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RESUMO 

 
O infarto do miocárdio (IM) é definido como um processo de necrose dos 

cardiomiócitos por inadequado suprimento sanguíneo às suas demandas.  
Visando a manutenção das funções cardiovasculares, devido à perda de 
massa ventricular contrátil, modificações estruturais, elétricas e bioquímicas 
têm sido observadas com o passar do tempo pós-IM. Quando estas se 
associam com a preservação da função cardíaca, são definidas como 
remodelamento cardíaco (RC) bem adaptado. Por outro lado, quando 
associadas com a disfunção ventricular e insuficiência cardíaca, define-se 
como RC mal adaptado. Apesar destes RC já estarem bem caracterizados, 
maiores investigações são necessárias para o entendimento de seus 
mecanismos. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo principal avaliar o 
perfil da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) e o estado redox 
celular, além de suas associações com algumas vias de sinalização no RC 
após o IM. 

Para isso, ratos Wistar machos com aproximadamente 60 dias de vida, 
sob anestesia profunda, foram submetidos à oclusão da artéria coronária 
descendente anterior para indução do IM ou simulação deste. Feito isso, estes 
animais foram divididos em 6 grupos experimentais: 3 sham-operated (Sham) e 
3 infartados (MI), subdivididos de acordo com o tempo em que foram 
eutanaziados: 2 dias, 7 dias e 28 dias após o procedimento cirúrgico. A função 
cardíaca foi avaliada pela ecocardiografia e pelo cateterismo do ventrículo 
esquerdo. Em seguida, ainda sob plano anestésico, os animais foram 
eutanaziados e o coração preparado para análise da concentração de H2O2, da 
razão GSH/GSSG e do imunoconteúdo das proteínas Akt, mTOR, GSK3β, 
ERK, JNK, AngII, AT1, AT2, AIF, Trx-1 e GAPDH.  

Confirmamos uma disfunção cardíaca associada ao desbalanço redox 
28 dias pós-IM. Junto a isso, observamos uma correlação positiva entre a 
concentração de H2O2 e proteínas pro-apoptóticas neste tempo. Uma vez 
caracterizadas estas associações 28 dias pós-IM, período em que 
conhecidamente são observados sinais de disfunção ventricular em ratos com 
moderados e grandes infartos, passamos para a avaliação do perfil temporal. 
Neste caso, observamos um aumento da Trx-1, associado com baixas 
concentrações de H2O2 e menor ativação da JNK, uma conhecida proteína pró-
apoptótica, no homogeneizado cardíaco de ratos eutanaziados 2 dias após o 
procedimento cirúrgico. Além do mais, demonstramos um pronunciado 
aumento na concentração de H2O2, assim como na ativação da JNK, nos 
animais infartados, entre o segundo e o sétimo dia. Justamente nesta janela 
temporal, pudemos observar uma queda brusca na função cardíaca e um pico 
do imunoconteúdo de angiotensina II.  

Em conjunto, estes achados sugerem uma incapacidade da Trx-1 em 
neutralizar a formação adicional de espécies ativas de oxigênio promovida pela 
maior ativação do sistema renina angiotensina. Este cenário parece ser 
propício para a transição do remodelamento cardíaco bem adaptado para o mal 
adaptado após o IM. Portanto, com o entendimento deste perfil temporal, novas 
estratégias terapêuticas podem ser sugeridas.  
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ABSTRACT 
 

Myocardial infarction (MI) is defined as a process of cardiomyocyte 
necrosis due to inadequate blood supply to their demands. For the maintenance 
of cardiovascular function after to loss of ventricular contractile mass, structural, 
electrical and biochemical changes have been observed over time after MI. 
When these are associated with the preservation of cardiac function, are 
defined as adaptative cardiac remodeling (CR). Moreover, when associated 
with ventricular dysfunction and heart failure is defined as maladaptative CR. 
Despite these CR are already well characterized, further investigations are 
necessary to understand its mechanisms. Thus, in the present study, we 
investigated the profile of the concentration of hydrogen peroxide (H2O2) and 
cellular redox state, as well as their associations with some signaling pathways 
in CR post-MI. 

For this purpose, male Wistar rats (±60 days), under deep anesthesia, 
were submitted to occlusion of the left anterior descending coronary artery to 
induce MI or sham-operation. The animals were divided into six groups: three 
sham-operated (Sham) and 3 infarcted (MI), subdivided in 2 days, 7 days and 
28 days after surgery. Cardiac function was assessed by echocardiography and 
catheterization of the left ventricle. Then, still under anesthesia, the animals 
were euthanized and the heart prepared for analysis of the concentration of 
H2O2, the GSH/GSSG and immunocontent protein Akt, mTOR, GSK-3β, ERK, 
JNK, AngII, AT1, AT2, AIF, Trx-1 and GAPDH. 

We confirm a cardiac dysfunction associated with redox imbalance 28 
days post-MI. Moreover, we observed a positive correlation between the 
concentration of H2O2 and pro-apoptotic proteins at this time. Once 
characterized these associations 28 days post-MI, period which notoriously are 
observed signs of ventricular dysfunction in rats with moderate and large 
infarcts, we to evaluate the temporal profile. In this case, we observed an 
increase of Trx-1 that was associated with low concentrations of H2O2 as well 
as with a decreased activation of JNK, a known pro-apoptotic protein, in heart 
homogenates of rats euthanized 2 days after surgery. Furthermore, we 
demonstrate a pronounced increase in the concentration of H2O2, as well as in 
the activation of JNK in infarcted animals, between the second and seventh 
days. In this period, we also could see a sharp decline in cardiac function and a 
peak immunocontent of angiotensin II. 

Taken together, our results suggest an inability of Trx-1 in counter-
regulated the formation of additional reactive oxygen species promoted by 
increased activation of the renin angiotensin system. This scenario seems to be 
favorable to the transition of adaptative to maladaptative CR post-MI. Therefore, 
with the understanding of this temporal profile, new therapeutic strategies can 
be suggested. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Infarto do Miocárdio 

 

Classicamente a hipóxia e a isquemia miocárdica caracterizam-se por 

uma desproporção entre a oferta e a demanda de oxigênio aos cardiomiócitos. 

Enquanto a hipóxia é uma diminuição parcial da oxigenação, a isquemia é uma 

redução total desta, principalmente pela obstrução do fluxo sanguíneo 

coronariano. As células isquemiadas sofrem processo de necrose, 

caracterizando o que é conhecido como infarto agudo do miocárdio (IM). 

Dentre outras causas de IM, uma fissura ou ruptura da placa aterosclerótica 

coronariana destaca-se por desencadear a formação do trombo coronariano, 

obstruindo a luz desse vaso. Segundo dados do DATASUS, no ano de 2006, 

32% do total de mortes no Brasil foram conseqüência de doenças 

cardiovasculares, e dessas, quase a metade (48,5%), causadas pelo IM. Além 

do mais, tem sido observada uma disfunção contrátil precoce pós-IM pela 

perda da integridade de cardiomiócitos viáveis que pode evoluir para 

insuficiência cardíaca (IC) (Pfeffer et al., 1990). Ou seja, os pacientes que 

sobrevivem ao IM acabam internando mais vezes por complicações 

decorrentes desse evento isquêmico. Nesse sentido, tendo em vista a 

relevância do IM na saúde pública, o entendimento da fisiopatologia desta 

doença é fundamental para uma intervenção terapêutica adequada. Buscando 

este entendimento, vários trabalhos foram desenvolvidos para padronizar um 

modelo animal que reproduzisse o IM observado nos humanos. Até o início da 

década de 40, priorizava-se a utilização de cães devido à semelhança de sua 

circulação coronariana com a dos humanos. Com este modelo, além de 



 2 

dificuldades no manuseio, na reprodução e do alto custo para manter estes 

animais, a reprodutibilidade do IM era muito pequena, o que dificultava sua 

utilização. Visando solucionar estes problemas, em 1946, Heimburger tornou-

se pioneiro ao induzir o IM em ratos pela ligadura de artérias coronárias 

(Heimburger, 1946). Oito anos depois, Johns e Olson, após operarem 

aproximadamente 514 animais de pequeno porte, para o mapeamento de suas 

artérias coronárias (Figura 1), destacaram uma maior reprodutibilidade do IM 

induzido pela ligadura da artéria coronária descendente anterior em ratos 

(Figura 2) (Johns & Olson, 1954).  

 

 

 

Figura 1. Diagrama representativo do padrão das artérias coronárias em 

camundongos, ratos, hamsters e cobaias (Johns & Olson, 1954). 
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Figura 2. Foto representativa da indução do infarto do miocárdio em ratos pela 

oclusão do fluxo coronariano da artéria descendente anterior (seta) através da 

ligadura desse vaso (Johns & Olson, 1954). 

 

No entanto, a utilização desta técnica apresenta grande dispersão no 

tamanho da área infartada. Assim como Heimburger, Johns e Olson 

destacaram-se pelo pioneirismo nesse tipo de procedimento, Pfeffer et al., num 

trabalho clássico publicado em 1979, classificaram o tamanho da área infartada 

como pequena (4-30%) (Figura 3B) média (31-46%) e grande (47-59%) (Figura 

3C) e estabeleceram uma relação inversa entre o tamanho do infarto e a 

função cardíaca.  (Pfeffer et al., 1979). Os autores mostraram que um 

comprometimento do ventrículo esquerdo maior que 59% deprime tanto a 

função contrátil ventricular que não é compatível com a vida (Pfeffer et al., 

1979). Ou seja, quanto maior o tamanho do infarto, pior é a função cardíaca. 

Técnica cirúrgica semelhante vem sendo utilizada até os dias de hoje, mas com 
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algumas adaptações, principalmente no suporte ventilatório, que facilitam a 

manipulação do coração durante o procedimento.  

 

 

Figura 3. Corte transversal do ventrículo esquerdo de ratos não infartados (A), 

com 20% de infarto (B) e 50% de infarto (C) (Pfeffer et al., 1979) 

 

Visando a mensuração funcional, dentre outros métodos, a 

ecocardiografia tem sido muito utilizada. Análises ecocardiográficas do coração 

de ratos infartados mostram que sua função cardíaca se correlaciona 

negativamente tanto com o tamanho da área lesada quanto com o tempo 

decorrido pós-IM. Embora mecanismos compensatórios tentem suprir a perda 

de função dos cardiomiócitos infartados logo após a ligadura coronariana, tem 

sido mostrado uma disfunção ventricular associada com a perda de massa 
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contrátil durante o processo do remodelamento cardíaco (RC) pós-IM (Rabald 

et al., 2007;Pons et al., 2003).  

O RC caracteriza-se por alterações elétricas, bioquímicas e estruturais 

complexas que começam a se estabelecer imediatamente após a oclusão 

coronariana e modificam-se com o passar do tempo após o dano isquêmico 

(Pfeffer et al., 1990). Apesar de sustentar a função ventricular precocemente, o 

RC é um importante fator de morbidade e mortalidade, uma vez que está 

associado com a IC em tempos mais tardios (Mosterd et al., 2001). Ou seja, 

existe um período de transição entre o estabelecimento do IM e a IC, no qual 

mecanismos compensatórios tentam manter a função cardíaca. No RC bem 

adaptado verifica-se a eficácia destes mecanismos na manutenção da função 

cardíaca. Entretanto, com o passar do tempo, estes mecanismos 

compensatórios tornam-se insuficientes e a função cardíaca piora, o que 

caracteriza o RC mal adaptado (Figura 4). Durante o RC mal adaptado tem 

sido observado um aumento da pressão diastólica final do ventrículo esquerdo 

(PDFVE), um parâmetro de insuficiência ventricular. Aumentando a PDFVE, a 

diferença de pressão no sistema circulatório ficará reduzida e culminará, ao 

longo do tempo, com uma estase retrógrada e suas complicações. Os 

mecanismos responsáveis pela transição do RC bem adaptado para o RC mal 

adaptado ainda não são completamente entendidos e merecem maiores 

investigações.  

A oclusão do fluxo coronariano, particularmente quando induz lesões 

transmurais de grandes proporções, desencadeia alterações hemodinâmicas 

que parecem estar envolvidas com a formação de espécies ativas de oxigênio 

(EAO) pós-IM.  
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1.2 Espécies Ativas de Oxigênio (EAO), Sistemas de Defesa Antioxidante 

e Estresse Oxidativo 

 

O músculo cardíaco é um tecido predominantemente aeróbio e, portanto, 

não produz energia suficiente em condições hipóxicas. Uma vez que requer um 

aporte adequado de oxigênio, uma redução do fluxo coronariano acaba 

comprometendo a função dessas células hipoperfundidas. No metabolismo 

aeróbio, a redução completa de uma molécula de oxigênio na cadeia de 

transporte de elétrons requer a adição de quatro elétrons. Devido a sua 

conformação eletrônica, o oxigênio tem forte tendência de receber um elétron 

de cada vez (redução monovalente), e assim, formar uma série de 

intermediários tóxicos e reativos que são as espécies ativas de oxigênio (EAO) 

como, por exemplo, o ânion radical superóxido (O2
•-), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxil (HO•) (Figura 4) (Llesuy, 2002). Estas EAO são muito 

importantes para diversas funções celulares, podendo exercer tanto efeitos 

benéficos como maléficos. Dentre as fontes de EAO nos cardiomiócitos 

destacam-se: cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, xantina oxidase, 

autooxidação das catecolaminas, desacoplamento da óxido nítrico sintase e 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase (Grieve et al., 

2004). Em condições fisiológicas, aproximadamente 2% do oxigênio consumido 

pela mitocôndria forma EAO durante sua redução monovalente na cadeia de 

transporte de elétrons (Misra et al., 2009). Neste caso, em menores 

concentrações, estas espécies atuam como segundos mensageiros de funções 

celulares vitais. Por outro lado, em condições patológicas como, por exemplo, 

no IM, há um grande aumento na formação de EAO. Nesta situação, verificam-
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se danos celulares importantes como, por exemplo, comprometimento da 

membrana plasmática pela peroxidação de lipídios, inativação de enzimas 

fundamentais, por modificar oxidativamente algumas proteínas, assim como 

pode comprometer a expressão gênica por oxidação do DNA (Giordano, 2005).  

Para que não predominem os efeitos deletérios desencadeados pelas 

altas concentrações de EAO, existem sistemas de defesa antioxidante, 

enzimáticos e não enzimáticos, que estabilizam essas espécies. Em condições 

fisiológicas, as concentrações de EAO são controladas predominantemente 

pelas enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) 

(figura 5) e glutationa peroxidase (GSHPx). A SOD age dismutando o O2
•– em 

H2O2, enquanto que a CAT e a GSHPx atuam na redução do H2O2. (Figura 4). 

Além de seu potencial para formação de HO•, pelas reações de Fenton e 

Haber-Weiss (Figura 4), o H2O2 parece agir como molécula chave na 

sinalização intracelular (Kwon et al., 2003).  

Já em condições em que há formação adicional de EAO, salienta-se a 

importância de sistemas antioxidantes não enzimáticos, que atuam em 

cooperação com as enzimas antioxidantes. Quanto maior a disponibilidade e a 

atividade dessas enzimas antioxidantes, maior a capacidade da célula em 

manter o ambiente celular reduzido.  Distúrbios que alterem essa homeostase 

propiciam o desenvolvimento do estado de estresse oxidativo (EOX), que 

classicamente tem sido relatado como um aumento nas concentrações dos 

pró-oxidantes acima dos níveis fisiológicos e/ou diminuição das defesas 

antioxidantes (Kaul et al., 1993).  
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Figura 4. Representação esquemática da formação de EAO e da ação 

antioxidante enzimática (Grieve et al., 2004). 

 

Dentre estes sistemas antioxidantes, destacam-se a glutationa e a 

tiorredoxina (Trx). A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo essencial que 

controla processos celulares redox-sensíveis. Além do mais, sua utilização pela 

célula é capaz de neutralizar alguns radicais livres através da atividade da 

glutationa peroxidase. Nesta reação, a glutationa torna-se oxidada (GSSG) e, 

em seguida, pode ser regenerada pela atividade da GSHPx (Figura 5). 

A relação entre a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa oxidada 

(GSSG), GSH/GSSG tem sido bastante utilizada como parâmetro do estado 

redox celular (Qin et al., 2005; Singh et al., 1995).  

Assim como a glutationa, o sistema antioxidante da tiorredoxina (Trx) 

tem merecido destaque por desempenhar importantes ações na modulação do 

estado redox celular. Esse sistema é formado pela tiorredoxina, tiorredoxina 

redutase e pelo cofator NADPH e atua como importante antioxidante pela 
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interação das proteínas oxidadas com seu centro redox ativo (cys-gly-pro-cys) 

(World et al., 2006). 

 

 

 

Figura 5. Sistema da glutationa (Dröge, 2002). 

 

Quando isso ocorre, observa-se a formação de um ligante dissulfeto que 

pode voltar a ser reduzido pela Trx redutase e NADPH (Figura 6). Nesta 

reação, a Trx torna-se oxidada e é regenerada para sua forma reduzida com 

auxílio da enzima Trx redutase. Thioredoxin 1-interacting protein (Txnip) é um 

inibidor endógeno da Trx que só é capaz de ligar-se na forma reduzida da 

mesma (World et al., 2006). Tanto a Trx encontrada predominantemente no 

citosol (Trx-1) quanto aquela encontrada na fração mitocondrial (Trx-2) têm 

mostrado forte capacidade antioxidante por atuarem como varredores de EAO, 

em especial o H2O2 (Ago et al., 2006). 
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Figura 6. Representação esquemática do sistema da tiorredoxina (World et al., 

2006).  

 

Vários estudos têm mostrado que o estado redox celular influencia 

diretamente as funções do sistema da Trx (Maulik & Das, 2008; Yoshioka et al., 

2004; Ebrahimian et al., 2008). Sabe-se que este sistema evita o RC mal 

adaptado do coração lesado por estímulos como, por exemplo, o IM, 

tratamento antitumoral com adriamicina, angiotensina II (AngII), entre outros 

(Hori & Nishida, 2009; Ebrahimian et al., 2008; Shioji et al., 2002). Shioji et al., 

2002 mostraram uma redução na formação de EAO associada ao aumento na 

expressão de Trx-1 quando foi administrada adriamicina, uma quinona 

antitumoral que tem sérios efeitos colaterais cardíacos, o que mais uma vez 

reforça a influência da Trx como moduladora do estado redox celular. O RC 

bem adaptado está relacionado com o aumento da expressão da Trx, tanto 

pela interação direta, como por modular a transcrição gênica de algumas 

proteínas sinalizadoras. Estas respostas só são observadas quando o meio 

intracelular encontra-se predominantemente reduzido (Ago et al., 2006). Por 

outro lado, num ambiente oxidado, observa-se um padrão inverso nestas 
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influências da Trx. Txnip, também chamada de vitamin D3-upregulated gene 1 

(VDUP1), ou thioredoxin-binding protein 2 (TBP-2) está presente no citoplasma  

e age regulando negativamente a atividade da Trx por evitar sua translocação 

para o núcleo. A Trx e a Txnip parecem agir em cooperação durante o RC. 

Uma queda na expressão do Txnip é observada no RC bem adaptado e, por 

outro lado, sua superexpressão acaba retardando este (Ago et al., 2006). Ou 

seja, a Txnip parece atuar tanto como modulador negativo do RC bem 

adaptado, quanto modulador positivo do RC mal adaptado.  Apesar de ser 

conhecido que a Txnip liga-se diretamente no centro regulador da Trx, seu 

mecanismo de ação ainda é desconhecido. Além destas propriedades 

antioxidantes que auxiliam no controle do estado redox celular, a Trx também 

influencia diferentes vias de sinalização intracelular por modular quinases e 

fatores de transcrição envolvidos tanto no crescimento, como na morte celular 

programada, através de interação proteína-proteína (World et al., 2006; Ago et 

al., 2006). 

O comprometimento de estruturas importantes para um adequado 

funcionamento celular por danos oxidativos induzidos pelo desbalanço redox, 

tem sido classicamente relatado pós-IM. Embora a modulação das 

concentrações de EAO e dos sistemas antioxidantes estejam diretamente 

envolvidas com estes danos, sua influêcia no direcionamento das vias de 

sinalização intracelular emerge como um conceito mais contemporâneo de 

estresse oxidativo (Jones, 2006). 
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1.3 Infarto do Miocárdio e Estresse Oxidativo 

 

As EAO podem gerar danos em diversos sistemas biológicos, incluindo o 

coração. Estas podem comprometer o ideal funcionamento de algumas 

proteínas cardíacas fundamentais como, por exemplo, canais iônicos, bombas 

de cálcio e proteínas contráteis envolvidas no mecanismo de excitação 

contração (Misra et al., 2009). Um aumento na produção de EAO e o estado de 

EOX têm sido relatados tanto em modelos animais de IM quanto em humanos 

com IC decorrente do insulto isquêmico (Singh et al., 1995). Logo após a 

oclusão coronariana, observam-se modificações estruturais cardíacas como, 

por exemplo, a degradação da rede de colágeno no local do infarto, pelo 

aumento da atividade de metaloproteinases, a perda de cardiomiócitos, por 

necrose, assim como o aumento na formação de EAO, por diversas fontes, 

conforme comentado previamente (Holmes et al., 2005). 

Um aumento na capacidade antioxidante também tem sido observado 

precocemente pós-IM visando estabilizar o maior número de EAO. Contudo, ao 

longo do tempo, este mecanismo de defesa torna-se exaurido e/ou 

sobrepujado pela grande concentração de EAO, culminando com o estado de 

EOX (Dröge, 2002). Pacientes com IC têm mostrado um aumento na atividade 

da enzima NADPH oxidase, uma grande fonte geradora de O2
•-. Embora 

evidências mostrem que a formação de EAO decorrente da maior ativação da 

NADPH oxidase seja importante para determinar o balanço redox em 

condições fisiológicas, têm sido mostrado aumentos pronunciados de EAO 

geradas por essa enzima em condições patológicas como o IM. Esta doença 

está associada com a maior ativação do sistema renina angiotensina (SRA) 
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que acaba, concomitantemente, aumentando a atividade da NADPH oxidase e 

levando ao estado de EOX. Corroborando esses achados, tem sido mostrada a 

depleção de GSH e o acúmulo de GSSG no tecido cardíaco ao longo do tempo 

pós-IM (Qin et al., 2005). Hill & Singal, 1996 mostraram um aumento da relação 

GSH/GSSH ao final da primeira semana pós-IM, mas que foi diminuindo de 

forma gradativa até tornar-se significativamente reduzida depois de 16 

semanas, quando os animais apresentaram sinais claros de IC congestiva (Hill 

& Singal, 1996). Nesse mesmo estudo, verificou-se uma aumento gradual da 

oxidação de lipídios ao longo do tempo (Hill & Singal, 1996).  

Uma vez que tem sido evidenciada uma associação entre elevadas 

concentrações de EAO e o IM, terapias com antioxidantes estão sendo 

propostas (Misra et al., 2009). O pré-tratamento de ratos infartados com 

vitamina E, um poderoso antioxidante não enzimático, além de aumentar sua 

reserva em diversos tecidos, mostrou uma melhora na função hemodinâmica 

desses animais (Palace et al., 1999). Uma redução significativa da área de 

infarto associada com a preservação funcional ventricular também foi mostrada 

em ratos com superexpressão da enzima antioxidante SOD (Chen et al., 1996). 

Outro importante antioxidante que vem recebendo grande atenção nos últimos 

anos, é a Trx. Esta parece estar diretamente associada com a modulação do 

estado redox celular pós-IM. Neste sentido, Samuel et al., 2010 verificaram que 

a terapia gênica com Trx reduz o EOX e a morte dos cardiomiócitos de ratos 

diabéticos infartados (Samuel et al., 2010). 

Assim como as adaptações hemodinâmicas, modificações 

neurohumorais, como a ativação do SRA, também estão envolvidas com a 

formação de EAO e, consequentemente, com o RC pós-IM. 
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1.4 Sistema Renina Angiotensina 

 

O SRA é classicamente conhecido como um importante regulador 

hormonal envolvido na manutenção da homeostase do sistema cardiovascular, 

em especial no controle da pressão arterial a longo prazo (Beevers et al., 

2001). Nesse caso, durante hipotensão e/ou hipovolemia, a renina, uma 

enzima proteolítica sintetizada e armazenada nas células justaglomerulares, é 

secretada na corrente sanguínea. A renina é capaz de acelerar a conversão do 

angiotensinogênio, uma proteína sintetizada e secretada principalmente pelo 

fígado, em angiotensina I, um decapeptídeo com baixa ação biológica. Ao 

entrar em contato com as células epiteliais, em especial nos vasos sanguíneos 

pulmonares, a angiotensina I é convertida em angiotensina II (AngII), um 

octapeptídeo com efeitos biológicos importantes, pela ação da enzima 

conversora da angiotensina (ECA).  

A AngII desempenha seu papel crucial nessa regulação a longo prazo 

por ligar-se aos seus receptores acoplados à proteína G do tipo 1  (AT1) e do 

tipo 2 (AT2) que estão localizados na membrana plasmática de diversos 

tecidos, inclusive o coração (Das et al., 2004; Awan & Mason, 1996). Esses 

dois tipos de receptores são os mais estudados e promovem respostas 

antagônicas em resposta à ligação da AngII. Enquanto o receptor AT1 está 

relacionado com efeitos hipertróficos sobre o coração, o receptor AT2, com 

papel não completamente entendido, promove resposta anti-hipertrófica 

(Ferrario, 2006; Sales et al., 2005). 

Além da clássica resposta hormonal, tem sido descrita a existência de 

SRA locais que também parecem exercer efeitos reguladores importantes na 
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função cardíaca, complementando as respostas sistêmicas. No coração, tanto 

os SRA parácrinos, autócrinos e até mesmo intrácrinos, apresentam grande 

importância uma vez que provêem aproximadamente 90% da angiotensina I e 

75% da angiotensina II neste órgão (Kumar & Boim, 2009; Van Kats et al., 

1998). 

 

1.5 Sistema Renina Angiotensina e Estresse Oxidativo 

 

Concomitantemente às demais fontes geradoras de EAO pós-IM, tem 

sido observado uma maior ativação do SRA. Ao ligar-se em seus receptores 

acoplados à proteína G, a AngII aumenta a geração de EAO, ao promover 

maior ativação da NADPH oxidase, uma grande formadora de O2
•– no coração 

(Dhalla et al., 2009; Sun, 2007; Awan & Mason, 1996). Corroborando estes 

achados, outros estudos mostram um aumento na expressão gênica e protéica 

da gp91-phox, uma subunidade essencial do complexo da NADPH oxidase, no 

tecido infartado (Lu et al., 2004; Fukui et al., 2001; Yamagishi et al., 1993). No 

mesmo sentido, Sun Y, 2007 também verificou uma elevação da gp91-phox no 

tecido infartado do coração de ratos Wistar, o que sugere maior formação de 

EAO neste local. Reforçando estes achados, Zhu et al., 2003 verificaram que 

uma atenuação na ativação do SRA, quer seja por inibidores da ECA e/ou por 

bloqueadores dos receptores AT1, diminuiu significativamente os efeitos 

biológicos da AngII e a produção de EAO. Além do mais, outros estudos têm 

mostrado que a administração de antioxidantes exógenos diminui 

significativamente as resposta geradas pela AngII, o que mais uma vez sugere 
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a participação das EAO nesta resposta (Delbosc et al., 2002; Singal et al., 

1999; Singal et al., 1998; Nakamura et al., 1998). 

Uma vez que o SRA encontra-se mais ativo pós-IM, além de estar 

associado com a formação de EAO, este parece estar envolvido na transição 

do RC bem adaptado para o RC mal adaptado. Sendo assim, o entendimento 

do seu papel nesta transição possibilitará futuras estratégias terapêuticas. 

 

1.6 Vias de Sinalização Intracelular 

 

As vias de sinalização intracelular direcionam o RC por influenciarem o 

tipo de resposta a ser desencadeada. Estas podem direcionar para o RC bem 

adaptado, com integridade celular e sem perda de contratilidade, ou mal 

adaptado, com apoptose associada à disfunção cardíaca. Entre diversas vias, 

destacam-se a proteína quinase B (PKB/Akt ou Akt) e as proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPK) (figura 7). 

A Akt pertence à família das quinases serina/treonina que consiste em 3 

isoformas, Akt1, Akt2 e Akt3, estimuladas pelos receptores tirosina quinases, 

mediadas pela ação da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (Cai et al., 2003). 

Quando fosforilada, portanto em seu estado ativo, a Akt promove um RC bem 

adaptado por estimular a sobrevida de cardiomiócitos e inibir morte celular. Ela 

pode induzir o crescimento da massa cardíaca através da ativação da via de 

crescimento mammalian target of rapamycin (mTOR), além de suprimir a 

apoptose pela fosforilação da glicogênio sintase quinase (GSK-3β) (Walsh, 

2003). Quando está em sua forma ativa, não fosforilada, a GSK-3β promove 

apoptose. Antos et al., 2001 verificaram que camundongos transgênicos que 
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expressam continuamente a forma ativa da GSK-3β têm diminuída a hipertrofia 

cardíaca estimulada por agonistas β-adrenérgicos e por sobrecarga de 

pressão. 

 

 

Figura 7. Direcionamento de algumas vias de sinalização intracelular para o 

crescimento e/ou morte celular 

 

As MAPKs, assim como a Akt, podem induzir tanto a sobrevivência 

quanto a morte celular. A proteína quinase regulada por sinal extracelular 

(ERK) está associada com a diferenciação e o crescimento celular, enquanto 

que a quinase c-Jun N-terminal (JNK1 e JNK2) e a p38 estimulam a morte 

celular (Heineke & Molkentin, 2006). A quinase reguladora do sinal de apoptose 

(ASK-1) é uma proteína redox-sensível que desempenha um papel chave no 
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direcionamento para morte celular por estimular a JNK e p38, culminando com 

um RC mal adaptado (Ichijo et al., 1997). 

O aumento na atividade das MAPK e da Akt também parece estar 

relacionado com a modulação de proteínas pró-apoptóticas mitocondriais. 

Dentre outras, o fator de indução a apoptose (AIF) vem sendo bastante 

estudado. O AIF é uma flavoproteína com propriedade oxidorredutase e que 

normalmente encontra-se confinada na mitocôndria. Durante estímulos 

estressantes, como o insulto isquêmico, o AIF é translocado para o núcleo 

onde induz a apoptose por causar condensação da cromatina e fragmentar o 

núcleo em grandes porções (Susin et al., 1999).  

Tendo em vista, que algumas vias de sinalização intracelular são 

constituídas por proteínas reguladas pelo estado redox, tem sido postulado 

uma associação entre estas na transição do IM para IC.  

 

1.7 Vias de Sinalização Intracelular e Estresse Oxidativo 

 

A ativação de algumas vias de sinalização intracelular envolvidas no RC 

pós-IM parece ser modulada pelo estado redox celular, assim como pelas 

concentrações de algumas EAO, como o H2O2 (Fiorillo et al., 2005). Neste 

sentido, tendo em vista que o H2O2 é formado tanto em condições fisiológicas 

quanto patológicas, tem sido postulado que sua influência no direcionamento 

de vias de sinalização parece depender principalmente de sua concentração 

(Seedon et al., 2007; Kwon et al., 2003). Enquanto que, por um lado, observa-

se a maior ativação de proteínas redox-sensíveis envolvidas com a 

sobrevivência celular quando os níveis de H2O2 encontram-se reduzidos, por 
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outro, verifica-se a maior ativação de proteínas pró-apoptóticas quando as 

concentrações de H2O2 elevam-se pronunciadamente (Kwon et al., 2003). Além 

desta influência exercida pelas concentrações, o tempo de exposição ao H2O2 

e ao desbalanço redox celular também parecem ter um papel significativo no 

direcionamento de vias durante o RC. Fiorillo et al. 2005 verificaram uma 

associação do EOX, ativação da via da JNK e sinais de apoptose nos 

cardiomiócitos, 48 horas após induzirem sobrecarga cardíaca de volume em 

porcos por shunt arteriovenoso. Utilizando o mesmo protocolo, estes autores 

verificaram uma atenuação do EOX associado com hipertrofia dos 

cardiomiócitos e maior ativação da ERK após 96 horas (Fiorillo et al., 2005). Ou 

seja, parece que a via da JNK induz a apoptose dos cardiomiócitos, enquanto 

que a via da ERK induz a hipertrofia dos mesmos, nesse modelo de sobrecarga 

cardíaca de volume (Fiorillo et al., 2005). Desempenhando papel importante na 

regulação da JNK em diferentes estados redox celular está a quinase 

reguladora do sinal de apoptose (ASK-1). A maior ativação da JNK é 

estimulada pela ASK-1 num ambiente celular predominantemente oxidado (Hori 

& Nishida, 2009). Contra-regulando esse estímulo, atuam os sistemas 

antioxidantes, em especial a Trx. Além de sua capacidade antioxidante, a Trx 

pode alterar a atividade enzimática ou a localização de proteínas vizinhas, o 

que acaba afetando várias funções celulares, dentre elas a ASK-1. Nesse caso, 

a Trx age como um inibidor fisiológico por ligar-se diretamente na porção N-

terminal da ASK-1 (Hori & Nishida, 2009). Essa interação Trx-ASK-1 sugere um 

possível mecanismo desta via de transdução, o qual parece ser iniciado pela 

oxidação da Trx pelo acúmulo de EAO. Desta forma, no desbalanço redox, 

verifica-se a dissociação entre essas duas proteínas que culmina na maior 
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ativação da ASK-1. Por ser observada predominantemente num meio 

intracelular reduzido, acredita-se que a inibição da ASK-1 dependa quase que 

exclusivamente das propriedades redox-sensíveis da Trx e não de uma 

interação direta proteína-proteína, o que não é totalmente descartado e exige 

estudos mais detalhados (Saitoh et al., 1998). Neste sentido, Izumiya et al., 

2003 utilizaram ratos knockout para ASK-1 com o intuito de analisar as vias de 

sinalização intracelular durante a indução da hipetrofia cardíaca pela infusão de 

AngII. Foi verificada uma atenuação significativa em algumas proteínas 

associadas ao RC mal adaptado e morte celular no coração hipertrofiado 

(Izumiya et al., 2003). Corroborando estes achados, Ebrahimian et al., 2008 

também mostraram uma relação inversa da expressão da Trx e da ASK-1 em 

ratas, infundidas com AngII, em situação de menopausa. Utilizando um modelo 

de RC induzido pelo hipertireoidismo, nosso grupo verificou um aumento da 

gp91-phox no homogeneizado cardíaco desses ratos, que apresentavam sinais 

claros de disfunção ventricular e hipertrofia cardíaca (dados não publicados). O 

aumento dessa subunidade da NADPH oxidase está associado com a maior 

formação de EAO que, por sua vez, parecem ser as responsáveis pelo 

direcionamento das vias de sinalização intracelular. Corroborando com esses 

achados, outros trabalhos mostram que o aumento da expressão gênica e 

protéica da gp91-phox, assim como na geração de EAO, é atenuado por 

bloqueadores dos receptores da AngII e/ou pela administração de antioxidantes 

como a vitamina E (Lu et al., 2004; Khaper & Singal, 2001; Palace et al., 1999). 

Esses achados reforçam outros estudos que propõem ação fundamental das 

EAO nos efeitos causados pela ativação do SRA.  
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Assim como as MAPK, a via da Akt também é modulada pelas 

concentrações de H2O2 e pelo estado redox celular. Sua ativação promove a 

supressão da morte celular e, consequentemente, do RC mal adaptado 

(DeBosch et al., 2006). As proteínas ativadas pela Akt fosforilam uma grande 

variedade de substratos intracelulares que regulam o metabolismo e a 

sobrevivência celular. Um aumento moderado e de curta duração da 

concentração de H2O2 associa-se com a maior fosforilação (ativação) da Akt e, 

por conseqüência, da sobrevivência celular (Cai et al., 2003). Entretanto, 

persistindo o estímulo por períodos prolongados e, principalmente, quando as 

concentrações de H2O2 tornam-se muito elevadas, ocorre um padrão inverso 

na modulação dessa via pela menor a ativação da Akt/mTOR e maior a 

ativação da proteína pró-apoptótica GSK-3β (Shiojima et al., 2005). A inibição 

da GSK-3β está associada com a proteção celular uma vez que é 

acompanhada pela inibição da JNK (Beurel & Jope, 2006). Ou seja, parece 

ocorrer uma modulação sinérgica entre essas proteínas por conversas-

cruzadas entre duas vias de sinalização intracelular. Outra importante proteína 

sinalizadora envolvida com o direcionamento para a morte celular é o AIF. Esta 

se localiza em proximidade do complexo I da mitocôndria, mantendo seu 

funcionamento e também atuando no combate as EAO formadas nesse local. 

Além do mais, quando o AIF é liberado da mitocôndria por estímulos pró-

apoptóticos e translocado para o núcleo, regula a morte celular por ativar 

enzimas de fragmentação do DNA (Yeste-Velasco et al., 2008; Lorenzo & 

Susin, 2007; Kim et al., 2003). Adicionalmente, na presença de altas 

concentrações de H2O2 e com o desbalanço redox celular, o AIF promove a 
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maior ativação de algumas proteínas pró-apoptóticas como, por exemplo, as 

caspases e as pertencentes à família da Bcl2 (Lorenzo & Susin, 2007).  

Portanto, a maior formação de EAO pós-IM tem sido associada com o 

aumento do SRA e diminuição das defesas antioxidantes. Dentre estas EAO, 

destaca-se o H2O2, uma molécula envolvida com o direcionamento de vias de 

sinalização intracelular durante o RC pós-IM.  Desta forma, as adaptações do 

sistema antioxidante endógeno durante a transição do IM para a IC, em 

especial da Trx, poderiam ter um papel central neste processo. 
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2. HIPÓTESE 
  

 

A ativação de proteínas redox-sensíveis durante o processo de 

remodelamento cardíaco induzido pelo infarto do miocárdio é modulada pela 

concentração de peróxido de hidrogênio e pelo estado redox celular. 
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3. OBJETIVOS 
 
 
3.1. Objetivo Geral 
 

 

Avaliar o perfil da concentração de peróxido de hidrogênio e o estado 

redox celular, além de suas associações com algumas vias de sinalização 

envolvidas no remodelamento cardíaco após o infarto do miocárdio. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

Avaliar a função ventricular e o remodelamento cardíaco precoce e 

tardio induzido pelo infarto do miocárdio, determinando no ventrículo esquerdo: 

• A concentração de H2O2; 

• Os níveis de Trx-1 

• O balanço redox celular; 

• A atividade do sistema renina angiotensina; 

• A ativação de proteínas redox-sensíveis (Akt, mTOR, GSK-3β, ERK, 

JNK e AIF) envolvidas com a sobrevivência e morte celular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 25

4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Animais 
 
  

 Foram utilizados 52 ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300 

gramas, provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

(ICBS) da UFRGS. Os animais foram mantidos em caixas plásticas, sendo 4 

por caixa, e receberam ração e água à vontade, em ambiente com períodos de 

12 horas luz/12 horas escuro e temperatura controlada (± 22°C). Todos os 

protocolos realizados seguiram as normas e foram devidamente aprovados 

(número 2007673) pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul. 

 
4.2 Grupos e Sequência Experimental 

  

Inicialmente, os animais foram anestesiados com quetamina (90 mg/kg) 

e xilazina (20 mg/kg) para análise ecocardiográfica basal da função cardíaca. 

Em seguida, os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico para 

indução do infarto do miocárdio pela oclusão da artéria coronária descendente 

anterior ou simulação dessa. Ao término da cirurgia, os animais ficaram em 

observação durante dois, sete ou vinte e oito dias. Ao término destes períodos, 

os animais foram anestesiados para uma nova avaliação ecocardiográfica, 

assim como para avaliação hemodinâmica por cateterismo intracardíaco 

seguida de eutanásia por exsanguinação. Portanto, os animais foram divididos 

em 6 grupos de acordo com o procedimento cirúrgico e o tempo de pós-

operatório: 
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1) Cirurgia fictícia – 2 dias (2d-Sham), n=9: animais que foram avaliados dois 

dias após a cirurgia fictícia; 

2) Infarto do miocárdio – 2 dias (2d-MI), n=9: animais que foram avaliados 

dois dias após a oclusão coronariana; 

3) Cirurgia fictícia – 7 dias (7d-Sham), n=8: animais que foram avaliados sete 

dias após a cirurgia fictícia; 

4) Infarto do miocárdio – 7 dias (7d-MI), n=8: animais que foram avaliados 

sete dias após a oclusão coronariana; 

5) Cirurgia fictícia – 28 dias (28d-Sham), n=9: animais que foram avaliados 

vinte e oito dias após a cirurgia fictícia; 

6) Infarto do miocárdio – 28 dias (28d-MI), n=9: animais que foram avaliados 

vinte e oito dias após a oclusão coronariana. 

 

4.3 Indução do Infarto do Miocárdio  

 

O infarto do miocárdio (IM) foi realizado por um método adaptado ao 

descrito por Johns e Olson em 1954 (Johns & Olson, 1954). Esse consistiu 

numa ligadura com fio monofilamentar 6.0 que promoveu uma oclusão total da 

artéria coronária descendente anterior. Para isso os animais foram 

anestesiados com dose única de quetamina (90 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) 

injetada intraperitonealmente, e tricotomizados na região anterior do hemitórax, 

à esquerda. Uma vez abolido o reflexo doloroso de retirada, foi feita uma 

intubação orotraqueal com cateter venoso periférico 14 para ventilação 

mecânica com volume de 10 mL/kg numa freqüência de aproximadamente 80 

ciclos por minuto. Feito isso, uma incisão foi efetuada no quarto espaço 
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intercostal esquerdo para visualização da artéria coronária descendente 

anterior. Em seguida, o pericárdio foi removido e a ligadura efetuada no terço 

médio dessa artéria coronária a aproximadamente 3 milímetros de sua origem 

entre o átrio esquerdo e a artéria tronco pulmonar. A eficácia da oclusão foi 

verificada pela mudança da coloração do miocárdio isquemiado. Em seguida, o 

tórax foi suturado e o pneumotórax drenado com uma seringa de 10 mL. Os 

animais controles foram submetidos à cirurgia fictícia que consistiu dos 

mesmos procedimentos cirúrgicos, com exceção da oclusão coronariana. 

 

4.4 Avaliações Funcionais Cardíacas 

4.4.1 Análise Ecocardiográfica 

 

Sob efeito anestésico, os animais foram posicionados em decúbito 

lateral esquerdo (45º) para obtenção das imagens cardíacas. Foi utilizado o 

sistema EnVisor Philips (Andover, MA, USA), com um transdutor de alta 

frequência e alta resolução (12-13 MHz). As medidas foram efetuadas sempre 

por um operador treinado e experiente para análises ecocardiográficas em 

ratos. 

 O tamanho da área infartada foi mensurado no final da diástole num 

plano transverso basal (nos folhetos da valva mitral), médio (nos músculos 

papilares) e apical (distal aos músculos papilares, mas antes da curva da 

cavidade ventricular). Este foi estimado como uma porcentagem do perímetro 

endocárdico que apresentou acinesia e/ou hipocinesia (Peron et al., 2006). 

Os diâmetros ventriculares, sistólico e diastólico, foram mensurados nos 

planos basal, medial e apical utilizando o módulo M. Uma média dos 3 planos 
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foi calculada e expressa em centímetros (cm). Já as áreas ventriculares foram 

obtidas pelo traçado da borda endocárdica nos 3 planos citados anteriormente. 

Uma média destes planos foi calculada e expressa em cm2 (Nozawa et al., 

2006). 

A função sistólica do ventrículo esquerdo foi analisada por 3 parâmetros: 

1) Fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FE) calculada pela fórmula de 

Simpson (Mercier et al., 1982) (volume diastólico final – volume sistólico final / 

volume diastólico final) e expressa em porcentagem (%); 

2) fração de encurtamento do ventrículo esquerdo (FEnc) calculada pela 

fórmula (diâmetro diastólico – diâmetro sistólico / diâmetro sistólico) e expressa 

em porcentagem (%); 

3) mudança de área fracional (MAF) calculada pela fórmula (área diastólica – 

área sistólica / área diastólica) e expressa em porcentagem (%). 

 

4.4.2 Cateterismo Cardíaco 

 

O cateterismo cardíaco foi realizado sem o conhecimento prévio dos 

grupos experimentais com o objetivo de registrar a pressão sistólica do 

ventrículo esquerdo ventricular (PSVE), pressão diastólica final do ventrículo 

esquerdo (PDFVE), índice de contratilidade (+dP/dt), índice de relaxamento (-

dP/dt) e freqüência cardíaca (FC). Os animais foram anestesiados e uma 

cânula, confeccionada em tubos tygon PE-50 (Clay/Adams, USA), preenchida 

com NaCl 0,9% (p/v) e heparina sódica (Liquemine-Roche, 5000U) foi 

implantada na câmara ventricular esquerda via artéria carótida comum direita. 

Em seguida a cânula foi conectada a um transdutor eletromagnético de 
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pressão (Strain-Gauge-Narco Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155, 

Houston, Texas, USA) acoplado a um pré-amplificador de sinais (Pressure 

Amplifier HP 8805C). Os sinais obtidos foram gravados em um 

microcomputador equipado com um sistema de aquisição de dados (AT/MCA 

CODAS-DATAQ instruments, Akron, OH, EUA) com taxa de amostragem de 

2000 Hz por canal. Foram realizados registros pressóricos aórticos 

previamente e após a canulação ventricular para certificação de uma possível 

lesão da valva semilunar aórtica (Araujo et al., 2008). 

 

4.5 Sacrifício, Cálculo do Índice de Hipertrofia Cardíaco e Preparo do 

Tecido 

 Imediatamente após o registro intraventricular, ainda sob efeito 

anestésico, os animais foram mortos por deslocamento cervical. O coração foi 

rapidamente retirado e pesado para o cálculo do índice de hipertrofia cardíaco 

pela razão do peso em miligrama de tecido cardíaco por grama de peso 

corporal (Araujo et al., 2008). Feto isso, o ventrículo esquerdo foi dissecado e 

fatiado longitudinalmente. Essas amostras ventriculares foram congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas no freezer -80ºC até a realização das 

dosagens teciduais. 

 

4.6 Quantificação das Proteínas 

 

As proteínas foram quantificadas pelo método descrito por Bradford 

(Bradford, 1976) que utiliza como padrão uma solução de albumina bovina na 
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concentração de 1 mg/mL. A medida foi efetuada em espectrofotômetro a 625 

nm e os resultados expressos em mg/mL. 

 

4.7 Dosagem da Concentração de Peróxido de Hidrogênio 

  

O método está baseado na oxidação do vermelho de fenol pelo peróxido 

de hidrogênio mediado pela peroxidase de rabanete (HRPO), resultando num 

produto que absorve em 610 nm. Fatias do tecido cardíaco foram incubadas 

por 60 minutos a 37ºC em tampão fosfato 10 mmol/L (NaCl 140 mmol/L e 

dextrose 5 mmol/L). Após, os sobrenadantes foram coletados e incubados com 

solução de vermelho de fenol 0,28 mmol/L e HRPO 8,5 U/mL. Após 5 minutos, 

adicionou-se  NaOH 1mol/L e realizou-se a leitura a 610 nm. O resultados 

foram expressos em nmoles de H2O2 por grama de tecido (Pick & Keisari, 

1980). 

 

4.8 Determinação da Concentração de Glutationa Reduzida e Oxidada 

 

A razão entre a concentração de glutationa reduzida e oxidada 

(GSH/GSSG) foi determinada no homogeneizado de tecido cardíaco (100 mg) 

conforme descrito por Akerboom e Sies (Akerboom &  Sies, 1981). Para isso, 

as amostras foram desproteinizadas com ácido perclórico 2 mol/L, centrifugada 

por 10 minutos 1000xg e o sobrenadante foi neutralizado com hidróxido de 

potássio 2 mol/L. O ensaio foi realizado adicionando às amostras uma solução 

de tampão fosfato 100 mmol/L (pH 7,2), nicotinamida dinucleotídeo fosfato 2 

mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL, ácido 5,5’ ditiobis (2-nitro benzóico) 70 
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µmol/L. Para determinar a glutationa oxidada adicionou-se ao sobrenadante 20 

mmol/L de N-etilmaleimida (NEM) e, após, as amostras também foram 

neutralizadas com hidróxido de potássio 2 mol/L. A leitura foi feita com o 

comprimento de onda de 412 nm e os valores obtidos foram expressos em 

mmol por grama de tecido. 

 

4.9 Análise do Imunoconteúdo por Western Blot 

 

As amostras de tecido foram descongeladas em tampão Tris-EDTA 

gelado (Tris HCl 100 mmol/L, EDTA 5 mmol/L, pH=7,4) e homogeneizadas 

usando um homogenizador Politron em dois pulsos de 15s com intervalo de 

10s. Foi adicionado ao tampão, aprotinina (10 µg/mL), leupepsina (10 µg/mL), 

pepstatina A (10 µg/mL) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (20 µmol/L), para 

prevenir a degradação protéica. As concentrações de proteína foram 

analisadas e utilizadas para normalizar a quantidade de proteína (Klein et al., 

1995). Cem microgramas de proteína foram expostos à eletroforese de gel 

monodimensional de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) num 

sistema descontínuo usando 15% (p/v) de gel separador e 5% (w/v) de gel 

fixador. As proteínas separadas foram transferidas através de eletroforese para 

membranas usando tampão Towbin modificado, contendo Tris 20 mmol/L, 

glicina 150 mmol/L, metanol 20% (v/v), SDS 0,02% (p/v) (pH= 8,3) numa 

unidade de transferência Bio-Rad resfriada. Após, os sítios de proteínas 

inespecíficas foram bloqueados por 1h em incubação com solução bloqueadora 

(5% (p/v) de leite desnatado) em tampão Tris salina 0,1% (p/v), tween-20. As 
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membranas foram processadas por imunodetecção, usando-se os anticorpos 

primários listados na tabela 1.  

 

Tabela 1. Lista de anticorpos primários utilizados neste trabalho. 

Anticorpo Peso molecular (kDa) 

Fosfo Akt e Akt total 60 

Fosfo mTOR e mTOR total 289 

Fosfo GSK-3β e GSK-3β total 46 

Fosfo ERK e ERK total 42-44 

Fosfo JNK e JNK total 46-54 

AngII 60 

AT1 43 

AT2 44 

AIF 57 

Trx-1 12 

GAPDH 35 

 

Akt, proteína quinase B; mTOR, mammalian target of rapamycin; GSK-3β, 

glicogênio sintase quinase; ERK, proteína quinase regulada por sinal 

extracelular; JNK, quinase c-Jun N-terminal; AngII, angiotensina II; AT1, 

receptor da angiotensina 1; AT2, receptor da angiotensina 2; AIF, fator de 

indução à apoptose; Trx-1, tiorredoxina 1; GAPDH, gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase. 
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Como anticorpos secundários foram utilizados os anticorpos anti-coelho, 

anti-cabra e anti-camundongo (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA). As membranas foram incubadas com solução de ECL adaptada do kit 

comercial (Amersham Biosciences) e reveladas por quimiluminescência. Os 

filmes autoradiográficos foram analisados e quantificados através de um 

densitômetro de imagem (Imagemaster VDS Cl, Amersham Biosciences 

Europe, IT) e os resultados foram expressos em unidades arbitrárias de pixels. 

Os pesos moleculares das bandas de proteínas foram determinados utilizando 

como referência um padrão de peso molecular (RPN 800 rainbow full range 

Bio-Rad, CA, USA). Os resultados foram normalizados pelo imunoconteúdo do 

GAPDH (Diniz et al., 2009). 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
  

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média 

para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados. 

Os testes utilizados foram: test t de Student para amostras não pareadas ao 

compararmos 2 grupos (artigo I); ANOVA de duas vias complementado pelo 

teste de Student-Newmann-Keuls ao compararmos 6 grupos e considerando 

dois fatores de influência (artigo II); correlação de Pearson’s para realizarmos 

as associações entre os diferentes parâmetros obtidos. O software SigmaStat 

3.5 foi utilizado como ferramenta computacional para análise estatística dos 

dados e as diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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6. RESULTADOS 
 
 

Os resultados obtidos neste estudo foram apresentados na forma de 

dois artigos para a submissão em revistas internacionais. O primeiro artigo 

intitulado “Redox-sensitive prosurvival and proapoptotic protein expression in 

the myocardial remodeling post-infarction in rats” foi publicado em 30/03/2010 

na revista Molecular and Cellular Biochemistry. Já o segundo artigo intitulado 

“The correlation of redox-sensitive proapoptotic proteins and thioredoxin in early 

and late post-infartion cardiac remodeling” foi submetido em 11/10/2010 para o 

Journal of Cardiovascular Pharmacology e encontra-se em processo de 

avaliação. 

 

6.1 Artigo I: Redox-sensitive prosurvival and proapoptotic protein expression in 

the myocardial remodeling post-infarction in rats. 

  

Neste artigo foi demonstrada uma associação entre os níveis de 

peróxido de hidrogênio e o desbalanço redox com uma disfunção ventricular 28 

dias após a indução do infarto do miocárdio em ratos, quando observamos o 

direcionamento de algumas proteínas redox-sensíveis para uma hipertrofia 

cardíaca mal adaptada. 
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6.2 Artigo II: The correlation of redox-sensitive proapoptotic proteins and 

thioredoxin in early and late post-infartion cardiac remodeling. 

Neste artigo foi demonstrado um perfil temporal da influência do H2O2 

em algumas proteínas sinalizadoras redox-sensíveis envolvidas no 

remodelamento cardíaco pós-infarto. Além do mais, também foi verificada a 

participação do sistema renina angiotensina e da tiorredoxina-1 nesse processo 

de transição do infarto do miocárdio para insuficiência cardíaca. 
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5. 
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7. DISCUSSÃO CONCLUSIVA 
 
 
 

As modificações cardíacas que caracterizam o remodelamento após o 

infarto do miocárdio (IM) estão sob diferentes estímulos ao longo desse 

processo. O estresse oxidativo (EOX) e o sistema renina angiotensina (SRA) 

exercem influências no padrão de remodelamento cardíaco (RC) com o passar 

do tempo. Desta forma, torna-se fundamental caracterizar o perfil temporal 

destas influências durante a transição do IM para insuficiência cardíaca (IC), 

com o intuito de identificar oportunidades terapêuticas. 

Para isso, diversos modelos animais têm sido utilizados para a indução 

do IM e para mimetização dos acontecimentos pós-IM em humanos. Dentre 

estes, destaca-se o modelo da oclusão coronariana por ligadura. 

Classicamente, a oclusão da artéria coronária descendente anterior tem sido 

utilizada para o estudo do RC e da IC (Pfeffer et al., 1979). Com este intuito, o 

Laboratório de Fisiologia Cardiovascular e Espécies Ativas de Oxigênio da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul passou a utilizar este modelo 

animal. Apesar de exigir uma técnica cirúrgica apurada, o modelo tem sido 

reproduzido e pode ser utilizado para o estudo da disfunção ventricular e 

insuficiência cardíaca, observadas com o passar do tempo após o IM. Assim, 

no primeiro artigo foi caracterizado o estado redox e a atividade da Akt, mTOR, 

GSK-3β, ERK e AIF, proteínas redox-sensíveis envolvidas com a sinalização 

intracelular, durante o RC 28 dias pós-IM. Feito isso, partimos para verificação 

do perfil destas proteínas e da sua modulação pelo H2O2, assim como da 

influência do sistema renina angiotensina neste processo dois, sete e vinte e 

oito dias pós-IM (Artigo II). 
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A moderada área de infarto e o baixo índice de mortalidade evidenciam 

a eficácia da técnica cirúrgica e a boa padronização da mesma neste trabalho. 

Logo após a oclusão coronariana, foi observada uma alteração na coloração do 

miocárdio comprometido, o que evidencia uma isquemia tecidual localizada. 

Tanto os animais infartados (MI) quanto os controles (Sham) apresentaram 

uma redução significativa na fração de encurtamento do ventrículo esquerdo 

(FEnc) 2 dias após o procedimento cirúrgico (Artigo II). O estresse cirúrgico 

pela manipulação do coração pode gerar um atordoamento cardíaco e até 

mesmo causar o óbito, principalmente por provocar arritmias (Zornoff et al., 

2009). Tendo em vista que ambos os grupos foram expostos ao mesmo 

estresse cirúrgico, com exceção da ligadura coronariana, a diminuição na FEnc 

pode ser uma conseqüência desta manipulação. Contudo, enquanto os 

mecanismos compensatórios foram eficazes em restabelecer a função cardíaca 

nos animais Sham, ao longo dos 28 dias de pós-operatório, os infartados 

tiveram piora ainda mais significativa com o passar do tempo (Artigo II), 

principalmente entre o segundo e o sétimo dia de estudo. Neste intervalo, os 

animais infartados mostraram uma redução significativa tanto na FEnc quanto 

na fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FE) e na mudança de área 

fracional (MAF). Apesar de haver alterações morfométricas e hemodinâmicas, 

os parâmetros ecocardiográficos dos animais 7 dias persistem aos 28 dias, o 

que evidencia importantes modificações funcionais na primeira semana pós-IM. 

Nossos achados corroboram com estudos prévios que destacaram uma queda 

mais pronunciada da função cardíaca 7 dias após a oclusão coronariana, e 

sendo esta mais suave ao longo de 16 semanas (Rabald et al., 2007). 

Entretanto, apesar da semelhança na análise ecocardiográfica, sinais de IC 
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congestiva geralmente começam a ficar mais nítidos na terceira semana pós-

MI, quando os mecanismos compensatórios tornam-se ineficazes (Pfeffer et al., 

1990). De fato, verificamos no primeiro artigo um aumento na ativação da ERK 

associada com a hipertrofia cardíaca mal adaptada 28 dias pós-IM. Nossos 

dados corroboram os achados de Ruffels et al., 2004 que observaram o 

envolvimento da ERK com a morte celular (Ruffels et al., 2004). 

Adicionalmente, observamos uma elevada pressão diastólica final do ventrículo 

esquerdo (PDFVE) nestes animais, um indicativo do estabelecimento da IC 

(Artigo I). O aumento da PDFVE nesta transição geralmente é acompanhado 

pela diminuição da pressão sistólica e dos índices de contratilidade (+dP/dt) e 

relaxamento (-dP/dt) do ventrículo esquerdo de animais com IC pós-IM (Rabald 

et al., 2007; Francis et al., 2001). Além do mais, o estado de EOX parece estar 

envolvido nesta transição.  

Vários estímulos como, por exemplo, o tempo após a oclusão 

coronariana, o tamanho do infarto e respostas neurohumorais parecem 

influenciar fontes geradoras de espécies ativas de oxigênio (EAO) nesta 

progressão. Dentre outras EAO, tem sido postulado que o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) apresenta certa influência em adaptações cardiovasculares 

durante o RC, tendo em vista a sua estabilidade e baixa reatividade (Forman, 

2007; Stone, 2006). Verificamos um pronunciado aumento na concentração de 

H2O2 associado com uma disfunção ventricular nos animais 7d-MI (Artigo II). 

Justamente nesse tempo, foi observado um aumento no imunoconteúdo de 

angiotensina II (AngII), corroborando os achados de Busatto et al., 1997 que 

indicam uma maior ativação do SRA, pelo aumento da atividade da enzima 

conversora da angiotensina, 7 dias pós-IM. Muitos dos efeitos desencadeados 
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pelo SRA ocorrem pela interação da AngII com seu receptor de membrana e 

parecem depender da formação de EAO pela enzima NADPH oxidase (Mak & 

Newton, 2001). Ou seja, possivelmente a maior ativação do SRA nos animais 

7d-MI estimule a formação exagerada de EAO, de maneira que os sistemas de 

defesa antioxidante não conseguem estabilizá-las. Evidencias da literatura 

indicam um aumento das reservas antioxidantes nos cardiomiócitos durante o 

RC bem adaptado pós-IM e uma associação entre disfunção ventricular e o 

estado de EOX durante o RC mal adaptado (Singal et al., 1999). Sendo assim, 

nossos achados sugerem um período de estabelecimento da IC 28 dias pós-

IM, uma vez que observamos uma correlação positiva entre a disfunção 

cardíaca e o desbalanço redox celular (Artigo I), assim como uma menor 

ativação de proteínas sinalizadoras da sobrevivência celular (Akt/mTOR) e um 

aumento de outras proapoptóticas (GSK-3β e AIF).  

Neste tempo de estudo, as concentrações de H2O2 mostraram 

correlação positiva com parâmetros de disfunção cardíaca como, por exemplo, 

a PDFVE. Tem sido mostrado que o H2O2 pode estar envolvido nos diferentes 

estágios de transição do IM para IC, modulando a ativação de proteínas redox-

sensíveis como a proteína quinase B (Akt) e as proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPK). (Forman, 2007; Stone & Yang, 2006; Kwon et al., 2003). 

Destacamos, no segundo artigo, uma correlação positiva entre as 

concentrações de H2O2 e o imunoconteúdo da JNK, uma proteína envolvida 

com a sinalização para morte celular e com o RC mal adaptado. Possivelmente 

as concentrações de EAO tenham aumentado previamente ao segundo dia 

pós-IM e, por mecanismo contra-regulatório, promoveu o aumento das defesas 

antioxidantes. Dentre outros antioxidantes, destacamos a importância da 
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tiorredoxina-1 (Trx-1) na estabilização do H2O2 (World & Yamawaki, 2006). 

Verificamos um grande aumento no imunoconteúdo da Trx-1 no 

homogeneizado cardíaco do grupo 2d-MI que correlacionou-se negativamente 

com a concentração de H2O2. Ou seja, este antioxidante parece exercer forte 

influência na estabilização dessa EAO neste período pós-IM, o que acaba 

sustentando o RC bem adaptado, uma vez que a JNK mostrou-se bastante 

diminuída. Embora a função cardíaca já tenha se mostrado diminuída 2 dias 

pós-IM, como comentado previamente, esta queda foi mais pronunciada após 7 

dias, justamente quando observamos uma súbita elevação nas concentrações 

de H2O2 e no imunoconteúdo da AngII e da JNK. Possivelmente a maior 

ativação do SRA, com adicional formação de EAO, culmine com a elevação da 

concentração de H2O2 e, consequentemente, direcionando a sinalização 

intracelular para morte. Neste sentido, Lu et al., 2004 mostraram que o 

tratamento com losartan, um bloqueador específico do receptor AT1 da AngII, 

suprimiu significativamente tanto a expressão gênica quanto protéica da gp91-

phox no coração de ratos 7 dias pós-IM. Utilizando outro modelo de RC, nosso 

grupo tem observado a participação do SRA na produção de EAO, e no 

aumento da expressão protéica da gp91-phox (dados ainda não publicados). 

Ou seja, parece que a AngII aumenta a atividade da NAPDH oxidase que, por 

sua vez, produz mais ânion radical superóxido (O2
•–). Como a expressão 

protéica e a atividade da SOD mostraram-se elevadas, é possível que essa 

enzima antioxidante tenha dismutado maior quantidade de O2
•– em H2O2, como 

pôde ser evidenciado pelos altos níveis dessa espécie. 

Verificamos, no presente estudo, uma maior ativação da GSK-3β nos 

grupos 7d-MI e 28d-MI. Ou seja, por direcionar a sinalização para morte 
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celular, parece que uma elevação brusca na concentração de H2O2 determina a 

transição do RC bem adaptado para o RC mal adaptado.  

 

 

 

Figura 8. Esquema representativo dos principais achados deste trabalho. 

 

Na figura 8, é sugerido um mecanismo para explicar a participação do 

H2O2 na modulação de algumas vias sinalizadoras durante o processo de RC 

pós-IM em ratos. O RC adverso é conseqüente da ativação de proteína pró-

apoptóticas (JNK, GSK-3β), quando as concentrações de H2O2 encontram-se 

elevadas. Na progressão deste processo, o SRA encontra-se mais ativo, o que 

propicia uma adicional formação de EAO, culminando com piora da função 

cardíaca. Neste contexto, a Trx-1 tem um papel central, inibindo o RC adverso, 

tendo em vista sua ação no controle dos níveis de H2O2 e por inibição direta de 
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proteínas pró-apoptóticas, assim como também parece estar envolvida na 

ativação de proteínas associadas com a sobrevivência celular (Akt/mTOR). Ou 

seja, desta forma, baixos níveis de H2O2 levam à sinalização intracelular para 

um RC bem adaptado.  

Em conclusão, o entendimento das adaptações antioxidantes 

endógenas, decorrentes do insulto isquêmico, e suas influências na sinalização 

celular ao longo do processo de RC pós-IM é de fundamental importância na 

identificação de janelas de oportunidade terapêutica. 
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8. PERSPECTIVAS 
 
 
 Seria interessante avaliar tempos intermediários ao longo do processo 

de remodelamento cardíaco, com o intuito de ampliar a visão dos parâmetros 

avaliados no presente estudo. 

 Poderia ser avaliado o envolvimento de outras proteínas redox-sensíveis 

envolvidas no processo de remodelamento cardíaco pós-IM como, por 

exemplo, a p38, ASK-1, caspases e família da Bcl-2. 

 A determinação do nível de influência da Trx-1 nos processos avaliados 

poderia ser confirmada através de silenciamento gênico e/ou de sua super-

expressão. Nestas situações, a determinação do impacto funcional seria 

relevante. 

 Uma visão mais completa do sistema tiorredoxina seria possível por 

meio da avaliação de outras proteínas envolvidas no controle das 

concentrações de EAO, tais como peroxirredoxina e glutarredoxina. 

 Para determinar a participação relativa do SRA nos fenômenos 

estudados, uma sugestão seria a inibição deste.  
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