+Bucindolol (NE+BCD) vs. 

Control Untreated (CTL) and NE.    

 

Figure 5. Lipid peroxidation measured by determination of relative protein levels of  4-

hydroxynonenal (4-HNE) adducts in H9C2 cardiac cells incubated with norepinephrine 

(10µM) for 24h, followed by 8h of bucindolol (10µM) treatment. ß-actin was used for 

normalization. Values expressed as mean ± SD from 3 - 4 independent experiments. Two-

way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: aP < 0.05 vs. Control Untreated (CTL), 

bP < 0.05 vs. Norepinephrine Untreated (NE), +P < 0.05 CTL and Control+Bucindolol 

(CTL+BCD) vs. NE and Norepinephrine+Bucindolol (NE+BCD).  
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