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RESUMO 

 

O remodelamento cardíaco é o conjunto das alterações moleculares, celulares e 
teciduais que reflete as modificações estruturais e/ou funcionais do coração frente 
a diferentes estímulos, que podem ser fisiológicos ou patológicos. Diversos 
sistemas fisiológicos desempenham funções essenciais para o estabelecimento e 
progressão dessas alterações. Dentre eles, o sistema renina-angiotensina-
aldosterona e o sistema nervoso autônomo, que são fundamentais nos ajustes 
fisiológicos da frequência, força e hemodinâmica cardíaca. Por outro lado, a ação 
excessiva dos efetores desses sistemas pode gerar modificações patológicas no 
músculo cardíaco, que, quando não resolvidas, estão associadas à instalação das 
doenças cardíacas. O remodelamento cardíaco patológico pode ser caracterizado 
por hipertrofia, fibrose e inflamação, que são, pelo menos em parte, mediados pelo 
desbalanço entre a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e as defesas 
antioxidantes, o que é definido como estresse oxidativo. Neste contexto, a gp91phox 
(NOX-2) é um agente fundamental, pois é a principal fonte de ROS para o tecido 
cardíaco. A atividade da gp91phox pode ser modulada de diferentes formas, e sabe-
se que as fosfoinositideo-3-quinases (PI3K), uma família de cinases que regulam 
funções como crescimento de cardiomiócitos, sobrevivência, inflamação e 
contratilidade cardíaca, também está associada à atividade de gp91phox na 
produção de ROS. Embora haja evidências esparsas de que a gp91phox medeia os 
efeitos cardíacos rápidos da aldosterona e de que tanto a PI3K quanto a gp91phox 
estão envolvidas com os efeitos cardiodeletérios do estresse adrenérgico crônico, 
dados mecanicistas de como se dá a ativação desta via ainda não foram 
consolidados. Sendo assim, o intuito deste trabalho é entender o papel da gp91phox 
nas alterações cardíacas agudas e crônicas que dependem do estresse oxidativo 
induzido por diferentes estímulos, e de definir o envolvimento da PI3K com a sua 
atividade. No presente estudo, nós avaliamos o papel da gp91phox (i) nas alterações 
cardíacas agudas induzidas pela aldosterona, e (ii) no remodelamento cardíaco 
induzido pelo estresse adrenérgico crônico. No primeiro capítulo, nossos 
resultados mostram que a gp91phox medeia os efeitos agudos da aldosterona: (a) 
na produção de ROS e carbonilação de proteínas no tecido cardíaco; (b) na 
oxidação da calmodulina quinase II (CaMKII) e no transiente de cálcio 
citoplasmático; e (c) em vias pró-inflamatórias celulares e teciduais no coração. 
Mostramos também que a PI3Kγ participa do efeito oxidativo da aldosterona em 
cardiomiócitos ventriculares isolados. Já no segundo capítulo, mostramos que: (d) 
que a NADPH oxidase participa do efeito fibrótico e hipertrófico do estresse 
adrenérgico crônico; e que (e) estes efeitos dependem da via gp91phox/PI3Kγ/ROS. 
Juntas, estas evidências trazem um maior entendimento sobre o envolvimento da 
gp91phox nas alterações cardíacas agudas e crônicas que dependem do estresse 
oxidativo, e do papel crucial da PI3Kγ como seu mediador upstream, o que coloca 
a via de sinalização PI3Kγ/gp91phox/ROS como alvo importante no estudo dos 
mecanismos das doenças cardíacas caracterizadas por inflamação, hipertrofia e 
fibrose cardíaca. 
 
Palavras-chave: Estresse oxidativo; aldosterona; sinalização adrenérgica; 
remodelamento cardíaco. 

  



 

ABSTRACT 

 

Cardiac remodeling characterizes a group of molecular, cellular and tissue changes 

that reflect the structural and/or functional alterations of the heart in response to 

different stimuli, which can be physiological or pathological. Several physiological 

systems play essential roles for the establishment and progression of these changes. 

Among them, the renin-angiotensin-aldosterone and the autonomic nervous system 

are fundamental in the physiological adjustments of cardiac frequency, strength and 

hemodynamics. On the other hand, the excessive action of the effectors of these 

systems can generate pathological changes in the heart muscle, which, when 

unresolved, are associated with the onset of heart disease. Pathological cardiac 

remodeling can be characterized by hypertrophy, fibrosis, and inflammation, which are, 

at least in part, mediated by the imbalance between reactive oxygen species (ROS) 

production and antioxidant defenses, which is defined as oxidative stress. In this 

context, gp91phox (NOX-2) is a key agent, as it is the main source of ROS in the cardiac 

tissue. The activity of gp91phox can be modulated by different stimuli, and 

phosphoinositide-3-kinases (PI3K), a family of kinase that regulate functions such as 

cardiomyocyte growth, survival, inflammation and cardiac contractility, are also known 

to be associated with the activity of gp91phox in ROS production. Although there is 

sparse evidence that gp91phox mediates the rapid cardiac effects of aldosterone and 

that both PI3K and gp91phox are involved with the cardiodeleterious effects of chronic 

adrenergic stress, mechanistic data on how this pathway is activated has not yet been 

consolidated. Therefore, the aim of this work is to understand the role of gp91phox in 

acute and chronic cardiac alterations that depend on oxidative stress induced by 

different stimuli, and to define the involvement of PI3K in this process. In the present 

study, we evaluated the role of gp91phox (i) in acute cardiac changes induced by 

aldosterone, and (ii) in cardiac remodeling induced by chronic adrenergic stress. In the 

first chapter, our results show that gp91phox mediates the acute effects of aldosterone: 

(a) on ROS production and protein carbonylation in cardiac tissue; (b) in the oxidation 

of calmodulin kinase II (CaMKII) and in the cytoplasmic calcium transient; and (c) in 

cellular and tissue proinflammatory pathways in the heart. We also show that PI3Kγ 

participates in the oxidative effect of aldosterone on isolated ventricular 

cardiomyocytes. In the second chapter, we show that: (d) that NADPH oxidase 

participates in the fibrotic and hypertrophic effects of chronic adrenergic stress; and 

that (e) these effects depend on the gp91phox/PI3Kγ/ROS pathway. Together, these 

evidences bring a greater understanding of the involvement of gp91phox in acute and 

chronic cardiac abnormalities that depend on oxidative stress, and the crucial role of 

PI3Kγ as its upstream mediator. Our data support the idea that tools targeting the 

PI3Kγ/gp91phox/ROS signaling pathway may be important in the study of the 

mechanisms of cardiac diseases characterized by inflammation, hypertrophy and 

cardiac fibrosis. 

Keywords: Oxidative stress; aldosterone; adrenergic signaling; cardiac remodeling. 
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HW/TL Razão do peso do coração pelo tamanho da tíbia 

IGF-1 Fator de crescimento semelhante à insulina 

IL-10 Interleucina 10 

IL-1β Interleucina 1 beta 

IL-33 Interleucina 33 

IP3 Inositol trifosfato 

ISO Isoproterenol 

IVS;d Espessura do septo interventricular 

JNK c-Jun N-terminal cinase 

KCl Cloreto de potássio 

KG Kilogramas 

MAPK Proteína quinase ativada por mitógenos 

MDA Malonaldeído 



 

MMP-2 Metaloproteinase de matriz do tipo 2 

MMP-9 Metaloproteinase de matriz do tipo 9 

MMP Metaloproteinases de matriz 

MR Receptor de mineralocorticoide 

mRNA  RNA mensageiro 

mTOR  Mammalian target of rapamycin 

NaCl Cloreto de sódio 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato  

Ncf1-/- Camundongos nocautes para p47phox 

NE Noradrenalina 

NES Escore de enriquecimento normalizado 

NET Transportador de noradrenalina 

NFAT Nuclear factor of activated T-cell 

NF-kB Fator nuclear kappa B 

NGAL1 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

NRF2 Fator 2 relacionado ao fator eritroide 

O2- Ânion superóxido 

PAST PAleontological STatistics 

PBS Tampão fosfato-salino 

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas 

PFA Paraformaldeído 

PI3K Fosfoinositídeo 3-quinase 

PKA Proteína quinase A 

PKC Proteína quinase C 

PLC Fosfolipase C 

PLN Fosfolambam 

PVDF Polifruoreto de vinilideno 

ROS Espécies reativas de oxigênio 

SEM Erro padrão da média 

SGK serum- and glucocorticoid-regulated kinase 

SNS Sistema nervoso simpático 

SOD Superóxido dismutase 

TAC Constrição da aorta transversa 

TGF-β Fator de crescimento e transformação do tipo beta 

TIMP-2 Inibidor tecidual de metaloproteinase do tipo 2 

TIMP Inibidores teciduais de metaloproteinases 

TNF-α  Fator de necrose tumoral alfa 

VSMC Células do músculo liso vascular 

WGA Wheat germ agglutinin 

WT Wild type 

α-MHC Miosina de cadeia pesada do tipo alfa 

α-SMA Actina do músculo liso do tipo alfa 

β-MHC Miosina de cadeia pesada do tipo beta 
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1  Remodelamento cardíaco: conceitos gerais 

 

As doenças cardiovasculares são a maior causa de morte no mundo. Dados da 

Organização Mundial da Saúde mostram que elas foram responsáveis pela morte de 

8,9 milhões de morte em todo o mundo, o que corresponde a 16% dentre todas as 

causas de mortalidade (WHO, 2020) A patogênese destas doenças envolve 

inflamação, hipertrofia, fibrose e estresse oxidativo, que compõem o remodelamento 

estrutural e funcional do sistema cardiovascular, provocando efeitos deletérios ao 

organismo e levando à morte. 

As alterações intersticiais, celulares e moleculares que promovem 

manifestações clínicas em tamanho, forma e função do coração, decorrentes de um 

estímulo estressor, são denominadas de remodelamento cardíaco. O remodelamento 

pode ser classificado em dois subtipos, fisiológico ou patológico (COHN et al., 2000; 

AZEVEDO et al., 2015). O remodelamento do tipo fisiológico se dá quando são 

observadas alterações na estrutura ou função cardíaca, como aumento de massa e 

dimensões, acompanhadas de preservação ou aumento da contratilidade deste órgão, 

como ocorre em resposta ao exercício físico (KEMI et al., 2007). Já o remodelamento 

do tipo patológico está relacionado muitas vezes às alterações que progridem com 

redução da performance cardíaca e reexpressão de genes fetais, como acontece após 

o infarto agudo do miocárdio, na Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) e nas 

miocardites (BURCHFIELD, XIE e HILL, 2013). 

Um evento comum ao remodelamento cardíaco, seja fisiológico ou patológico, 

é a hipertrofia, conceituada como um aumento do músculo cardíaco e caracterizada 

pela ativação de vias de sinalização hipertróficas, com consequente aumento do 

volume celular (ZHU et al., 2019). Em termos gerais, a hipertrofia cardíaca é uma 

resposta adaptativa que oferece ao coração a capacidade de tolerar melhor uma 

pressão diastólica final aumentada, com manutenção do débito cardíaco (FREY et al., 

2004).  

O desfecho clínico da hipertrofia, entre fisiológica ou patológica, é determinado 

principalmente pela natureza do estímulo e, portanto, das vias de sinalização ativadas 

no coração (KEMI et al., 2007).  Na hipertrofia fisiológica ocorre manutenção ou 

otimização da performance funcional cardíaca, com melhoria da eficiência energética, 
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ativação dos sistemas antioxidantes e aumento da angiogênese de forma proporcional 

ao crescimento cardíaco. Por outro lado, diante da persistência do estímulo 

hipertrófico, o coração pode progredir com dilatação de suas paredes, redução da 

contratilidade e insuficiência (Figura 1). Assim, esta hipertrofia é considerada 

patológica, pois é acompanhada de ativação excessiva de fibroblastos, morte celular 

e alteração na expressão dos genes que codificam as proteínas responsáveis pela 

mobilização do cálcio intracelular (NAKAMURA e SADOSHIMA, 2018). 

 

Figura 1. Visão geral da hipertrofia cardíaca fisiológica e patológica. A natureza do 
estímulo determina se as adaptações estruturais e funcionais do coração levarão ao estado 
patológico ou não. Na hipertrofia fisiológica é observada preservação ou incremento da função 
cardíaca. Já na hipertrofia patológica, o aumento do músculo cardíaco é acompanhado por 
alterações em sua contratilidade, culminando em disfunção e insuficiência nos estágios mais 
avançados. Fonte: Nakamura e Sadoshima, 2018. 
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Estímulos de diferentes tipos podem promover remodelamento cardíaco 

patológico. Infecções (NUNES ET AL., 2018), doenças pulmonares (MIKHAEL et al., 

2019), subnutrição (EL-SAYED et al., 2005), estenose aórtica (YARBROUGH et al., 

2012), diabetes melitus (YAP et al., 2019), anemia (MARTENS et al., 2016) e uma 

série de outras doenças e condições clínicas. Nos capítulos subsequentes que tratam 

dos resultados desta tese, daremos ênfase a dois sistemas de controle fisiológicos: 

(a) sistema renina-angiotensina, representado pela aldosterona, um dos seus 

principais efetores; e (b) sistema nervoso autônomo, com foco na atividade 

adrenérgica. Ambos os sistemas, embora sejam absolutamente importantes para a 

manutenção da homeostase cardiovascular, quando apresentam atividade 

exacerbada, conduzem a alterações estruturais e funcionais do músculo cardíaco que 

estão relacionadas ao remodelamento patológico do órgão.  

 

1.2 Alterações funcionais no remodelamento cardíaco 

 

Nos estágios iniciais do remodelamento são observadas adaptações que 

podem promover incremento da função cardíaca, podendo, inclusive, serem 

consideradas benéficas para o músculo cardíaco diante do estímulo estressor (COHN 

et al., 2000). Durante a fase inicial (compensatória) do remodelamento cardíaco 

induzido pelo estresse adrenérgico crônico são observadas mudanças funcionais nos 

cardiomiócitos que sugerem incremento da função cardíaca. No estudo de Parreira et 

al. (2020) foi demonstrado que a administração de uma dose de 20mg/kg/dia de 

isoproterenol por um período de 7 dias promoveu aumento da contratilidade de 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos. O incremento da função cardíaca foi 

observado também em animais geneticamente modificados com superexpressão de 

receptores β1 adrenérgicos no coração (animais β1TG4). Os animais β1TG4 jovens 

apresentaram aumento da contratilidade cardíaca associado ao desenvolvimento da 

hipertrofia quando comparados aos animais selvagens. Entretanto, ao logo do tempo, 

estes animais passaram a apresentar redução da contratilidade cardíaca a partir da 

décima quinta semana de vida, e consequente insuficiência cardíaca quando idosos 

(ENGELHARDT et al., 1999). Este é um excelente exemplo de que, em termos gerais, 

a persistência do estímulo patológico promove a transição da hipertrofia 

compensatória para um estado em que o coração se torna incapaz de manter sua 

função, ocorrendo, portanto, a insuficiência.  
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Esta associação assimétrica entre alterações estruturais no músculo cardíaco 

e alterações funcionais que variam positivamente ou negativamente ao longo do 

tempo também pode ser observada no remodelamento cardíaco induzido pela 

sobrecarga pressórica. Camundongos submetidos à cirurgia de constrição da aorta 

transversa (TAC), um modelo clássico de hipertrofia cardíaca induzida por aumento 

de pós-carga, apresentam, na fase inicial do remodelamento, hipertrofia 

compensatória e aumento da contratilidade cardíaca (DEALMEIDA et al., 2010).  Com 

duas semanas após a realização da TAC são observadas a hipertrofia celular e o 

aumento da espessura da parede posterior do ventrículo esquerdo, sem a presença 

de alterações da função no exame ecocardiográfico (SILVA et al., 2021). Por outro 

lado, este cenário altera quando os animais são avaliados 4 semanas após a 

realização da TAC. Neste tempo, já é possível observar alterações na estrutura 

cardíaca, como aumento da massa e espessura da parede posterior do ventrículo 

esquerdo, mas também redução da fração de ejeção (LI et al., 2018). 

Frequentemente, a hipertrofia cardíaca concêntrica - observada nos estágios 

iniciais do remodelamento cardíaco, evolui para um fenótipo dilatado e excêntrico 

(HEINEKE E MOLKENTIN, 2006), como pode ser observado na Figura 2. Isto pode 

ser explicado pela adição de sarcômeros em série no músculo cardíaco.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diferentes estágios da hipertrofia cardíaca. Cortes longitudinais do coração de 
camundongos em diferentes estágios de hipertrofia. (a) Coração de um camundongo adulto 
jovem; (b) Coração de um animal com hipertrofia concêntrica, que pode apresentar 
manutenção de sua função. (c) Coração de camundongo com cardiomiopatia caracterizada 
pela hipertrofia excêntrica e dilatação, estado em que já pode ser observada redução da 
performance cardíaca. Fonte: Heineke e Molkentin, 2006. 
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1.3 Alterações celulares no remodelamento cardíaco 

 

No remodelamento cardíaco ocorre uma interação complexa entre 

cardiomiócitos e as demais células que povoam o tecido. Um dos eventos celulares 

clássicos do remodelamento cardíaco é a hipertrofia dos cardiomiócitos. Em modelos 

experimentais de hipertrofia cardíaca, o aumento do tamanho dos cardiomiócitos é um 

evento clássico. A administração de agonistas adrenérgicos em dias consecutivos, por 

exemplo, promove aumento da área de cardiomiócitos ventriculares (PARREIRA et 

al., 2020), estando este efeito associado ao aumento da expressão de genes fetais, 

que é um evento molecular característico do remodelamento cardíaco hipertrófico. 

O aumento na área celular também é observado em modelos experimentais 

que tem como base as alterações nos componentes do sistema renina-angiotensina-

aldosterona. A administração exógena de efetores desse sistema, como angiotensina 

II e aldosterona, induzem hipertrofia cardíaca com aumento da área dos 

cardiomiócitos ventriculares. Wang et al. (2018) mostraram que a infusão de 

1000ng/kg/min de angiotensina II por via subcutânea durante 2 semanas em 

camundongos induz o aumento do peso do coração, associado ao aumento da área 

dos cardiomiócitos e expressão aumentada do ANP (peptídeo natriurético atrial) e 

BNP (peptídeo natriurético cerebral). Nesta mesma linha, camundongos submetidos 

à administração de aldosterona (137μg/kg/dia) por via subcutânea durante um período 

de 8 semanas, associada à administração de 1% de NaCl + 0,3% KCl na água de 

beber, também apresentam hipertrofia cardíaca caracterizada por aumento da área 

dos cardiomiócitos ventriculares (SYED et al., 2018). Um estudo publicado 

previamente pelo nosso grupo também mostrou o aumento na área de cardiomiócitos 

ventriculares isolados de ratos TGR (mREN2)27, que apresentam hipertrofia cardíaca 

devido à expressão aumentada de renina em tecidos extrarenais, (JESUS et al., 

2020).  

O fenômeno hipertrófico está, muito frequentemente, associado à fibrose 

cardíaca, tendo como mediador celular mais importante os fibroblastos, que são as 

células bastante abundantes no tecido cardíaco em termos de número (HARA et al., 

2017). Estas células podem assumir diferentes fenótipos funcionais e estruturais, 

levando-se em conta os diferentes estágios do remodelamento cardíaco. Conforme 

pode-se observar na Figura 3, os fibroblastos cardíacos aumentam a produção de 

colágeno de forma proporcional ao seu grau de ativação, que pode ser indicado pela 
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expressão de actina do músculo liso do tipo α (α-SMA). Quando expressam este 

marcador, são então classificados como miofibroblastos, apresentando expressão 

reduzida de marcadores altamente expressos nos fibroblastos quiescentes ou 

ativados (TALLQUIST E MOLKENTIN, 2017). 

 

Figura 3. Categorias dos diferentes tipos de fibroblastos residentes no coração. Pelo 
menos três diferentes perfis de expressão de marcadores podem ser utilizados para classificar 
os fibroblastos cardíacos. Fonte: Adaptado de Tallquist e Molkentin, 2017. 

 
Além da contribuição dos fibroblastos cardíacos para a manutenção da matriz 

extracelular, ou para sua deposição excessiva, estas células também secretam 

enzimas, fatores de crescimento e citocinas que interferem diretamente na instalação 

e progressão da fibrose cardíaca, e também contribuem para a própria hipertrofia de 

cardiomiócitos. (LÓPEZ et al., 2021). A comunicação parácrina que ocorre entre 

fibroblastos ativados e cardiomiócitos durante o desenvolvimento do remodelamento 

cardíaco envolve fatores de crescimento como TGF-β, PDGF, IGF-1 e citocinas (IL-

33) (TAKEDA E MANABE, 2011). Para além dos mediadores químicos, as interações 

entre cardiomiócitos e fibroblastos também podem ocorrer por meio de comunicação 

elétrica. (HALL et al., 2021; PELLMAN et al, 2016). O estudo de Vasquez et al. (2010) 

mostrou que o infarto do miocárdio induz mudanças no fenótipo de fibroblastos, 

aumentando o seu grau de interação com cardiomiócitos, que, em última análise, 

contribui para a instalação de eventos arrítmicos com ocorrência predominante nas 

áreas fibróticas. 

Além dos cardiomiócitos e fibroblastos, as células inflamatórias também 

compõem o microambiente tecidual no remodelamento cardíaco patológico. Mas é 
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importante ressaltar que, assim como os fibroblastos residentes – que são importantes 

para a manutenção da matriz extracelular em condições fisiológicas, os macrófagos 

cardíacos residentes desempenham funções não-inflamatórias importantes para a 

manutenção da atividade cardíaca em situações fisiológicas (HULSMANS et al., 

2017). 

A inflamação cardíaca e infiltração de leucócitos são fenômenos observados 

no remodelamento cardíaco induzido pelo estresse adrenérgico. Xiao et al. (2018) 

mostraram que uma única dose de 5 mg/kg de isoproterenol administrada por via 

subcutânea em camundongos promove o aumento da expressão de citocinas 

inflamatórias 12, 24 e 74 horas após a administração deste agonista adrenérgico. 

Associado ao aumento de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, o isoproterenol 

promove também a infiltração de macrófagos no tecido cardíaco, com consequente 

fibrose e disfunção diastólica.  

A contribuição dos macrófagos infiltrados para o desenvolvimento da disfunção 

cardíaca diastólica também é observada no remodelamento cardíaco induzido pela 

administração de aldosterona e sal (1% NaCl) em camundongos submetidos à 

nefrectomia unilateral. Neste modelo experimental, macrófagos cardíacos produzem 

IL-10, que ativa fibroblastos via sinalização parácrina e promovem, em última 

instância, a deposição de colágeno com consequente prejuízo no relaxamento do 

músculo cardíaco (HULSMANS et al., 2018). 

 

1.4 Mecanismos moleculares do remodelamento cardíaco 

 

A patogênese do remodelamento cardíaco patológico envolve uma série de 

eventos moleculares que se distribuem entre sinalizadores e transdutores de sinais. 

O estresse biomecânico, estímulos neuro-humorais, alterações no perfil transcricional, 

mediadores inflamatórios e o desequilíbrio redox configuram-se como processos-

chave que interagem entre si e direcionam as alterações celulares e teciduais nos 

seus diferentes estágios do processo patológico (PITOULIS E TERRACCIANO, 2020; 

HARTUPEE E MANN, 2017; QUILES et al., 2017; ADAMO et al., 2020). No contexto 

inflamatório, a ação dos mediadores inflamatórios pode funcionar como uma causa 

direta do remodelamento patológico, mas também pode exacerbar o remodelamento 

cardíaco já existente (YOSHIDA et al., 2015).  Já o estresse físico crônico, como a 

sobrecarga pressórica induzida pela TAC, induz o aumento da atividade de MAPK 
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(proteína quinase ativada por mitógenos) que alteram o perfil transcricional e fazem 

com que as células cardíacas passem a expressar genes relacionados à hipertrofia 

cardíaca (VAN EICKELS et al., 2001; SILVA et al., 2020). O remodelamento cardíaco 

patológico também pode estar associado ao aumento da sinalização mediada pela via 

calcineurina-NFAT (do inglês, nuclear fator of activated T-cell). Isto ocorre quando a 

calcineurina promove a desfosforilação e translocação nuclear do NFAT, que promove 

a reexpressão de genes fetais relacionados ao remodelamento cardíaco (WILKINS et 

al., 2004; KUMAR et al., 2018). 

 

1.5 ROS, estresse oxidativo e o remodelamento cardíaco 

 

Um número grande de estudos utilizando modelos experimentais animais e em 

humanos têm demonstrado o envolvimento das espécies reativas de oxigênio (ROS) 

no remodelamento cardíaco patológico (DEY et al., 2018; ZHANG et al., 2012; ZHANG 

et al., 2020). Estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a produção de 

ROS e os mecanismos endógenos antioxidantes de defesa, denominados de “estado 

redox” (VAN DER POL et al., 2019). 

As ROS são componentes envolvidas na fisiopatologia das doenças cardíacas, 

principalmente por que influenciam a função contrátil dos cardiomiócitos, deposição 

excessiva de matriz extracelular e hipertrofia celular (Figura 4). Elas são espécies 

químicas formadas por oxigênio que possuem alta reatividade com proteínas, lipídeos 

e ácidos nucleicos, danificando organelas como membranas e o núcleo celular. Elas 

incluem os radicais livres (O2-) e os não-radicais, que são capazes de gerar os radicais 

livres (H2O2) (MUNZEL et al., 2015; TSUTSUI et al., 2011; SEDDON et al., 2006). 
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Figura 4.  Os efeitos do estresse oxidativo no miocárdio. O acúmulo de espécies reativas 
de oxigênio (ROS) derivadas do desequilíbrio no estado redox promovem alterações elétricas 
nos cardiomiócitos, alteram a atividade da recaptação do Ca2+ citoplasmático pela SERCA2 e 
modulam a atividade dos receptores de rianodina presentes no retículo sarcoplasmático; 
também promovem alterações na expressão e atividade das metaloproteinases de matriz 
(MMPs) e de seus inibidores teciduais (TIMPs). Setas verdes indicam aumento dos 
mecanismos que tornam maiores as concentrações citoplasmáticas de Ca2+, bem como 
aumento da razão TIMP/MMP. Setas vermelhas tracejadas indicam efeito reversos das ROS 
sobre os canais de K+ e o trocador NCX. Fonte: van der Pol et al., 2019. 

 

A produção das ROS se dá principalmente através da atividade da NADPH 

oxidase, que é uma enzima multimérica formada por um complexo de proteínas ligado 

à membrana e outras subunidades citosólicas. Existem cinco diferentes subunidades 

catalíticas de NOX, enumeradas de 1 a 5, que apresentam níveis de expressão 

distintos nos diferentes tecidos. No coração, a mais expressa é a NOX-2, também 

conhecida como gp91phox. Em condições de repouso, a gp91phox e uma outra 

subunidade de menor peso molecular, a p22phox, estão localizadas na membrana 

como um complexo inativo. A ativação de gp91phox necessita da associação de suas 

unidades regulatórias citosólicas p67phox , Rac, p47phox e p40phox com o flavocitocromo, 

que catalisa a conversão de NADPH em oxigênio molecular, promovendo a formação 

de superóxido. A alteração conformacional de p47phox resultante de sua fosforilação 

promove sua interação com p22phox , que, por fim, resulta na ativação de gp91phox 

(ZHANG, 2020; LAMBETH, 2004; MURDOCH, 2006) 
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Figura 5. Estrutura e atividade da gp91phox (NOX-2). A gp91phox é a principal subunidade 
catalítica da NADPH oxidase no coração. Ela está ancorada na membrana, e sua atividade 
depende da translocação para a membrana das suas subunidades regulatórias citosólicas 
(p40phox, p67phox e p47phox), que ao serem fosforiladas, ativam a atividade catalíticada gp91phox, 
promovendo a produção de espécies reativas de oxigênio. Fonte: Lambert, 2004. 

 

O aumento da atividade de gp91phox ocorre em resposta a uma série de 

alterações patológicas cardíacas, incluindo fibrose, hipertrofia e disfunção ventricular. 

Sendo assim, a atenuação da atividade desta enzima está associada à prevenção 

destes eventos patológicos. Muito embora a ativação da gp91phox seja um processo 

que aconteça rapidamente, este evento é observado tanto em condições cardíacas 

agudas quanto crônicas. Tendo em vista a abrangência do estresse oxidativo no que 

tange os mecanismos patológicos, agudos ou crônicos, é necessário que se entenda 

de forma mais clara como a sinalização redox derivada da gp91phox está envolvida em 

fenômenos cardíacos como contratilidade, hipertrofia e fibrose cardíaca. 
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CAPÍTULO I 
Ativação da PI3K gama/gp91phox (NOX-2) é um sinal downstream 

necessário para ativação dos efeitos cardíacos agudos da 

aldosterona. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ações cardíacas da aldosterona 

 

Aldosterona é o principal hormônio esteroide com ação mineralocorticoide 

(SZTECHMAN, 2018). Produzida e liberada pela zona glomerulosa do córtex da 

glândula adrenal, sua importância na atividade renal é bastante descrita, 

especialmente sobre a reabsorção de sódio na porção distal dos néfrons e também 

sobre regulação a longo prazo da pressão arterial (MIHAILIDOU, 2012; CATENA et 

al., 2014). Um número crescente de trabalhos tem elucidado suas ações sobre outros 

tecidos, que ocorrem principalmente por meio do receptor de mineralocorticoide (MR) 

e são potencialmente intensificadas na presença de alta ingestão de sal. Nesta linha, 

evidências apontam que elevados níveis de aldosterona promovem remodelamento 

cardiovascular, caracterizado por inflamação, hipertrofia e fibrose (BRIET E 

SCHIFFRIN, 2010; MIHAILIDOU, 2012). 

A expressão dos receptores de mineralocorticoides foi detectada no tecido 

cardíaco humano, assumindo-se que a aldosterona circulante na corrente sanguínea 

tenha ação sobre os mesmos. Não obstante, a CYP11B2, uma aldosterona sintase, 

foi detectada em cardiomiócitos atriais e ventriculares. Isto sugere que a aldosterona 

produzida localmente pode ter ação crucial nos mecanismos de hipertrofia e fibrose 

cardíaca (TSYBOULEVA et al., 2004; GOMEZ-SANCHEZ E GOMEZ-SANCHEZ, 

2014; SZTECHMAN et al., 2018) 

 

2.2 Ações genômicas da aldosterona no coração 

  

No coração, as ações genômicas da aldosterona se dão principalmente quando 

a mesma se liga ao MR (Figura 6). A ligação da aldosterona ao MR promove a 

dissociação de chaperonas deste receptor.  O então formado complexo hormônio-

receptor migra como um dímero para o núcleo, onde se liga a sítios específicos do 

genoma que contém elementos responsivos aos mineralocorticoides, e inicia a 

transcrição de genes que codificam as SGK cinases, a família das proteínas Ras e a 

proteína CHIF, essenciais para atividade de canais de sódio e bomba de sódio e 

potássio (KRITIS, 2016). Além disto, foi demonstrado que a administração de 
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aldosterona reduz a expressão de ANP em corações de animais com hipertrofia 

cardíaca, exacerbando este processo patológico (AZIBANI, 2012). 

 

 

Figura 6. Ações genômicas vs ações não-genômicas da aldosterona. Os efeitos 
genômicos da aldosterona envolvem a translocação do receptor MR para o núcleo (esquerda 
na ilustração), que se liga aos elementos responsivos aos mineralocorticoides do DNA, 
promovendo a transcrição de genes. Já as ações não-genômicas (direita na ilustração) 
envolvem os efeitos rápidos deste esteroide, que promove alterações nas concentrações 
citoplasmáticas de cálcio, produção de ROS, ativação de diversas proteínas quinases. Fonte: 
Nagase e Fujita, 2013. 

 

2.3 Ações não-genômicas da aldosterona no coração 

 

As ações não-genômicas independem da transcrição e síntese de proteínas 

(Figura 6) e podem ser mediadas, ou não, pela ativação do MR, visto que algumas 

funções celulares da aldosterona podem ocorrer devido a  sua ligação ao receptor 

acoplado à proteína G 30 (GPR-30) (KRITIS et al., 2016; MIHAILIDOU E ASHTON, 

2014).   

As ações não-genômicas da aldosterona envolvem a fosforilação de MAPKs, 

aumento da atividade do co-transportador de Na+/K+
/2Cl- e da bomba de Na+K+ , bem 

como o aumento na produção de segundos mensageiros de membrana, como IP3, 



32 
 

DAG e PKC (CHUN E PRATT, 2004). Outro efeito importante não-genômico da 

aldosterona inclui o aumento da liberação de cálcio intracelular. O trabalho de Almeida 

et al. (2012) demonstrou que a aldosterona aumenta a amplitude do transiente de Ca2+ 

em cardiomiócitos isolados de camundongos adultos, sendo este efeito parcialmente 

abolido pelos antagonistas do receptor MR e do receptor de glicocorticoide (GR). Além 

disto, os autores também demonstraram que a aldosterona  induz um aumento da 

frequência de sparks de Ca2+, sendo estes efeitos mediados pela PKA. 

Os efeitos não-genômicos da aldosterona em miócitos cardíacos são mediados 

também pela ativação da NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 

oxidase. Hayashi et al. (2008) demonstraram que o tratamento de cardiomiócitos com 

aldosterona promove um rápido aumento intracelular de ROS, em cerca de cinco 

minutos após a incubação, e que esta ação não ocorre por meio de uma via genômica, 

visto que o pré-tratamento com actinomicina D ou com cicloheximidina, inibidores de 

transcrição ou síntese protéica, não afetaram o efeito da aldosterona sobre a atividade 

da NADPH.  

Em termos gerais, a produção de ROS devido à atividade da NADPH oxidase 

promove a oxidação das metioninas 281 e 282 no domínio regulatório da CaMKII 

(ERICKSON, 2008). O trabalho de He et al. (2011) demonstrou que altas doses de 

aldosterona promovem a oxidação e ativação da CaMKII em animais com infarto do 

miocárdio, levando à mortalidade devido ao aumento da expressão da 

metaloproteinase 9 (MMP-9), com consequente ruptura do miocárdio. Neste mesmo 

estudo foi demonstrado que a o aumento da expressão da metionina sulfóxido 

redutase A, que reduz a oxidação da CaMKII, ou a inibição da NADPH oxidase, 

bloqueiam estes efeitos cardiodeletérios da aldosterona. 

A associação entre a atividade de NADPH oxidase, o remodelamento cardíaco 

patológico e os efeitos não-genômicos desencadeados pelo MR também foram 

observados em animais submetidos à sobrecarga pressórica cardíaca induzida pela 

TAC. Mohammed et al. (2010) demonstraram que ratos submetidos à administração 

de mineralocorticoide exógeno apresentam aceleração da hipertrofia cardíaca, fibrose 

e disfunção diastólica em resposta à TAC, associados ao estresse oxidativo e ativação 

de MR. Por outro lado, a exposição ao mineralocorticoide exógeno não promoveu 

aumento da transcrição de genes dependentes de MR, o que sugere que estes são 

efeitos patológicos não-genômicos, independentes de transcrição gênica. 
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2.4 A gp91phox (NOX-2) e os efeitos cardíacos da aldosterona 

 

Evidências na literatura indicam um importante papel das ROS derivadas da 

NADPH oxidase nas alterações cardiodeletérias promovidas pela aldosterona. Mais 

especificamente, o estresse oxidativo contribui para o remodelamento cardíaco 

provocado pela aldosterona. Reforçando essa ideia, foi observada uma regulação 

positiva da atividade de gp91phox em animais transgênicos que superexpresam o MR 

(FAVRE et al, 2010; IGLARZ et al, 2004; BRIET et al, 2010).  

 

 
 
 
 
 

Figura 7. A aldosterona induz estresse oxidativo, inflamação e fibrose. A NADPH oxidase 
é um componente importante nos efeitos cardiovasculares da aldosterona, estando envolvida 
tanto nos seus efeitos genômicos quanto não-genômicos. A ligação da aldosterona com o 
receptor de mineralocorticoide (MR) promove aumento da formação de ROS pela mitocôndria. 
ROS formadas pela NADPH oxidase e pela atividade mitocondrial oxidam a CaMK-II. Além 
disso, ROS podem ativar a PI3K, que promove a fosforilação da ERK1/2. Setas verdes 
indicam ativação ou incremento da atividade. Setas pretas indicam uma sinalização 
downstream. Fonte: Brown, 2013. 

 
A gp91phox desempenha um papel central na fibrose cardíaca dependente de 

ativação do MR (Figura 7). O estudo realizado por Johar et al. (2006) demonstrou  que 

após 4 semanas de administração de aldosterona, animais wild type e nocautes para 

gp91phox (gp91phox -/-) apresentaram níveis similares de elevação da pressão arterial 
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e da razão coração/peso corporal, no entanto,  animais gp91phox-/- não desenvolveram 

a fibrose observada nos animais WT. Além disto, os animais gp91phox -/- apresentaram 

menores níveis de mRNA para colágeno tipo I (Colα1) e fibronectina, e redução da 

atividade da NADPH oxidase cardíaca, quando comparados aos animais WT. 

O envolvimento da gp91phox nos efeitos cardiotóxicos da aldosterona também 

foi observado na disfunção coronariana em resposta à superexpressão cardiomiócito-

específica do MR humano (hMR). Favre et al. (2010) demonstraram que animais 

transgênicos que superexpressam hMR desenvolveram disfunção endotelial 

coronariana com concomitante aumento de ROS no coração, aumento da atividade 

de NADPH oxidase e da expressão de gp91phox, sugerindo um mecanismo parácrino 

no qual cardiomiócitos desencadeiam disfunção endotelial nas artérias coronárias 

provavelmente devido a produção de ROS mediada por gp91phox. O aumento da 

expressão proteica da gp91phox também foi observado no coração de ratos 

transgênicos (mRen2)27, que apresentam aumento dos níveis de AngII (STAS et al., 

2007). Neste estudo, os animais (mRen2)27 submetidos ao tratamento com 

espironolactona, um antagonista do  o MR, apresentaram bloqueio da formação de 

ROS, ao mesmo tempo que foi abolido o aumento da expressão de gp91phox. Esta 

mesma redução da expressão de gp91phox no tecido cardíaco de roedores gerado por 

um antagonista do MR foi observada em ratos urêmicos submetidos ao tratamento 

crônico com espinorolactona (MICHEA, 2008). Em conjunto, estes achados indicam 

que a ativação da gp91phox e consequente produção de ROS ocorre em células 

cardíacas em resposta ao tratamento com aldosterona. 

 

  



35 
 

3. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE CENTRAL 

 

Sabe-se que a aldosterona exerce um papel importante no controle das funções 

fisiológicas cardiovasculares, mas também está envolvida na gênese e progressão 

das doenças relacionadas a este sistema. Nesta linha, fármacos que atuam 

antagonizando os receptor da aldosterona são capazes de melhorar a condição clínica 

de pacientes cardiopatas e seu prognóstico, o que é evidenciado pela redução da 

hospitalização e da morbi-mortalidade. Neste contexto, o estudo sobre as ações 

cardíacas da aldosterona e dos mecanismos envolvidos neste efeito têm recebido 

grande atenção.  

Já é bem descrito que aldosterona ativa gp91phox, levando a produção de ROS 

(CHRISSOBOLIS et al., 2014), e que este aumento de ROS contribui para o processo 

de fibrose caudada pela administração crônica de aldosterona (JOHAR et al., 2006). 

No entanto, os mecanismos envolvidos nestes efeitos são pouco elucidados. No 

primeiro capítulo 1 desta tese, nós buscamos avançar nessa área do conhecimento e 

investigamos se a sinalização redox via gp91phox contribui para as ações da 

aldosterona no coração, agindo como mediadores downstream desta molécula 

no cardiomiócito e com isso participando da ativação de alvos celulares. Em 

outras palavras, nossa pergunta experimental é: se a produção de ROS via gp91phox 

for inibida, quais alvos intracelulares da aldosterona não seriam ativados? (Figura 1). 

E como parte da estratégia experimental iremos focar em 3 vias de sinalização 

distintas, representadas por setas vermelhas na Figura 8, a saber: (1) na transcrição 

gênica de fatores pró-inflamatórios, pró-fibróticos e pró-hipertróficos; (2) na ativação 

das MAPKs; e (3) na manutenção do cálcio e alterações em proteínas envolvidas no 

manejo deste íon. 

Como modelo de inibição da gp91phox utilizamos animais nocautes para 

gp91phox. Por meio dessa estratégia experimental pretendemos elucidar como a 

sinalização redox via gp91phox contribui para os efeitos cardíacos da aldosterona. 
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Figura 8. Hipótese central: a atividade da gp91phox e consequente produção de espécies 
reativas de oxigênio é um componente upstream, regulador  de vias de sinalização 
ativadas pela aldosterona no coração. Esta etapa aborda 3 vias principais ativadas pela  
aldosterona no cardiomiócito, ver setas vermelhas: (1) ativação  da transcrição gênica de 
fatores pró-fibróticos, pró-inflamatórios e pró-hipertróficos; (2) modulação da fosforilação de 
proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK), que estão relacionadas à resposta 
hipertrófica; e (3) alterações na sinalização de cálcio, assim como a fosforilação das proteínas 
que são responsáveis pelo manejo deste íon nas funções contráteis dos cardiomiócitos. 
Legenda: PLC: fosfolipase C; DAG: diacilglicerol; PKC: proteína cinase C; ERK1/2: cinase 
regulada por sinal extracelular; IP3: 1,4,5-trifosfato de inositol. Setas pretas indicam ações já 
conhecidas da aldosterona em cardiomiócitos. Setas vermelhas tracejadas indicam a hipótese 
central deste trabalho.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o envolvimento da gp91phox nas alterações cardíacas agudas induzidas 

pela aldosterona.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

(a) Avaliar os efeitos cardíacos da administração in vivo da aldosterona 

(dose única) em camundongos C57BL/6J wild type e gp91phox-/- por meio da avaliação 

da: 

i. níveis de expressão dos receptores MR e GR; 

ii. produção de ROS; 

iii. carbonilação total de proteínas; 

iv. oxidação da calmodulina cinase II (CaMKII); 

v. expressão de RNA mensageiro para genes relacionados à hipertrofia 

(ANP), fibrose (CTGF) e inflamação (IL-1β, TNF-α, SGK1, IL-10). 

Objetivos ii e ii irão confirmar o aumento da produção de ROS em resposta ao 

protocolo experimental proposto e sua ausência no modelo nocaute para gp91phox. Já 

os objetivos iii, iv e v irão avaliar a contribuição da sinalização redox via gp91phox 

induzida pela aldosterona sobre a expressão de genes e alterações em proteínas 

envolvidas no manejo do cálcio. 

(b) Analisar o efeito in vitro da aldosterona em cardiomiócitos isolados de 

animais C57BL/6J wild type e gp91phox -/-: 

i. no transiente de cálcio; 

ii. na produção de ROS; 

iii. translocação do NF-kB para o núcleo através de imunofluorescência 

em cardiomiócitos isolados; 

iv. fosforilação de ERK cardiomiócitos isolados tratados com 

aldosteronas em diferentes tempos de incubação. 

v. Avaliar a participação da PI3Kγ na produção de ROS induzida pela 

aldosterona. 
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5. MÉTODO 

 

5.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos selvagens da linhagem C57BL/6J e 

camundongos nocautes para gp91phox (gp91phox-/-) com idade entre 10 e 12 semanas. 

Os camundongos foram obtidos a partir do Biotério Central da UFMG e do Laboratório 

da Professora Leda Quércia Vieira e mantidos no Biotério de Experimentação de 

Camundongos do Departamento de Fisiologia e Biofísica, sob condições controladas 

de temperatura e ciclo claro-escuro de 12 h (12 horas de luz e 12 horas de escuro), 

bem como de temperatura (22° C). Tanto a ração Nuvilab quanto a água filtrada foram 

oferecidos ad libitum. Todos os protocolos deste trabalho foram conduzidos de acordo 

com as normas éticas de pesquisa com animais e foram aprovados pelo CEUA/UFMG 

(117/2020). 

 

5.2 Coleta do tecido cardíaco 

 

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e, em seguida, foi 

realizada a abertura da caixa torácica com consequente perfusão do coração com 1 

ml de KCl 10% com uso de seringa, a qual teve sua agulha posicionada no interior do 

ventrículo esquerdo. Após a coleta, os corações foram utilizados para experimentos 

de histologia/microscopia ou de biologia molecular. 

 

5.3 Mensuração de ROS  

 

As lâminas contendo os cortes congelados do tecido cardíaco foram pré-

incubadas a 37°C por 15 minutos em solução de PBS e, em seguida, incubadas com 

10 μmol/L de dihidroetídio (DHE, # 11347, Thermo Fisher Scientific), uma sonda 

fluorescente permeável, em uma câmara umidificada protegida por luz a 37°C durante 

30 minutos. Ao final deste período, as lâminas foram lavadas e, então, montadas com 

glicerol 60%. A aquisição das imagens foi realizada em microscópio confocal LSM 880 

(CAPI/ICB/UFMG) com tempo de exposição fixo para todos os grupos e analisada no 

software Zen Blue (Zeiss). A intensidade de fluorescência de DHE foi medida usando 

o software ImageJ 1.38x (NIH, EUA). 
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5.4 Ensaio de imunofluorescência 

 

Para realização da imunofluorescência, as lâminas contendo os cortes 

congelados de 8 µm de espessura foram incialmente retiradas do freezer e deixadas 

em temperatura ambiente durante 30 minutos, até secarem. Após isto, as mesmas 

foram fixadas com PFA 4%, durante 15 minutos. Em seguida, as mesmas foram 

lavadas com solução de BSA 1%, sucedendo-se o bloqueio com uma solução de BSA 

3% diluído em PBS 1x com 0,3 % de Triton-X durante 30 minutos, em câmara úmida. 

Finalizado o bloqueio, o anticorpo primário foi incubado overnight. No dia seguinte, 

aproximadamente 20 horas após, as lâminas foram lavadas com BSA1% e o anticorpo 

secundário foi incubado na preparação. As lâminas foram então incubadas com o 

DAPI para marcação dos núcleos. Após um período de 5 minutos, as lâminas foram 

lavadas mais uma vez com BSA 1%, montadas com glicerol 60% e seladas com 

lamínula e esmalte. As lâminas foram levadas para microscópio confocal LSM 880 

(Zeiss) no Centro de Aquisição e processamento de imagens (CAPI) para captura das 

imagens. A quantificação da intensidade de fluorescência nas imagens capturadas foi 

realizada através do software Image J. Este parâmetro foi normalizado pela área 

selecionada durante a quantificação. 

 

5.5 Avaliação da expressão proteica por Western blot 

 

O tecido cardíaco foi coletado e rapidamente congelado em nitrogênio líquido. 

Para homogeneização foi usado tampão de lise (em mmol/L: 100 NaCl, 50 Tris-base, 

5 EDTA.2 H2O, 50 Na4P2O7, 10 H2O e 1 MgCl2, pH 8,0) contendo 0,3% de Triton X-

100, foi usado, Nonidet P40 1%, desoxicolato de sódio 0,5% e NaF 20 mM, 

enriquecido com protease (No. P8340; Sigma-Aldrich) e coquetel de inibidores de 

fosfatase (No. P0044; SigmaAldrich). Após a homogeneização, as amostras foram 

deixadas em gelo por 5 minutos, seguido de centrifugação por 12 minutos a 6.000 g a 

4 °C. 30 ug de proteínas foram separados por SDS PAGE seguido por Western 

blotting. A dosagem de proteínas foi realizada de acordo com o método descrito por 

Bradford (1976). Usando um gel de poliacrilamida de 10%, o conteúdo total de 

proteínas homogeneizado foi submetido à eletroforese e transferida para uma 

membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Millipore). Foi utilizado o 
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equipamento de transferência semi-dry (Bio-Rad), com voltagem fixa em 20V e tempo 

de transferência que variou a depender da massa molecular da proteína-alvo. Após 

isto, a membrana foi lavada com TBS-T (Tris-Buffered Saline; em mmol/L: NaCl, 150; 

Tris, 25 e 0,05% de Tween 20; pH 8,0). Em seguida, utilizou-se leite em pó desnatado 

para bloqueio da membrana no intuito de evitar ligações inespecíficas do anticorpo 

primário, que foi incubado overnight, a 4ºC. A imunodetecção foi realizada usando 

quimioluminescência aprimorada ECL plus - Amersham Biotechnology (GE 

Healthcare Bio Sciences, Pittsburgh, Estados Unidos da América) em um ImageQuant 

LAS 4000 Series (GE Healthcare Life Sciences). GAPDH (cat. No. Sc-32233, RRID: 

AB_627679, 1: 3.000; Santa Cruz Biotechnology) foi usado como um controle para 

quaisquer variações na carga de proteína. 

 

5.6 Isolamento de cardiomiócitos adultos e análise da sinalização de cálcio 

 

Cardiomiócitos ventriculares dos camundongos foram isolados de acordo com 

metodologia previamente descrita (Jesus et. al., 2020). Resumidamente, o coração foi 

rapidamente removido e retro-perfundido via método de Langendorff com solução DB 

(Digestion Buffer) livre de Ca2+ (em mmol/L: NaCl, 130; KCl, 5,4; HEPES, 25; MgCl2, 

0,5;  NaH2PO4, 0,33; Glicose, 22 e insulina 100U/mL; pH=7,4 ajustado com NaOH) 

contendo EGTA (0,15 mmol/L). Posteriormente, o coração foi perfundido com DB 

contendo 50 µmol/L de CaCl2 e colagenase (tipo 2 – 1,1 mg/mL). Após a etapa de 

digestão química, o órgão foi submetido à digestão mecânica e filtrado para remoção 

do tecido não digerido. A concentração extracelular de Ca2+ foi aumentada após três 

ciclos de centrifugação e troca de tampão, chegando a 500 µmol/L ao final do 

processo. Logo após, as células foram novamente centrifugadas e mantidas em meio 

suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum, #A4766801, Thermo Fischer 

Scientific).  

Para análise do transiente de cálcio intracelular, foi incubada a sonda FLUO-4 

AM (10 µM; Invitrogen) por 30 minutos em solução contendo os cardiomiócitos, que 

foram subsequentemente lavados com solução de Tyrode. As células cardíacas foram 

estimuladas eletricamente a 1 Hz. As imagens foram capturadas com uso do 

microscópio confocal Zeiss LSM 880. Após captura, as imagens foram analisadas com 

uso do software Image J e Prisma 8.0. O conteúdo intracelular de cálcio foi 
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representado graficamente como F/F0, onde o F0 representa a fluorescência da sonda 

ligada ao cálcio em repouso. 

5.7 Avaliação da expressão de RNAm por qRT-PCR 

 

O tecido cardíaco foi removido e refrigerado em nitrogênio líquido. A extração 

do RNA foi realizada com TRI Reagente (#T9424, Sigma-Aldrich), de acordo com as 

especificações do fabricante. Após esta etapa, foi realizada a separação das fases e 

precipitação do RNA, utilizando-se clorofórmio (#C2432, Sigma-Aldrich) e álcool 

isopropílico (#I9516, Sigma-Aldrich), respectivamente. O RNA foi, então, lavado com 

etanol 75%, sendo ressuspendido posteriormente em água DEPC (#750023, 

Invitrogen Life Technologies). O NanoDrop ™ 2000/2000c (Thermo Scientific) foi 

utilizado para dosagem do RNA total. Após a quantificação, o RNA foi tratado com o 

Turbo DNA-free kit (#AM1907, Invitrogen Life Technologies). Para cada 15-20 µl de 

RNA, foi adicionado 1,5-2,0 µl de TurboDNase buffer. Em seguida foi acrescentado 1 

µL da Turbo DNase. Após 30 minutos de incubação, as amostras foram incubadas 

com 3ul do reagente de inativação da DNAse. Após 2 minutos em temperatura 

ambiente, as amostras foram centrifugadas durante dois minutos, a 12.000 rpm, 

resfriadas em 4ºC. Após todo o processo, as amostras foram novamente dosadas 

para determinar a concentração de RNA. Foi utilizado DNAsel Amplification Grade 

(Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Para RT-PCR, foi utilizado 1ng de RNA e a enzima 

NMLV (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). O qPCR foi realizado em triplicata 

usando Applied Biosystems™ SYBR™ Green master mix e o S26 como controle 

endógeno no Viia 7 Real-Time PCR System. Todos os primers foram padronizados, 

sendo todas as cuvas de dissociação analisadas previamente. Foram utilizados 

primers específicos para análise da expressão de RNA mensageiro (mRNA) dos 

seguintes genes: CTGF, ANP, NGAL1, SGK1, TNF-a, IL-6 e IL-10. 

 

5.8 Análise estatística 

 

Inicialmente, foi realizada a análise de normalidade e homoscedasticidade 

através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. O teste t de student 

ou o ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, foram utilizados para análise das 

diferenças entre os grupos experimentais. Os dados foram expressos em média e erro 

padrão da média. Diferenças significativas entre os grupos experimentais foram 
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consideradas quando o p<0,05. Todos os testes e gráficos foram gerados no 

GraphPad Prisma e no PAST (Paleontological Statistics). 
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6. RESULTADOS (CAPÍTULO I) 

 

Com o intuito de confirmar a deleção genética da gp91phox nos animais 

utilizados nesse estudo, foi realizada a genotipagem e também analisada a expressão 

da proteína gp91phox no coração dos camundongos. Conforme pode-se observar na 

Figura 9A, amostra de DNA proveniente de animal gp91phox-/- apresenta amplificação 

com primers específicos para gp91phox correspondente a 200 pares de bases, uma 

banda menor que a apresentada pelo grupo wild type, confirmando seu 

nocauteamento. Além disso, estes mesmos animais não apresentam expressão 

proteica da gp91phox no coração (Figura 9B). 

 

 

Figura 9. Validação do modelo de deleção genética da gp91phox. (A) Genotipagem dos 
animais gp91phox nocautes através de detecção de DNA em gel de agarose 10%. (B) 
Expressão proteica da gp91phox no coração de animais selvagens e gp91phox-/-. Legenda: bp: 
pares de bases. 
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No intuito de identificar se os animais gp91phox-/- poderiam apresentar variações 

na expressão dos receptores que estão frequentemente envolvidos nos efeitos da 

aldosterona, foi analisada a expressão proteica dos receptores de mineralocorticoide 

(MR) e de glicocorticoide (GR). Conforme podemos observar na Figura 10, não 

existem diferenças quanto à expressão destes receptores no coração dos animais 

gp91phox, quando comparados aos animais selvagens. 

Figura 10. Expressão do receptor de mineralocorticoide (MR) e do receptor de 
glicocorticoide (GR) no coração de animais com deleção genética da gp91phox. (A) 
Imagens representativas do Western blot; (B) Gráfico de barras mostra a similaridade nos 
níveis de expressão do MR entre animais selvagens e nocautes para o gp91phox-/-. (C) Gráfico 
de barras mostra a similaridade nos níveis de expressão do GR entre animais selvagens e 
nocautes para o gp91phox-/-. GAPDH foi utilizado como controle para normalização dos dados. 
WT= wild type. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). Círculos 
sobre as barras indicam número de homegenatos de tecido cardíaco analisados. 
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As ROS são componentes importantes nas vias de sinalização ativadas pela 

aldosterona em diferentes células e tecidos (LU et al., 2019; YAMAHARA et al., 2009; 

ZHANG et al., 2014). Considerando isto, o próximo passo foi analisar a participação 

da gp91phox no aumento da atividade oxidante no tecido cardíaco induzido pela 

administração de aldosterona. Para isto, nós administramos uma única dose de 

60µg/kg de aldosterona por via intraperitoneal. Os animais foram eutanasiados 1 hora 

após administração da droga para coleta do tecido cardíaco.  Conforme pode ser 

observado na Figura 11, os animais selvagens apresentam aumento da produção de 

ROS no tecido cardíaco em resposta à aldosterona. Por outro lado, os camundongos 

gp91phox-/- não apresentam aumento de ROS. 

 

Figura 11. A produção de ROS induzida por aldosterona não ocorre no coração de 
animais com deleção genética da gp91phox. (A) Imagens representativas de cortes 
cardíacos marcados coma sonda DHE de animais WT ou gp91phox-/- submetidos à 
administração de salina ou aldosterona. (B) Gráfico de barras mostra o aumento da produção 
de ROS induzido pela aldosterona no miocárdio de animais WT, o que não é observado no 
coração de animais nocautes para gp91phox-/-. Legenda: DHE; dihidroetídio. Os dados são 
expressos em média ± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs WT veículo. Círculos sobre 
as barras indicam o número de amostras de tecido cardíaco analisados. 
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O aumento da produção de ROS está associado com diversos danos 

cardíacos, dentre eles a oxidação de proteínas, que ocorre devido à interação direta 

dos radicais livres com as cadeias laterais de aminoácidos (ICHIHARA et al., 2017). 

Portanto, o próximo passo foi analisar os níveis de carbonilação total de proteínas. 

Para isto, utilizamos o tecido cardíaco que foi devidamente coletado após a injeção 

intraperitoneal de aldosterona e submetido ao método Oxyblot. Como observado na 

Figura 12, os animais gp91phox-/- não apresentam aumento dos níveis de carbonilação 

de proteínas induzido pela aldosterona, ao contrário do que foi observado nos animais 

selvagens, o que corrobora os dados obtidos com o DHE. 

 

 
Figura 12. Animais com deleção genética da gp91phox são protegidos contra o aumento 
da oxidação de proteínas induzido pela aldosterona. (A) Imagens representativas do 
método oxyblot realizado no tecido cardíaco. (B) Gráfico de barras ilustra o aumento da 
oxidação de proteínas induzido pela aldosterona no miocárdio de animais WT e a ausência 
de efeito observado nos animais nocautes para gp91phox. Legenda: GAPDH foi utilizado como 
controle para normalização dos dados.  Os dados são expressos em média ± erro padrão da 
média (SEM). *p<0,05 vs veículo. Círculos sobre as barras indicam o número de homegenatos 
de tecido cardíaco analisados. 
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A CaMKII é uma enzima essencial para a homeostase do cálcio no miócito 

cardíaco (WANG et al., 2018). Sua oxidação é um evento fundamental para as ações 

cardiotóxicas promovidas pela aldosterona (HE et al., 2011). Entretanto, até o 

momento não se sabia qual a participação das ROS produzidas pela gp91phox neste 

processo. Sendo assim, nós analisamos a oxidação da CaMKII no coração de 

camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de aldosterona. Nossos resultados 

mostram que existe um aumento da oxidação da CaMKII em resposta à administração 

de aldosterona, como esperado em animais selvagens. Por outro lado, nós 

demonstramos que este efeito da aldosterona depende de gp91phox, visto que os 

camundongos gp91phox-/- não apresentam este aumento. Também fica evidente na 

Figura 13, que o aumento da oxidação da CaMKII ocorre em toda a extensão do tecido 

cardíaco de animais selvagens.  
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Figura 13. Animais com deleção genética da gp91phox não apresentam aumento da 
oxidação da CaMKII induzida pela aldosterona. (A) Imagens representativas da 
imunofluorescência realizada para ox-CaMKII. Marcação para ox-CaMKII em vermelho e 
núcleos marcados em azul com o DAPI. (B) Painel superior mostra western blot 
representativo. Painel inferior, gráfico de barras ilustra o aumento da oxidação da CaMKII 
induzido pela aldosterona no miocárdio de animais WT obtido por meio da técnica de western 
blot. Aldosterona não induz aumento da oxidação da CaMKII em corações de animais 
nocautes para gp91phox. Legenda: ox-CaMKII: calmodulina cinase II oxidada. GAPDH foi 
utilizado como controle para normalização dos dados.  Os dados são expressos em média ± 
erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs WT veículo. Círculos sobre as barras indicam o 
número de amostras de tecido cardíaco analisados. 
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Alterações na homeostase do cálcio, incluindo o aumento exacerbado de sua 

saída espontânea do interior do retículo sarcoplasmático para o citosol, pode 

promover a atividade ectópica cardíaca (WHANG et al., 2018). O nosso grupo 

demonstrou que a aldosterona aumenta tanto o transiente quanto os sparks de cálcio 

em cardiomiócitos ventriculares adultos (DE ALMEIDA et al., 2012). Neste contexto, 

nós analisamos a participação da gp91phox na mobilização do cálcio intracelular 

induzido pela aldosterona em cardiomiócitos adultos isolados. Conforme podemos 

observar na Figura 14, a aldosterona induz o aumento do transiente de cálcio nos 

miócitos cardíacos dos animais selvagens, mas não nos cardiomiócitos dos 

camundongos gp91phox-/-. Este resultado confirma a participação da gp91phox neste 

efeito rápido sobre a mobilização de cálcio intracelular exercida pela aldosterona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cardiomiócitos de camundongos gp91phox-/- não apresentam aumento no 
transiente de Ca2+ induzido por aldosterona. (A) Painel superior, Imagens representativas 
tridimensionais do transiente de Ca2+ obtidos de cardiomiócitos ventriculares marcados com 
sonda FLUO-4 AM. Painel inferior, perfil do transiente de cálcio. (B) Gráfico de barras 
demonstra o aumento da fração F/F0 induzida pela aldosterona em cardiomiócitos de animais 
WT, o que não é observado em cardiomiócitos provenientes de animais gp91phox-/-. Os dados 
são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). **p<0,05 vs WT veículo. Círculos 
sobre as barras indicam o número de células analisadas. 
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Um alvo importante da aldosterona na célula cardíaca é o fator de transcrição 

NF-kB, que quando translocado para o núcleo ativa uma cascata de sinais na célula 

com ativação da expressão de vários genes inflamatórios e pró-fibróticos, dentre 

outros (TERADA et al., 2012; LEROY et al., 2009). Nosso próximo passo, foi, portanto, 

investigar se a aldosterona poderia promover a translocação nuclear deste fator de 

transcrição no coração dos camundongos gp91phox-/-. A Figura 15 mostra que a 

incubação de cardiomiócitos com a aldosterona induz a translocação do NF-kB (p65) 

para o núcleo. Entretanto, este efeito da aldosterona não é observado em 

cardiomiócitos isolados de camundongos gp91phox-/-. 

 

Figura 15. Translocação nuclear do NF-kβ em resposta à aldosterona depende da 
atividade da gp91phox em cardiomiócitos. (A) Imagens representativas da 
imunofluorescência para NF-kB (p65) em cardiomiócitos de camundongos selvagens e 
gp91phox-/-. (B) Gráfico de barras mostra a quantificação da razão núcleo:citoplasma para o 
sinal da imunofluorescência. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média 
(SEM). **p<0,05 vs WT veículo. Círculos sobre as barras indicam o número de células 
analisadas. 
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Um dos efeitos rápidos clássicos da aldosterona é o aumento da expressão de 

RNA mensageiro para genes relacionados à fibrose e à hipertrofia. Sendo assim, nós 

avaliamos a expressão do RNA mensageiro para ANP, CTGF e NGAL1. Conforme 

podemos observar na Figura 16, não foram observadas alterações promovidas pela 

aldosterona na expressão destes genes no tecido cardíaco de camundongos 

selvagens em resposta ao nosso protocolo experimental. É importante ressaltar que 

aqui analisamos os efeitos agudos da aldosterona e, pelo menos em parte, isso 

poderia explicar o fato de não havermos observado o aumento da expressão do RNA 

mensageiro para estes alvos. 

 

 

Figura 16. Expressão gênica de alvos relacionados ao remodelamento cardíaco no 
miocárdio de camundongos wild type tratados com aldosterona. Gráficos de barras 
mostram a expressão do mRNA para ANP (A), CTGF (B) e NGAL1 (C) em animais wild type 
submetidos à administração intraperitoneal de aldosterona. Os dados são expressos em 
média ± erro padrão da média (SEM). **p<0,05 vs WT veículo. Círculos sobre as barras 
indicam o número de homegenatos de tecido cardíaco analisados. 
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A translocação do NF-kB para o núcleo do cardiomiócito é um importante 

evento, que conduz ao aumento da expressão de RNA mensageiro para genes 

relacionados à inflamação, incluindo os genes que codificam as quinases, quimiocinas 

e citocinas pró-inflamatórias. Nesta linha, nós analisamos a expressão do RNA 

mensageiro para SGK1, envolvido nos efeitos pró-inflamatórios cardíacos por ativação 

do inflamassoma. Foi observado que a aldosterona induz o aumento do RNA 

mensageiro para este marcador apenas nos animais selvagens (Figura 17). O 

envolvimento da gp91phox na expressão de marcadores inflamatórios foi observado 

também para a IL-6, TNF-α e IL-10, visto que os animais nocautes para gp91phox não 

apresentaram o aumento dos níveis de RNA mensageiro para estes alvos, um 

resultado distinto do observado nos animais selvagens (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Indução de marcadores inflamatórios pela aldosterona está inibida no 
coração de camundongos gp91phox-/-. Gráficos de barras mostram a expressão do mRNA 
para SGK1 (A), TNF-α (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) em animais WT e gp91phox-/- submetidos à 
administração intraperitoneal de aldosterona. Em animais selvagens aldosterona induziu a 
expressão do mRNA para todos os alvos analisados no coração. Deleção da gp91phox inibiu 
essa resposta. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). **p<0,05 
vs WT veículo. Círculos sobre as barras indicam o número de homegenatos de tecido cardíaco 
analisados. 
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Diversos estímulos cardíacos estressores ativam a ERK1/2, dentre eles a 

aldosterona. Foi demonstrado que um dos efeitos iniciais da aldosterona sobre o 

coração é o aumento dos níveis de fosforilação desta MAPK, e que seu efeito cardíaco 

hipertrófico é abolido diante da ação de um inibidor farmacológico de sua ativação 

(OKOSSI et al., 2004). Além disso, evidências na literatura indicam que as ROS 

derivadas da NADPH estão envolvidas na ativação de ERK1/2 induzida pela 

aldosterona (QUEISSER et al., 2017). Sendo assim, nós analisamos os efeitos do 

tratamento com aldosterona na fosforilação da ERK1/2 em cardiomiócitos 

ventriculares isolados. Como podemos observar na Figura 18, o aumento da 

fosforilação de ERK1/2, observado 10 minutos após a incubação das células com 

aldosterona, é abolido nos cardiomiócitos obtidos de animais gp91phox-/-. Para 

identificar se esta via estava preservada nos animais nocautes e que poderia ser de 

fato ativada pelas ROS, nós incubamos cardiomiócitos com o H2O2 e investigamos a 

fosforilação da ERK nessas condições. Figura 18C mostra o aumento da fosforilação 

da ERK1/2 em amostras expostas a H2O2 por 10 min. 
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Figura 18. O aumento da fosforilação de ERK1/2 induzida pela aldosterona depende das 
ROS derivadas da gp91phox. (A) Imagens representativas do Western blot e gráfico de barras 
mostram o aumento da fosforilação da ERK1/2 após 10 min de tratamento dos cardiomiócitos 
isolados com aldosterona. (B) Imagens representativas e gráfico de barras mostram que este 
efeito foi abolido nos animais gp91phox-/-. (C)  A fosforilação da ERK1/2 ocorre diante da 
exposição das células ao H2O2. ERK total foi utilizada como controle para normalização dos 
dados. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs WT. 
Círculos sobre as barras indicam o número de homegenatos de tecido cardíaco analisados. 
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Os resultados apresentados acima indicam fortemente a participação da 

gp91phox-/- nos efeitos in vivo e in vitro da aldosterona. Já foi demonstrando também 

na literatura que a ativação da gp91phox depende da fosforilação da subunidade 

regulatória p47phox, que pode ser ativada pela enzima PI3Kγ. Nesta linha, nós 

hipotetizamos que a PI3Kγ poderia ser um mediador upstream aos eventos 

intracelulares induzidos pela aldosterona. Inicialmente, avaliamos se o AS605240, 

inibidor seletivo da PI3Kγ, seria capaz de inibir o aumento de ROS. Para tal, 

cardiomiócitos foram incubados com a sonda DHE. Ao tratar com aldosterona 

cardiomiócitos adultos isolados previamente incubados com o AS605240, 

observamos que o efeito pró-oxidante da aldosterona foi abolido, demonstrando 

assim, que a PI3Kγ é um mediador downstream dos efeitos da aldosterona no 

cardiomócito atuando na ativação da gp91phox (Figura 19). 

 

Figura 19. A PI3Kγ participa do efeito da aldosterona sobre a produção de ROS em 
cardiomiócitos de camundongos. (A) Imagens representativas da sonda DHE em 
cardiomiócitos provenientes de animais selvagens submetidos à incubação com aldosterona 
e/ou AS605240 (inibidor seletivo da PI3Kγ). (B) Gráfico de barras mostra o aumento da 
produção de ROS induzido pela aldosterona no miocárdio de animais WT, o que não é 
observado nos cardiomiócitos pré-incubados com AS605240. Legenda: DHE; dihidroetídio. 
Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs demais grupos. 
Círculos sobre as barras indicam o número de células analisados. 
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7. DISCUSSÃO (CAPÍTULO 1) 

 

Na parte I desta tese, nós mostramos que os efeitos oxidantes da aldosterona 

não foram induzidos no tecido cardíaco dos animais gp91phox-/-, o mesmo aplica-se 

com relação ao aumento no transiente de cálcio e a expressão das citocinas 

inflamatórias. Estas respostas, no entanto, são observadas nos animais selvagens. 

Além disso, mostramos também que a aldosterona perde seu efeito oxidativo em 

cardiomiócitos isolados, quando os mesmos são submetidos à incubação prévia do 

inibidor farmacológico da PI3Kγ, sugerindo que esta enzima pode estar envolvida, 

como um componente upstream, na ativação de gp91phox induzida pela aldosterona. 

É bem descrito na literatura o efeito da aldosterona sobre a resposta oxidante 

cardíaca, que envolve a atividade de NADPH oxidase. Hayashi et al. (2008) 

demonstraram que a incubação de aldosterona em cultura de cardiomiócitos de ratos 

neonatais promove aumento da produção intracelular de ROS de maneira dose-

dependente, e que a ativação da NADPH oxidase nessas células ocorre em 5 minutos 

após a incubação da aldosterona. Além disso, os autores demonstraram também que 

a incubação prévia com apocinina reverteu esse efeito oxidativo da aldosterona 

nessas células. O efeito oxidativo da aldosterona também pode ser observado à nível 

tecidual. He et al. (2011) demonstraram que 15 minutos após a administração de 

aldosterona por via intraperitoneal em camundongos selvagens, observa-se um 

aumento na produção de ROS no tecido cardíaco destes animais. Por outro lado, 

estes autores submeteram animais Ncf1-/-, nocautes para p47phox, ao mesmo 

tratamento com aldosterona, contudo não observaram o mesmo efeito oxidante. Este 

resultado é importante por que é uma evidência importante do envolvimento da 

gp91phox nos efeitos oxidantes cardíacos da aldosterona, visto que p47phox é a principal 

subunidade citoplasmática regulatória de sua atividade (EL-BENNA et al., 2009). 

Estes resultados corroboram e reforçam nossos achados uma vez, que em nosso 

trabalho, os animais gp91phox-/- não apresentaram aumento de produção de ROS no 

tecido cardíaco em resposta à administração de aldosterona. 

O aumento da produção de ROS reflete em alterações secundárias, visto que 

as ROS podem funcionar como sinalizadoras de efeitos patológicos para o músculo 

cardíaco. Isto se dá porque as ROS podem oxidar moléculas, incluindo as proteínas, 

alterando suas estruturas e atividades (HAFSTAD, NABBEBACCUS E SHAH, 2013). 

Deste pressuposto partiu nosso intuito de analisar a carbonilação total de proteínas e, 
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até onde sabemos, este é o primeiro trabalho na literatura que demonstra que a 

aldosterona aumenta a carbonilação total de proteínas no músculo cardíaco. Em 

adição, mostramos também de forma pioneira que a aldosterona não foi capaz de 

induzir a carbonilação total de proteínas no músculo cardíaco de animais gp91phox-/-. 

Isto abre caminho para uma série de investigações sobre proteínas que podem ser 

alteradas por carbonilação em resposta à aldosterona.  

O efeito oxidativo da aldosterona é um passo essencial para o remodelamento 

cardíaco patológico induzido por este hormônio. Por exemplo, foi mostrado que as 

ROS derivadas da atividade de NADPH oxidase promovem oxidação da CaMKII, que 

induz a transcrição do MEF2, fator que, por sua vez, aumenta a expressão de MMP-

9. Em animais infartados, este mecanismo é responsável pelo remodelamento e 

ruptura do músculo cardíaco, e a morte dos animais induzida pela aldosterona (HE et 

al., 2011). Isto mostra a importância da oxidação da CaMKII para os efeitos cardíacos 

patológicos da aldosterona. Nosso trabalho avançou neste campo, visto que temos 

demonstrado que a oxidação da CaMKII induzida pela aldosterona depende da 

gp91phox. Esta é a primeira evidência direta da participação da gp91phox no efeito da 

aldosterona sobre a oxidação da CaMKII. 

A CaMKII tem uma importância fisiológica para o cardiomiócito, mas sua 

ativação excessiva está relacionada à ocorrência das doenças cardíacas (HEYGI et 

al., 2019; BECKENDORF et al., 2018; SINGH E ANDERSON, 2011). Um dos efeitos 

deletérios da ativação excessiva da CaMKII é o aumento, também das concentrações 

citoplasmáticas de cálcio (WANG et al., 2018). Considerando isto, e também dados 

de um estudo prévio publicado pelo nosso grupo que mostrou que a aldosterona 

aumenta o transiente de cálcio em cardiomiócitos ventriculares de ratos (DE ALMEIDA 

et al., 2012), nós analisamos o efeito da aldosterona na amplitude do transiente de 

cálcio citosólico em cardiomiócitos ventriculares isolados. Nossos resultados 

mostraram que o aumento do transiente de cálcio induzido pela aldosterona nos 

cardiomiócitos dos animais selvagens, não é observado nos cardiomiócitos 

provenientes dos animais gp91phox-/-, o que está alinhado ao dado da CaMKII discutido 

acima. 

É importante frisar que este capítulo não tem o intuito de explicar como 

diferentes componentes intracelulares alterados pela aldosterona conversam entre si, 

em uma via de sinalização única. Não obstante, foi mostrado recentemente que, em 

células do músculo liso vascular (VSMC), a aldosterona aumenta os níveis 
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intracelulares de cálcio, e isto está associado a um aumento da atividade de NF-KB 

(HAO et al., 2020). Em nosso estudo, mostramos que a aldosterona promove o tráfego 

do NF-KB para o núcleo em cardiomiócitos ventriculares de camundongos selvagens, 

o que provavelmente tem relação com o aumento da transcrição do mRNA para genes 

relacionados à inflamação (SGK1, TNF-α, IL-6 e IL-10) induzido pela administração in 

vivo de aldosterona. Mais uma vez, e corroborando aos resultados anteriores, não 

observamos estes efeitos inflamatórios da aldosterona nas células e no tecido 

cardíaco dos animais gp91phox, o que mostra que a gp91phox está envolvida no efeito 

inflamatório da aldosterona, efeito este que parece depender do estresse oxidativo 

induzido por este hormônio. 

Dados clínicos da literatura mostram que pacientes com hiperaldosteronismo 

primário apresentam aumento da ativação da via PI3K/AKT/mTOR em células de 

adenomas (SU et al., 2013). Além disso, o estudo de Tsybouleva et al. (2004) mostrou 

que a aldosterona promove aumento da expressão de PI3K-p110δ em cultura de 

fibroblastos cardíacos, e que a inibição desta enzima bloqueou o efeito fibrótico e 

hipertrófico da aldosterona. Considerando estas evidências, nós analisamos a 

participação da PI3Kγ no efeito pró-oxidativo da aldosterona. Nosso resultado mostra 

que a PI3Kγ participa do efeito da aldosterona sobre a produção de ROS em 

cardiomiócitos ventriculares. Embora seja apenas um dado isolado, isto abre 

perspectivas para novos estudos que visem entender a relação entre atividade de 

PI3Kγ e a consequente ativação da gp91phox. No próximo capítulo desta tese, iremos 

desenvolver melhor esta ideia, utilizando outro modelo experimental, mas que assim 

como este, tem o estresse oxidativo como mediador chave de suas alterações 

moleculares, celulares e teciduais. 
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CAPÍTULO II 
Sinalização adrenérgica recruta fosfatidilinositol-3-cinase (PI3Kγ)/ 

gp91phox para induzir remodelamento cardíaco. 
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8. REVISÃO DE LITERATURA 

  

8.1 Sinalização β-adrenérgica no coração 

 

O sistema nervoso simpático (SNS) exerce uma gama de efeitos 

cardiovasculares. Suas ações cardíacas envolvem o aumento da frequência 

(cronotropismo positivo) e da contratilidade (inotropismo positivo) e a aceleração do 

relaxamento cardíaco (lusotropia positiva). Estas ações do SNS sobre o coração são 

fundamentais para promover o aumento da performance cardíaca diante de estímulos 

ambientais estressores, preparando o organismo para reagir em situações de luta ou 

fuga (LYMPEROPOULOS, 2013). 

As ações do SNS sobre o coração se dão pela liberação de  catecolaminas: (1) 

a noradrenalina, que é liberada pelos terminais de nervos simpáticos cardíacos 

localizados nos nós sinoatrial e atrioventricular, promovendo aumento da frequência 

cardíaca e condução atrioventricular; e também no ventrículo esquerdo, provocando 

aumento da força de contração;  (2) a adrenalina, liberada na circulação sistêmica 

pela glândula adrenal, que ao chegar ao coração modula suas atividades; (3) 

produção e liberação local de noradrenalina e adrenalina por sistemas simpáticos 

teciduais, responsáveis pela sinalização autócrina e parácrina sobre as próprias 

células cardíacas (TRIPOSKIADIS et al., 2009; LYMPEROPOULOS, 2013; ZHANG E 

ANDERSON, 2014). 
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Figura 20. Sistema nervoso adrenérgico e o coração: ativação e regulação. O aumento 
da atividade do sistema nervoso autônomo sobre o sistema cardiovascular promove a 
liberação de duas catecolaminas que exercem seus efeitos. A noradrenalina (NE), liberada 
pelos terminais nervosos cardíacos e a adrenalina (Epi) liberada pelas glândulas adrenais na 
corrente sanguínea, que modula a atividade cardíaca e também os vasos periféricos. Ao se 
ligar aos seus receptores no tecido cardíaco, as catecolaminas se ligam aos receptores 
adrenérgicos, promovendo o aumento da atividade da adenilil ciclase com consequente 
formação do AMP cíclico (cAMP), que ativa a PKA e aumenta a contratilidade cardíaca. ACh, 
acetilcolina; Aldo, aldosterona; AR, receptor adrenérgico; Gi/o, proteína G inibitória; Gs, 
proteína G estimulatória; MR, receptor de mineralocorticoide; NE, noradrenalina; Epi, 
adrenalina; NET, transportador de noradrenalina. Fonte: Lymperopoulos et al, 2013. 

 

Estas catecolaminas promovem seus efeitos através dos receptores 

adrenérgicos, que podem ser do tipo α ou β. Neste trabalho daremos ênfase a 

sinalização cardíaca mediada por receptores adrenérgicos do tipo β por se tratarem 

do nosso objeto de estudo. Os receptores β adrenérgicos são membros da 

superfamília de receptores acoplados à proteína G (GPCR) e são primariamente 

divididos em três subtipos: β1, β2 e β3, permanecendo os receptores β4 ainda 

controversos. No coração humano, existe uma proporção de 4 receptores β1 para 

cada receptor β2, com uma expressão baixa de receptores β3 (de Lucia, 2018). Da 

mesma forma, o coração de murinos também apresenta uma predominância de 

receptores β1 frente a β2 e β3. 
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Figura 21. Representação esquemática da sinalização β-AR em cardiomiócitos. 
CAs, catecolaminas; β-AR, receptor β-adrenérgico; Subunidades da proteína G: Gα (Gαs ou 
Gαi), Gβ, Gγ; GRK2, quinase 2 do receptor acoplado à proteína G; AC, adenilil ciclase; ATP, 
trifosfato de adenosina; cAMP, monofosfato de adenosina cíclico; PDE, fosfodiesterase; PKA, 
proteína quinase A. Uma seta azul é usada quando um mecanismo estimulatório está 
envolvido, enquanto uma linha com ponta de barra vermelha é usada para um mecanismo 
inibitório. Fonte: de Lucia et al., 2018. 

 
O receptor β1 adrenérgico é acoplado a uma proteína G estimulatória (Gs), que 

é formada por 3 subunidades (α, β e γ). Frente a ligação de agonistas adrenérgicos 

aos receptores β, ocorre a dissociação deste complexo, seguido pela ativação da 

adenilil ciclase, que catalisa a conversão de ATP em AMP cíclico. Este segundo 

mensageiro intracelular promove a ativação da proteína quinase A (PKA), que por sua 

vez fosforila uma série de alvos na célula cardíaca, dentre estes os canais de cálcio 

do tipo L, miofilamentos proteicos, fosfolambam (PLN), e bomba de cálcio do retículo 

sarcoplasmático (SERCA). É importante ressaltar que a ativação dos receptores 

adrenérgicos excede seus efeitos sobre a regulação da atividade contrátil cardíaca. 

Outras funções celulares são também reguladas por estes receptores, como a 

transcrição gênica e a ativação de proteínas quinases ativadas por mitógenos 

(MAPK), que podem sinalizar para crescimento, proliferação, diferenciação e morte 

celular. Muito embora a sinalização derivada da ativação dos receptores β2 não seja 

idêntica àquela dos receptores β1, agonistas adrenérgicos também promovem 

aumento da formação de AMPc e ativação da PKA via os receptores β2 (FERRARA, 

2014). 
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8.2 O estímulo adrenérgico excessivo promove remodelamento cardíaco 

patológico 

 

Embora o aumento da atividade simpática seja essencial para a resposta 

cardíaca às condições de estresse agudo e reações de luta-ou-fuga, estímulos 

adrenérgicos excessivos podem gerar lesões cardíaca de diferentes características 

patológicas e com manifestações clínicas variadas. Em humanos, a hiperatividade 

simpática é uma característica clássica da insuficiência cardíaca; dessa forma, o 

bloqueio β-adrenérgico é base fundamental da terapia farmacológica dessa doença 

(GARLIE et al., 2011). 

O isoproterenol, também conhecido como isoprenalina, é largamente utilizado 

para induzir lesão cardíaca em modelos experimentais. Este é um agonista β-

adrenérgico não seletivo que, agindo sobre os receptores β1 cardíacos após altas 

doses de sua administração, pode promover aumento excessivo do transiente de 

cálcio citoplasmático, estresse oxidativo, hipotensão coronariana e depleção dos 

níveis de energia (ABDELZAHER et al, 2021). É importante frisar que o estímulo 

adrenérgico em modelos experimentais pode gerar remodelamento cardíaco mesmo 

que o agonista seja administrado em dose única. Xiao et al. (2018) demonstraram que 

uma única injeção de isoproterenol (5 mg/kg) por via subcutânea, promove ativação 

de inflamassoma, infiltração de macrófagos e remodelamento cardíaco patológico 

caracterizado por fibrose em camundongos C57BL/6J. O remodelamento cardíaco 

após uma única dose de isoproterenol também é observado em ratos submetidos a 

uma dose de 5mg/kg por via subcutânea deste agonista adrenérgico (ELLISON et al., 

2007). Estes autores mostraram que ratos submetidos a esta sobrecarga adrenérgica 

apresentaram arritmia cardíaca, hipertrofia de cardiomiócitos, necrose e dano celular 

associado à fosforilação excessiva dos receptores de rianodina. 

Um outro modelo clássico de induzir remodelamento cardíaco é o estímulo 

adrenérgico sustentado através da administração contínua de isoproterenol por 

bombas osmóticas. Frequentemente, este modelo é utilizado para induzir insuficiência 

cardíaca em animais experimentais, normalmente ratos ou camundongos, que 

apresentam hipertrofia patológica e fibrose como processos patológicos finais. 

A administração crônica e sustentada de isoproterenol pode induzir 

anormalidades ecocardiográficas quando administrado por 2 semanas em 

camundongos. Karam et al. (2020) mostraram que a infusão crônica de 60mg/kg/dia 
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de isoproterenol por via subcutânea provocou redução da fração de ejeção em duas 

semanas após o início do tratamento, que perdurou 4 semanas após o início da 

administração da droga, mesmo após a interrupção da mesma. Além disso, os animais 

apresentaram fibrose e hipertrofia cardíaca. 

A reexpressão de genes fetais é outra característica clássica do 

remodelamento cardíaco induzido pelo estímulo adrenérgico crônico. Zhou et al. 

(2018) mostraram que a administração crônica de uma dose de 30 mg/kg de 

isoproterenol em camundongos por um período de duas semanas, aumentou a 

expressão do RNA mensageiro para β-MHC e ANP no coração destes animais, 

juntamente com a indução da hipertrofia cardíaca e redução da fração de ejeção. Este 

mesmo aumento para β-MHC e ANP foi observado no trabalho de Ding et al. (2016), 

que também mostraram uma redução da a-MHC no coração dos animais tratados com 

uma dose de 5mg/kg de isoproterenol por via subcutânea pelo mesmo período de 

tempo que o trabalho supracitado. 

É importante destacar que o estímulo adrenérgico crônico pode induzir 

diferentes fases da resposta cardíaca, no que diz respeito à contratilidade e à função. 

Incialmente pode-se observar uma resposta cardíaca hipertrófica compensatória, com 

incremento da contratilidade dos cardiomiócitos e da função cardíaca. No entanto, 

com a persistência do estímulo adrenérgico, observa-se redução da contratilidade 

cardíaca com prejuízo funcional, caracterizando, portanto, a insuficiência cardíaca. 

Essa transição se dá, porque, no início, ocorre aumento da fosforilação dos receptores 

β, que regula positivamente a adenilil ciclase/PKA, o que ocorre de forma contrária na 

insuficiência cardíaca, quando ocorre a dessensibilizarão dos receptores β devido á 

hiperestimulação adrenérgica (Figura 22). 

 

 



65 
 

 

Figura 22. Sinalização do β-AR em cardiomiócitos em condições fisiológicas e durante 
a insuficiência cardíaca. Condições fisiológicas (A): GRK2 fosforila os receptores β-
adrenérgicos em cardiomiócitos e regula a contratilidade por meio da ativação da via AC-PKA. 
Insuficiência cardíaca (B): O aumento de catecolaminas circulantes levou à hiperestimulação 
de receptores β-adrenérgicos e à suprarregulação de GRK2 em cardiomiócitos, resultando 
em dessensibilização/regulação negativa dos receptores β-adrenérgicos, levando à redução 
da contratilidade. Fonte: de Lucia et al., 2018. 

 

8.3 A sinalização redox está envolvida no remodelamento cardíaco induzido 

pelo estresse adrenérgico 

 

O estresse oxidativo é outro componente fundamental do estresse cardíaco 

promovido pela hiperatividade do sistema nervoso simpático. Um de seus efeitos 

clássicos sobre o tecido cardíaco é o aumento da produção de ROS, que pode ocorrer 

em respostas aos estímulos adrenérgicos agudos e crônicos, sustentados ou 

intermitentes (CORBI et al., 2013). A participação do estresse oxidativo no estresse 

adrenérgico agudo está relacionado com à ativação de MAPK (ERK1/2, JNK, p38) 

(ZHANG et al., 2005). Neste trabalho, os autores mostraram que a administração de 

uma dose de 3mg/kg/dia durante um período de 10 dias em ratos está relacionado 

com o desenvolvimento de hipertrofia e fibrose. Além disso, os efeitos da 

administração do ISO sobre as MAPK foram revertidos pela administração do Tempol 

(4- hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl piperidinoxyl), um scavenger de ROS. Por outro lado, 

embora a administração do Tempol tenha revertido a fibrose, não foi eficaz de reverter 

a hipertrofia cardíaca induzida pelo estresse adrenérgico crônico. 

Corroborando a ideia de que grande parte dos efeitos cardiodeletérios do 

isoproterenol são mediados pelo estresse oxidativo, Abdelzaher et al (2021) 

mostraram que o remodelamento cardíaco induzido pelo agonista adrenérgico foi 
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prevenido pelo dapsone, uma droga capaz de inibir a produção de ânion superóxido 

por interagir com a NADPH oxidase. Estes autores mostraram que a administração do 

dapsone inibiu a fibrose cardíaca induzida pelo isoproterenol via NRF2/HO-1, 

suprimindo o estresse oxidativo, inflamação e apoptose no coração de ratos. 

  

8.4 Participação da gp91phox nas alterações cardíacas induzidas pelo estresse 

adrenérgico 

 

O aumento da expressão e da atividade de gp91phox está associada ao estresse 

adrenérgico. No estudo de Kralova et al. (2015), ratos Wistar com insuficiência 

cardíaca induzida por uma dose de 5 mg/kg/dia durante 7 dias apresentaram um 

aumento expressivo da gp91phox. O mesmo aumento da gp91phox também foi 

observado em camundongos submetidos à administração de uma dose de 5mg/kg/dia 

de isoproterenol por 10 dias. Neste estudo, os autores mostraram que o aumento da 

gp91phox induzido pela isoproterenol foi revertido pela administração da apocinina, um 

inibidor não-seletivo da NADPH oxidase. Tendo em vista o efeito da apocinina sobre 

a produção de ROS, conclui-se que o estresse adrenérgico retroalimenta um feedback 

positivo onde as ROS sustentam a expressão aumentada da gp91phox, sua principal 

fonte no coração (YANG et al, 2016). 

O aumento da expressão de gp91phox também é observado em camundongos 

transgênicos que superexpressam o receptor β2 adrenérgico (β2-TG). Animais β2-TG 

com 5 meses de idade apresentam aumento da produção de ROS no ventrículo 

cardíaco, fenômeno que é associado ao aumento da expressão de gp91phox (XU et al., 

2010). Estes autores ainda demonstraram que a expressão aumentada de gp91phox 

foi reduzida pela administração de NAC (n-acetylcisteina), um agente antioxidante. 

A relação entre a sinalização adrenérgica e a produção de ROS derivada da 

gp91phox também pode ser visualizada no plano celular. Foi demonstrado que 

mioblastos cardíacos H9c2 incubados com noradrenalina (5 µM) apresentam aumento 

da produção de ROS, que foi abolida pela incubação com o inibidor farmacológico 

seletivo da gp91phox, o gp91ds-tat. A redução da atividade oxidante da gp91phox foi 

associada ainda ao bloqueio das alterações na expressão de β e α-MHC e do ANP 

induzidas pela noradrenalina (SALEEM E GOSWAMI, 2017). 

A participação das ROS derivadas da NADPH oxidase nas alterações 

cardíacas também são visualizadas através do estímulo adrenérgico no coração senil. 
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Corações isolados de ratos adultos e idosos foram desafiados com concentrações 

crescentes de isoproterenol. Diferentemente dos corações de ratos adultos, nos quais 

o isoproterenol apresentou efeito inotrópico e lusotrópico positivos, corações de ratos 

idosos apresentaram essa resposta diminuída. Por outro lado, o efeito do agonista 

adrenérgico no coração dos animais idosos foi completamente recuperado pela 

incubação da apocinina, o que também foi observado na contratilidade no plano 

celular em cardiomiócitos isolados (VALDÉS et al., 2018). 

Todas estas evidências reforçam a importância da atividade da gp91phox para 

os efeitos cardíacos do sistema nervoso simpático, aqui evidenciado pela sinalização 

β-adrenérgica. A literatura é vasta em mostrar essa relação em diversos modelos 

experimentais animais e também em experimentos in vitro, mas carece de evidências 

consistentes a respeito de como ocorre a ativação da gp91phox em resposta ao 

estímulo adrenérgico, em especial de quais fatores estão upstream à ativação da 

gp91phox em resposta aos agonistas adrenérgicos. Imbuídos na busca do 

entendimento deste processo e de preenchermos esta lacuna na literatura, 

realizamos, portanto, este trabalho. 
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9. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE CENTRAL 

 

O sistema nervoso autônomo simpático tem um envolvimento crucial nos 

processos patológicos que culminam na manifestação clínica das doenças 

cardiovasculares; inclusive o bloqueio de sua atividade está associado ao aumento da 

expectativa de vida de pacientes cardiopatas. 

 

Figura 23.Hipótese central: o remodelamento cardíaco induzido pela estímulo β-
adrenérgico sustentado depende da ativação de gp91phox mediada pela PI3Kγ. 
β-AR: Receptores β adrenérgicos; PI3Kγ: fosfatidilinositol-3-cinase gama. 

 

Existem muitas evidências que demonstram que o estresse oxidativo tem um 

envolvimento substancial nos efeitos cardiodeletérios do desequilíbrio autonômico. 

Além disso, estudos mais recentes apontam que a gp91phox está envolvida com o 

desenvolvimento de hipertrofia, fibrose e inflamação cardíaca. Por outro lado, pouco 

é conhecido sobre os mecanismos que estão upstream à ativação de gp91phox durante 

o desenvolvimento do remodelamento patológico. 

Nesta linha, nossas perguntas experimentais no segundo capítulo desta tese 

é: os efeitos patológicos do estímulo adrenérgico crônico persistem diante da inibição 

da gp91phox?  Se sim, qual(is) seria(m) os ativadores upstream da gp91phox em 

resposta a ativação adrenérgica? Uma possibilidade seria a via da PI3Kγ, uma vez 

que existem evidências na literatura que sua fosforilação e o PIP3, produto deste 

processo, podem recrutar p47phox para a membrana, e, com isso, ativar gp91phox. Para 

elucidar essas questões em aberto, desafiaremos camundongos selvagens e 

nocautes com a administração intraperitoneal de isoproterenol por 7 dias. Este é um 

modelo murino bem caracterizado de estimulação adrenérgica excessiva associada 
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ao desbalanço redox. Utilizaremos uma combinação de estudos in vivo e in vitro em 

animais selvagens e geneticamente modificados gp91phox-/- e PI3KγKD/KD, para elucidar 

a relação entre fosfoinositídeo 3-quinase (PI3Kγ) e a gp91phox e o remodelamento 

cardíaco induzido pela ativação adrenérgica no coração.  
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10. OBJETIVOS 

 

10.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a participação da PI3Kγ sobre a ativação de gp91phox induzida pelo 

estímulo adrenérgico crônico. 

 

10.2 Objetivos Específicos 

 

a) Avaliar a participação da NADPH oxidase no remodelamento cardíaco 

induzido pela administração de isoproterenol em camundongos C57BL/6J através da: 

i. produção de ROS; 

ii. quantificação da hipertrofia cardíaca e da área de secção transversal de 

cardiomiócitos; 

iii. deposição total de colágeno; 

iv. expressão proteica de marcadores moleculares de fibrose cardíaca; 

v. avaliação ecocardiográfica. 

b) Avaliar a participação da gp91phox no remodelamento cardíaco induzido 

pela administração de isoproterenol utilizando camundongos gp91phox-/-. 

Para isto, serão repetidos os experimentos i, ii, iii e iv nos animais nocautes. 

c) Avaliar a participação da PI3Kγ no remodelamento cardíaco induzido 

pela administração de isoproterenol utilizando camundongos PI3KγKD/KD. 

Para isto, serão repetidos os experimentos i, ii, iii e iv nos animais mutantes 

para subunidade γ da PI3K. 
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11. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

11.1 Aspectos Éticos 

 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o número de protocolo: 

117/2020. 

 

11.2 Animais 

 

Neste estudo foram utilizados: camundongos machos C57BL/6J obtidos no 

Biotério Central da UFMG, camundongos machos Myh7-YFP+/- cedidos pelo Prof. Dr. 

William Pu (Harvard University, Estados Unidos), camundongos machos gp91phox-/- 

obtidos em colaboração com a Profa. Dra. Leda Quércia Vieira (Departamento de 

Bioquímica) e camundongos machos PI3KγKD/KD obtidos em colaboração com o Prof. 

Dr. Flávio Almeida Amaral (Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB/UFMG). 

Foram utilizados animais de 10-12 semanas, os quais foram mantidos no Biotério de 

Experimentação do Departamento de Fisiologia e Biofísica (ICB/UFMG), num ciclo 

claro/escuro de 12 horas (12 horas de claridade, 12 horas de escuro), recebendo água 

e comida ad libitum. 

 

11.3 Tratamento in vivo com isoproterenol e Apocinina 

 

Camundongos C57BL/6J ou Myh7-YFP+/- foram tratados via injeção 

intraperitoneal com isoproterenol (Sigma-Aldrich) na dose de 25 mg/kg/dia, durante 7 

dias. Os animais do grupo controle foram tratados com salina (NaCl, 0,9%, no volume 

médio que foi injetado nos animais tratados com ISO, pela mesma via de 

administração). Foi realizada eutanásia por deslocamento cervical 24 horas após a 

última injeção de isoproterenol. Após isto, os corações foram rapidamente removidos 

e transferidos para nitrogênio líquido, e posteriormente armazenados em freezer -

80ºC. Quando apropriado, o tecido cardíaco foi embebido em O.C.T. Tissue-Tek 

(#4583, Sakura) e armazenados em freezer -20°C.  
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Em um segundo delineamento experimental, os animais transgênicos gp91phox-

/- e PI3KγKD/KD foram submetidos ao mesmo tratamento com isoproterenol. A forma de 

coleta do tecido cardíaco seguiu o mesmo protocolo descrito no item anterior. 

 

11.4 Análise da hipertrofia cardíaca e da área celular 

 

No oitavo dia após o início da administração do isoproterenol, a hipertrofia 

cardíaca foi analisada através da razão do peso úmido do coração, em miligramas 

(mg), pelo tamanho da tíbia esquerda, em centímetros (cm) - mensurado com uso de 

paquímetro. A análise da hipertrofia celular foi realizada utilizando-se o WGA (Wheat 

germ agglutinin). Os tecidos foram inicialmente fixados com PFA 4% durante 30 min. 

Ao final deste tempo, os tecidos foram lavados 3x com PBS 1x e, então, foram 

incubados com WGA (5 µg/ml, #W32466, Thermo Fisher Scientific), conjugado com 

Alexa Fluor 647, durante 15 minutos. Após nova lavagem, os tecidos foram incubados 

durante 5 min com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, 1:500, #D1306, RRID: 

AB_2629482, Thermo Fisher Scientific) para marcação do núcleo. As lâminas foram 

novamente lavadas e submetidas à selagem e montagem com lamínulas. O glicerol 

60% foi utilizado como meio de montagem. As imagens dos tecidos corados com WGA 

foram capturadas usando o microscópio confocal Zeiss LSM 880 (Zeiss) situado no 

Centro de Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) no ICB/UFMG. O software 

Zem Blue (Zeiss) foi utilizado para quantificação da área celular. 

  

11.5 Análise da deposição total de colágeno 

 

A deposição de colágeno foi avaliada através da coloração PicroSirius Red. O 

coração foi seccionado em fatias de 8 µm, que foram transferidas para lâminas. 

Incialmente, as lâminas foram retiradas do freezer. Após secarem completamente, as 

lâminas foram incubadas por 45 min em solução de PicroSirius Red. Após isso, as 

lâminas foram transferidas para solução de HCl 0,01% por dois minutos. Ao final, as 

lâminas foram lavadas rapidamente em água destilada e seladas com uso de Entelan 

(#107961, Merck Millipore). A aquisição das imagens foi realizada em microscópio de 

luz com aumento de 400x. A porcentagem de colágeno foi calculada pelo software 

Image-Pro Plus (Media Cybernetics, U.S.A). 
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11.6 Tratamento in vitro com isoproterenol ou com o AS605240 em 

cardiomiócitos ventriculares isolados 

 

O isolamento dos cardiomiócitos ventriculares foi realizado de acordo com os 

métodos previamente descritos no capítulo I. Os cardiomiócitos foram tratados 

durante 15 minutos com o inibidor seletivo da PI3Kγ, o AS60524015. Ao final dos 15 

min, os cardiomiócitos foram então tratados com isoproterenol (10 nmol/L). 

 

11.7 Análise estatística 

 

Inicialmente, foi realizada a análise de normalidade e homoscedasticidade 

através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. O teste t de student 

ou o ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, foram utilizados para análise das 

diferenças entre os grupos experimentais. Os dados foram expressos em média e erro 

padrão da média. Diferenças significativas entre os grupos experimentais foram 

consideradas quando o p<0,05. Todos os testes e gráficos foram gerados no 

GraphPad Prisma e no PAST (Paleontological Statistics). 
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12. RESULTADOS (CAPÍTULO II) 

 

Com o objetivo de avaliar a ocorrência do estresse oxidativo nos camundongos 

C57BL/6J, submetidos ao tratamento com isoproterenol (ISO, 25mg/kg/dia) e 

apocinina (APO, 1mg/ml), durante 7 dias, e sacrificados 24 horas após a última 

administração de ISO. Conforme pode ser observado na Figura 24, o tratamento com 

ISO induziu aumento das ROS, como detectado pelo aumento da fluorescência do 

DHE e o tratamento com APO atenuou o aumento dessa produção de ROS.  

 

Figura 24.Apocinina atenua o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 
induzido pelo estresse adrenérgico. (A) Imagens representativas de corações incubados 
com DHE. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra a quantificação da 
intensidade de fluorescência do DHE obtida nos cortes transversais do tecido cardíaco. É 
observado um aumento na fluorescência DHE no grupo tratado com ISO em comparação com 
o grupo CTR, um resultado que é revertido pela apocinina. Os dados são expressos em média 
± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs outros grupos. N= número de amostras de tecido 
cardíaco. 
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É sabido que as ROS têm influência sobre a resposta hipertrófica cardíaca ao 

isoproterenol (RAUT et al., 2020). Diante disso, investigamos o efeito do tratamento 

com APO na hipertrofia cardíaca, e também à nível celular. Conforme observado na 

Figura 25, o tratamento com apocinina atenuou a hipertrofia cardíaca induzida pelo 

ISO, o que pode ser observado no plano celular (Figura 25B), visto que o tratamento 

com APO atenuou o aumento da área de secção transversa induzida pelo ISO no 

tecido cardíaco. Em adição, a administração de APO atenuou também o efeito do ISO 

sobre a razão HW/TL, bem como sobre a expressão do mRNA para Nppa, que codifica 

a expressão do ANP (Figura 25C-D). 

 

Figura 25. Apocinina atenua a hipertrofia cardíaca induzida pelo estresse adrenérgico 
crônico. (A) Imagens representativas cortes transversais do tecido cardíaco incubados com 
WGA. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra a quantificação da área de 
secção transversal celular nos cortes transversais do tecido cardíaco. (C) Gráfico de barras 
mostra a razão entre o peso do coração (mg) normalizado pelo comprimento da tíbia (cm). O 
aumento desta razão observado no grupo ISO é revertido pela administração de Apocinina. 
(D) Gráfico de barras mostra o aumento da expressão do RNA mensageiro para o gene Nppa, 
que condifica a expressão do ANP, efeito que é bloqueado pela administração de Apocinina. 
Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs outros grupos. 
N= número de amostras de tecido cardíaco. 
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Considerando que o efeito estressor adrenérgico está associado à reexpressão 

de genes fetais, decidimos analisar o efeito da APO sobre a expressão de β-MHC. A 

β-MHC é um alvo importante uma vez que sua presença tem sido associada a regiões 

de fibrose (DARAZI et al., 2014). Para isto, camundongos mutantes Myh7-YFP+ foram 

submetidos ao tratamento com ISO e APO. Conforme pode ser observado na Figura 

26, o ISO aumenta o número de células positivas para β-MHC, localizadas em regiões 

difusas dos músculos papilares e em torno das artérias coronárias. Este efeito do ISO 

foi atenuado pelo tratamento com APO, que reduziu o número de células positivas 

para β-MHC. 

  

 

Figura 26. Apocinina impede o aumento do número de células β-MHC-YFP positivas 
induzido pelo estresse adrenérgico. (A) Imagens representativas ilustram o tecido cardíaco 
marcado com WGA. Na primeira coluna do painel é observada a fluorescência endógena para 
β-MHC-YFP, em amarelo. Em vermelho, fluorescência emitida pelo WGA e os núcleos estão 
marcados em azul pelo DAPI. Barra de escala=20 µm. É possível observar um aumento do 
número de células β-MHC-YFP positivas. (B) O gráfico de barras mostra a quantificação do 
número de células β-MHC-YFP positivas, aumentado no grupo ISO. Este efeito do ISO é 
abolido pela administração de Apocinina. Os dados são expressos em média ± erro padrão 
da média (SEM). *p<0,05 vs outros grupos. N= número de amostras de tecido cardíaco. 
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A fibrose é um evento clássico do remodelamento cardíaco induzido pelo 

estresse adrenérgico (THANGAIYAN et al., 2020). Considerando isto, avaliamos a 

deposição total de colágeno com uso do PicroSirius Red. Conforme pode ser 

observado na Figura 27, o tratamento com APO impediu o aumento da deposição total 

de colágeno induzido pelo ISO no tecido cardíaco. 

 

Figura 27. Apocinina atenua a fibrose cardíaca induzida pelo estresse adrenérgico 
crônico. (A) Imagens representativas de cortes transversais do tecido cardíaco corados com 
PicroSirius. O colágeno é visualizado nas imagens em tons que variam entre róseo e 
vermelho. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra a quantificação da 
deposição total de colágeno. O aumento da deposição total de colágeno no grupo ISO, em 
comparação ao grupo controle, é revertido pela administração de Apocinina. Os dados são 
expressos em média ± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs outros grupos. N= número de 
amostras de tecido cardíaco. 
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O efeito antifibrótico do tratamento com APO se estende aos marcadores 

moleculares de remodelamento e fibrose cardíaca, que, neste trabalho, foram 

avaliados através da técnica de Western Blot. Avaliamos a expressão da MMP-2 e 

seu inibidor tecidual, o TIMP-2, que são agentes importantes envolvidos na fibrose 

cardíaca. Conforme podemos observar na Figura 28, o tratamento com APO impediu 

o aumento da expressão proteica destes marcadores induzido pelo ISO. Também 

analisamos a expressão do TGF-β, um sinalizador importante no desenvolvimento da 

fibrose cardíaca. Assim como para MMP-2 e TIMP-2, o tratamento com APO também 

impediu o aumento deste marcador molecular. 

 

 

Figura 28. Apocinina previne o aumento da expressão de marcadores moleculares de 
fibrose cardíaca induzido pelo estresse adrenérgico. (A) Imagens representativas do 
Western blot para expressão da MMP-2, TIMP-2 e TGF-β. O GADPH foi utilizado como 
controle para normalização dos dados. Gráficos de barra ilustram o aumento da expressão da 
(B) MMP-2, (C) TIMP-2 e do (D) TGF-β induzido pelo ISO, efeito este prevenindo pela 
administração de apocinina. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média 
(SEM). *p<0,05 vs outros grupos. N= número de homogenatos de tecido cardíaco. 
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Tendo em vista os dados apresentados e a participação da NAPDH oxidase no 

remodelamento fibrótico induzido pelo ISO, nosso próximo passo foi verificar a 

expressão da gp91phox, no tecido cardíaco em resposta ao tratamento adrenérgico. 

Assim, realizamos uma análise temporal da expressão proteica da gp91phox nos dias 

1, 3 e 8, após o início da administração do ISO. Conforme podemos observar na Figura 

29, o ISO aumenta a expressão já no terceiro dia, efeito que se mantém sustentado 

até o final do tratamento. 

 

 

Figura 29. O estresse adrenérgico aumenta a expressão da gp91phox no tecido cardíaco. 
Imagens representativas do Western blot para expressão da gp91phox no tecido cardíaco em 
diferentes dias. O GADPH foi utilizado como controle para normalização dos dados. Gráfico 
de linhas ilustra o aumento da expressão da gp91phox que ocorre no terceiro dia após o início 
do tratamento com ISO, e permanece aumentado até o final do tratamento. Os dados são 
expressos em média ± erro padrão da média (SEM). *p<0,05 vs outros grupos. N= número de 
homogenatos de tecido cardíaco. 
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Considerando o aumento da gp91phox induzido pelo ISO, nos perguntamos, 

então, se esta subunidade estaria envolvida no efeito oxidativo induzido por este 

agente. Para responder a esta pergunta, submetemos animais com deleção genética 

da gp91phox (gp91phox-/-) ao tratamento com ISO. Conforme pode ser visualizado na 

Figura 30, nestas condições o tratamento com ISO não induziu aumento da 

fluorescência do DHE, como observado anteriormente em animais wild type. 

 

 

Figura 30. O isoproterenol não induz aumento da produção de espécies reativas de 
oxigênio no tecido cardíaco de camundongos gp91phox-/-. (A) Imagens representativas de 
corações incubados com sonda DHE. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra 
a quantificação da intensidade de fluorescência do DHE obtida nos cortes transversais do 
tecido cardíaco. Não é observada diferença entre os grupos CTR e ISO. Os dados são 
expressos em média ± erro padrão da média (SEM). N= número de amostras cardíacas 
analisadas. 
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Considerando o envolvimento da sinalização redox no efeito hipertrófico do ISO 

e também a participação crucial da gp91phox no efeito oxidante do estresse 

adrenérgico crônico, o próximo passo foi avaliar o envolvimento da gp91phox na 

resposta hipertrófica cardíaca ao ISO. Conforme observamos na figura 31, o ISO não 

induziu hipertrofia cardíaca nos animais gp91phox-/-, como pode ser observado por meio 

da razão HW/TL, bem como no plano celular através da área de secção transversa. 

 

 

Figura 31. O isoproterenol não induz hipertrofia cardíaca em camundongos gp91phox-/-. 

(A) Gráfico de barras mostra a razão entre o peso do coração (mg) normalizado pelo 
comprimento da tíbia (cm). (B) Imagens representativas de cortes transversais do tecido 
cardíaco incubados com WGA. Barra de escala=20 µm. (C) O gráfico de barras mostra a 
quantificação da área de secção transversal celular nos cortes transversais do tecido 
cardíaco. O ISO não induziu hipertrofia nos animais gp91phox-/-. Os dados são expressos em 
média ± erro padrão da média (SEM). N= número de amostras cardíacas analisadas. 
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Diferentemente do que foi observado nos animais selvagens, o estresse 

adrenérgico crônico não induziu fibrose cardíaca nos animais com deleção genética 

da gp91phox. Como pode ser observado na Figura 32, não existem diferenças entre os 

grupos para a deposição de colágeno total no tecido cárdico de camundongos 

gp91phox-/- em comparação aos animais selvagens. 

 

 

Figura 32. Tratamento com isoproterenol não induziu fibrose cardíaca nos animais 
gp91phox-/-. (A) Imagens representativas de cortes transversais do tecido cardíaco corados 
com PicroSirius Red. O colágeno é visualizado nas imagens em tons que variam entre róseo 
e vermelho. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra a quantificação da 
deposição total de colágeno. Não são observadas diferenças entre os grupos. Os dados são 
expressos em média ± erro padrão da média (SEM). N= número de amostras cardíacas 
utilizadas. 
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O ISO também não induziu aumento dos marcadores moleculares de 

remodelamento cardíaco nos animais gp91phox-/-. Como podemos observar na figura 

33, não existem diferenças na expressão proteica do TGF-B, MMP-2 e TIMP-2 entre 

os grupos experimentais. 

 

 

Figura 33. O isoproterenol não aumenta a expressão dos marcadores moleculares de 
fibrose cardíaca induzido pelo estresse adrenérgico. Imagens representativas do Western 
blot para expressão da TGF-β, MMP-2 TIMP-2. O GADPH foi utilizado como controle para 
normalização dos dados Gráficos de barra ilustram a expressão do (A) TGF-β, (B) MMP-2 e 
do (C) TIMP-2. Não existem diferenças entre os grupos. Os dados são expressos em média 
± erro padrão da média (SEM). N= número de homogenatos de tecido cardíaco. 
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Considerando que, até o momento, não observamos nenhum efeito do ISO no 

coração dos animais gp91phox, nós realizamos então experimento com cardiomiócitos 

isolados destes animais no intuito de verificar se sinalização adrenérgica ativada pelo 

ISO está preservada nestes animais. Para isto, analisamos o efeito in vitro do ISO 

sobre o transiente de cálcio, que é um efeito classicamente descrito na literatura. 

Como podemos observar na figura 34, o ISO induziu aumento no transiente de cálcio 

em cardiomiócitos provenientes dos animais gp91phox, o que demonstra que a 

sinalização está preservada no coração destes animais. 

 

 

Figura 34. Cardiomiócitos de camundongos gp91phox-/- apresentam aumento no 
transiente de Ca2+ induzido pelo isoproterenol. (A) No painel superior, Imagens 
representativas do transiente de Ca2+ obtidos de cardiomiócitos ventriculares marcados com 
sonda FLUO-4 AM. Painel inferior, perfil do transiente de cálcio. (B) Gráfico de barras 
demonstra o aumento da fração F/F0 induzida pelo isoproterenol em cardiomiócitos de animais 
gp91phox-/-. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). **p<0,05 vs WT 
veículo. N=número de células analisadas. 
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Estudos prévios em demonstrado que a família de lipases PI3K está envolvida 

com a ativação da gp91phox.  Entretanto, ainda não era bem estabelecida a 

contribuição da PI3K na ativação de NOX-2 no coração, e sua real contribuição para 

o remodelamento cardíaco patológico decorrente de sua ativação. Imbuídos do intuito 

de elucidar esta questão em aberto, primeiros analisamos o efeito do estresse 

adrenérgico crônico sobre a expressão do mRNA para o Pik3cg, gene que codifica a 

expressão da PI3Kγ no coração. Conforme é possível observar na figura 35, o 

tratamento com ISO aumenta a expressão do mRNA Pik3cg no coração de animais 

selvagens. 

 

Figura 35. O estresse adrenérgico aumenta a expressão do mRNA para Pik3cg no tecido 
cardíaco. Gráfico de barras ilustra o aumento da expressão da mRNA para Pik3cg no coração 
dos animais submetidos ao estresse adrenérgico crônico com isoproterenol. S26 foi utilizado 
com um controle interno. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). 
*p<0,05 vs grupo controle. N= número de homogenatos de tecido cardíaco. 
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Dado o fato de que a PI3Kγ pode estar envolvida com a produção de ROS no 

tecido cardíaco, nós analisamos o envolvimento da mesma no efeito oxidativo do ISO. 

Primeiro, isolamos cardiomiócitos de animais wild type e submetemos ao tratamento 

com ISO, diante (ou não) da pré-incubação com o inibidor farmacológico da PI3Kγ, o 

AS605240. Como podemos observar na figura 36, a inibição farmacológica da PI3Kγ 

abole o efeito oxidativo do ISO. Em seguida, isolamos cardiomiócitos de animais 

PI3KγKD/KD e tratamos com ISO. Novamente, o ISO teve seu efeito oxidativo abolido. 

Juntos, estes resultados apontam que a PI3Kγ é crucial para o efeito oxidativo do ISO 

em cardiomiócitos. 

 

 

Figura 36. Estímulo adrenérgico promove aumento da produção de ROS em 
cardiomiócitos ventriculares via PI3Kγ. (A) Painel mostra as imagens representativas dos 
cardiomiócitos incubados com DHE. Gráfico de barras mostra que o AS605240 (inibidor de 
PI3Kγ) bloqueia o aumento da produção de ROS induzido pelo ISO em cardiomiócitos. (B) 
Painel mostra as imagens representativas dos cardiomiócitos provenientes de animais 
PI3KγKD/KD incubados com DHE. Gráfico de barras mostra que o ISO não aumenta a produção 
de ROS nos cardiomiócitos provenientes dos animais PI3KγKD/KD. Os dados são expressos 
em média ± erro padrão da média (SEM). **p<0,05 vs WT veículo. N= número de células 

analisadas. 
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Para avaliar a participação da PI3Kγ no efeito oxidativo do ISO in vivo, nós 

submetemos animais PI3KγKD/KD à administração crônica de ISO. Como podemos 

observar na Figura 37, o efeito do ISO sobre a produção de ROS no tecido cardíaco 

foi abolido. 

 

Figura 37. O isoproterenol não induz aumento da produção de espécies reativas de 
oxigênio no tecido cardíaco de camundongos PI3KγKD/KD. (A) Imagens representativas de 
corações incubados com DHE. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra a 
quantificação da intensidade de fluorescência do DHE obtida nos cortes transversais do tecido 
cardíaco. Não é observado diferença entre os grupos CTR e ISO. Os dados são expressos 
em média ± erro padrão da média (SEM). N= número de amostras de tecido cardíaco 
analisadas. 
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Tendo em vista a participação da sinalização redox no efeito fibrótico cardíaco 

do ISO, e a abolição da produção de ROS pelo inibidor da PI3Kγ, no próximo passo 

nós analisamos a deposição total de colágeno no tecido cardíaco dos animais 

PI3KγKD/KD submetidos à administração de ISO. Como podemos observar na Figura 

38, o ISO não induziu fibrose no tecido cardíaco dos animais PI3KγKD/KD. 

 

 

Figura 38. Tratamento com isoproterenol não foi capaz de induzir fibrose cardíaca nos 
animais PI3KγKD/KD. Tratamento com isoproterenol não foi capaz de induzir fibrose 
cardíaca nos animais PI3KγKD/KD. (A) Imagens representativas de cortes transversais do 
tecido cardíaco corados com PicroSirius Red. O colágeno é visualizado nas imagens em tons 
que variam entre róseo e vermelho. Barra de escala=20 µm. (B) O gráfico de barras mostra a 
quantificação da deposição total de colágeno. Não são observadas diferenças entre os 
grupos. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média (SEM). N= número de 
amostras de tecido cardíaco analisadas. 
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A ausência de efeito do ISO também foi observada na expressão proteica dos 

marcadores moleculares de remodelamento nos corações dos animais PI3KγKD/KD. 

Surpreendentemente, a expressão do TIMP-2 foi reduzida no coração dos animais 

PI3KγKD/KD (Figura 39). 

 

 

Figura 39. Tratamento com isoproterenol não induz aumento na expressão dos 
marcadores moleculares de fibrose cardíaca no coração de camundongos PI3KγKD/KD. 
Imagens representativas do Western blot para expressão da TGF-β, MMP-2 TIMP-2. O 
GADPH foi utilizado como controle para normalização dos dados. Gráficos de barra ilustram 
a expressão da (A) TGF-β, (B) MMP-2 e do (C) TIMP-2. Não existem diferenças entre os 
grupos para a expressão de TGF-β e de MMP-2. O ISO reduz a expressão de TIMP-2 no 
coração dos animais PI3Kγ/KD. Os dados são expressos em média ± erro padrão da média 
(SEM). N= número de homogenatos de tecido cardíaco analisadas. 
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No intuito de atestar que a sinalização adrenérgica estava preservada no 

coração dos animaisPI3KγKD/KD, nós analisamos o efeito do ISO sobre o transiente de 

cálcio em cardiomiócitos provenientes de animais PI3KγKD/KD. Como podemos 

observar na Figura 40, o ISO induziu o aumento do transiente de cálcio dos 

cardiomiócitos dos animais PI3kγKD/KD, o que demonstra que a sinalização adrenérgica 

está preservada nos cardiomiócitos destes animais. 

 

 

Figura 40. Cardiomiócitos de camundongos PI3KγKD/KD apresentam aumento no 
transiente de Ca2+ induzido pelo isoproterenol. (A) Imagens representativas do transiente 
de Ca2+ obtidos de cardiomiócitos ventriculares marcados com sonda FLUO-4 AM. Na parte 
inferior, perfil do transiente de cálcio. (B) Gráfico de barras demonstra o aumento da fração 
F/F0 induzida pelo isoproterenol em cardiomiócitos de animais PI3KγKD/KD. Os dados são 
expressos em média ± erro padrão da média (SEM). **p<0,05 vs WT veículo. N= número de 
células analisadas. 
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13. DISCUSSÃO (CAPÍTULO II) 

 

No capítulo II, mostramos que PI3Kγ recruta a gp91phox para induzir programa 

fibrótico no coração em resposta à estimulação adrenérgica. Incialmente, mostramos 

que a apocinina atenuou as alterações cardíacas induzidas pelo ISO, confirmando a 

contribuição das ROS derivadas da NADPH oxidase no remodelamento cardíaco 

induzido pelo estresse adrenérgico crônico. Nesta linha, demonstramos que ISO não 

foi capaz de induzir o remodelamento cardíaco em camundongos com deficiência de 

gp91phox. Este dado, em especial, reforça a ideia de que o gp91phox, principal fonte de 

ROS no coração, é crucial para o estabelecimento dos efeitos da sinalização 

adrenérgica sobre o tecido cardíaco. Além disso, também mostramos que o ISO não 

induziu o aumento da formação de ROS em cardiomiócitos ventriculares na presença 

do inibidor farmacológico de PI3Kγ, ou em cardiomiócitos isolados de camundongos 

PI3KγKD/KD. Finalmente, nossos resultados mostram que os animais PI3KγKD/KD são 

resistentes à fibrose e hipertrofia cardíaca induzida por insulto adrenérgico. Juntos, 

nossos achados indicam que a ativação de PI3Kγ é um sinal crítico para consequente 

ativação de gp91phox em resposta à estimulação adrenérgica crônica. Estes dados 

fornecem evidências importantes sobre os mecanismos envolvidos no remodelamento 

cardíaco induzido pelo estresse adrenérgico, destacando o papel do eixo PI3Kγ/ 

gp91phox neste processo e indicando que estratégias terapêuticas baseadas na 

modulação deste eixo podem ser úteis para mitigar a instauração da fibrose durante 

o desenvolvimento da doença cardíacas. 

O ponto de partida do nosso trabalho foi a avaliação global do panorama de 

genes alterados no coração em resposta ao ISO. Este dado foi de extrema 

importância, porque indicou o programa de ativação gênica pró-fibrótico como o 

principal alvo da estimulação adrenérgica crônica. Mais importante ainda, o tratamento 

com apocinina foi capaz de reverter esse padrão de ativação. Isso corrobora com a 

literatura, visto que dados mostram a função cardioprotetora da apocinina em reverter 

a fibrose cardíaca induzida pelo ISO. Yang et al. (2016), mostraram que a 

administração da apocinina preveniu as alterações induzidas pelo ISO sobre perfil da 

expressão de microRNAS que compõe vias de sinalização relacionadas ao 

desenvolvimento da fibrose cardíaca. Com este dado em mente partimos para 

investigar a participação do eixo PI3Kγ/gp91phox neste processo.  
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É bem sabido que a estimulação adrenérgica crônica induz um desequilíbrio no 

estado redox (SOUZA et al., 2020). Estudos mostram que as ROS compõem os 

mecanismos envolvidos no remodelamento cardíaco promovido pela ativação crônica 

de receptores β-adrenérgicos (KATARE et al., 2017; LI et al., 2016; WANG et al., 

2021). Corroborando dados previamente publicados, nosso trabalho mostra que a 

inibição da NADPH oxidase previne hipertrofia e fibrose cardíaca induzidas pelo 

insulto adrenérgico. Aqui é importante ressaltar que além da fibrose, a hipertrofia 

cardíaca é outro efeito clássico da estimulação adrenérgica no coração (RAUT et al., 

2020). O trabalho de Tanriverdi et al (2017) mostrou que a administração de apocinina 

reduz a lesão cardíaca induzida pelo ISO por atenuar o estresse oxidativo induzido 

pelo agonista adrenérgico. Neste trabalho, os autores mostraram que a administração 

de apocinina reduziu os níveis de malonaldeído (MDA), um clássico marcador de dano 

oxidativo, ao mesmo tempo que elevou os níveis de superóxido dismutase (SOD), 

catalase, e glutationa, enzimas conhecidamente antioxidantes. Os efeitos protetores 

da apocinina se estenderam também à redução de infiltração de células inflamatórias 

no tecido cardíaco. O efeito da apocinina sobre o efeito hipertrófico do ISO que 

demonstramos neste capítulo também foi observado no trabalho de Saleem et al. 

(2017). Estes autores mostraram que a administração de apocinina atenuou o 

aumento do peso cardíaco, e também as alterações ecocardiográficas induzidas pelo 

ISO. 

Neste trabalho, observamos que o ISO aumentou o número de células β-MHC-

YFP+, que ocorreram com mais frequência nas regiões de fibrose (PANDYA, KIM E 

SMITHIES, 2006). Estas células estão relacionadas à progressão da insuficiência 

cardíaca e, quando reduzidas pela administração de antagonistas adrenérgicos, pode 

ser observado a recuperação da performance cardíaca (Machackova et al., 2011). 

Muito embora no modelo utilizado neste estudo não seja observada insuficiência 

cardíaca, é possível hipotetizar que a inibição da NADPH oxidase poderia adiar a 

instalação da insuficiência cardíaca, posto que o aumento do número de células β-

MHC-YFP+ estão associadas à redução de contratilidade cardíaca. Nesta mesma 

linha, nós também mostramos que a administração de apocinina atenua o efeito 

fibrótico do ISO. Este resultado é particularmente importante por que a fibrose é um 

evento patológico final comum de desordens cardíacas. Yang et al. (2016) mostraram 

efeito semelhante em camundongos com fibrose cardíaca induzida pela injeção de 5 

ou 10 mg/kg de ISO por via intraperitoneal. Estes autores mostraram que a 
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administração de 50 mg/kg de apocinina, iniciada no sexto dia após a indução da 

fibrose, atenuou a deposição de matriz extracelular no tecido cardíaco. 

No coração, as ROS compreendem várias vias de sinalização para funções 

fisiológicas importantes (KUBIN et al., 2011; SANTOS et al., 2011), mas também estão 

envolvidas no aparecimento e progressão de doenças cardíacas. (CADENAS et al., 

2018; ZHANG et al., 2018; YANG et al., 2020). As ROS podem modular a atividade e 

conformação de proteínas sensíveis ao estado redox local, conhecidas como alvos 

moleculares regulados pelo estado redox. Nossos resultados mostraram que o 

aumento da expressão de MMP-2, TIMP-2 e TGF-β induzidos pelo ISO dependem da 

atividade de NADPH oxidase, visto que a apocinina bloqueou esse efeito do estresse 

adrenérgico crônico. A redução da expressão desses marcadores reforça a 

participação do estado redox como modulador chave no mecanismo patológico do 

estresse adrenérgico crônico sobre o coração, visto que MMP-2, TIMP-2 e TGF-β são 

mediadores moleculares relacionados à instalação e progressão da fibrose neste e 

em outros modelos experimentais de lesão cardíaca. 

Dados da literatura mostram que o estresse adrenérgico crônico promove 

aumento da expressão da gp91phox (YANG et al., 2016), principal fonte de ROS no 

coração (SIRKER et al., 2016). Em adição, dados pré-clínicos mostraram fortes 

evidências de que a gp91phox está envolvida com o remodelamento cardíaco 

patológico. Anteriormente, Bendall et al., (2002), mostraram que camundongos 

gp91phox-/- são protegidos contra efeitos deletérios cardíacos da infusão subcutânea 

de Angiotensina II, em uma dose subpressora, como hipertrofia cardíaca, fibrose 

miocárdica e reexpressão de genes fetais. Em consonância com esses achados, 

Parajuli et al., (2014) mostraram que o gp91phox participa do avanço da insuficiência 

cardíaca em um modelo de doença cardíaca com sobrecarga de pressão. Nossos 

dados obtidos em um modelo de ativação simpática crônica confirmam e expandem 

os achados anteriores que apoiam a gp91phox como a principal fonte de ROS no 

coração e seu papel fundamental no desenvolvimento de doenças cardíacas. A 

conclusão de que gp91phox tem um papel crucial no desenvolvimento do 

remodelamento cardíaca sob ativação simpática crônica, baseou-se nas seguintes 

observações: (1) que o tratamento com ISO leva à regulação positiva da expressão 

da proteína gp91phox no coração; (2) o fato de que camundongos gp91phox-/- não 

apresentam aumento da produção de ROS em resposta ao ISO, e (3) ausência de 

hipertrofia cardíaca, reexpressão de genes fetais e fibrose em camundongos gp91phox-
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/- tratados com ISO. É importante salientar, que apesar do coração expressar outras 

subunidades de NOX, como NOX-4 (CAI et al., 2020) e NOX-5 (ZHAO et al., 2020), 

nossos dados mostram que a NOX2 é a principal isoforma responsável pela geração 

de ROS em resposta ao tratamento com ISO. 

Outro ponto importante a ser ressaltado é o fato de que o ISO induz o aumento 

no transiente do cálcio nos cardiomiócitos ventriculares isolados dos animais gp91phox-

/-. Este dado sugere fortemente que a sinalização β-adrenérgica está preservada 

nestes animais, descartando um mecanismo compensatório como potencial envolvido 

na cardioproteção observada neste modelo. No entanto, esse achado também 

levantou uma questão interessante sobre o papel do cálcio no desenvolvimento de 

fibrose em resposta ao ISO. É amplamente conhecido que a mobilização de cálcio 

participa da instauração da insuficiência cardíaca (LOU et al., 2012), entretanto, 

nossos resultados indicaram, que em um primeiro momento, a deleção da gp91phox 

não induz de forma direta em alterações no manejo do cálcio. Dado isto, é necessário 

que novos experimentos sejam realizados no intuito de entender o grau de 

envolvimento do aumento das concentrações citoplasmáticas de cálcio induzidas pelo 

estímulo adrenérgico com o remodelamento cardíaco patológico. 

Dados na literatura mostram que a atividade de gp91phox pode estar associada 

ativação da PI3K (GHOSHAL et al., 2017). Além disso, produtos da fosforilação da 

PI3Kγ podem promover o recrutamento da p47phox para próximo da membrana, e, 

consequentemente, aumentar a formação de ROS via ativação da gp91phox 

(DRUMMOND et al., 2011). Considerando estas evidências, e também o fato de que 

foi demonstrada uma interação entre a PI3K e os receptores β-adrenérgicos (ZHANG 

et al., 2011), nós analisamos o envolvimento desta enzima com o remodelamento 

cardíaco patológico induzido pelo estresse adrenérgico. O primeiro dado importante, 

neste sentido, foi mostrar que o aumento da produção de ROS induzido pelo ISO é 

bloqueado pelo inibidor farmacológico da PI3Kγ. Nesta mesma linha, o fato de que a 

produção de ROS induzida pelo ISO não é observada nos cardiomiócitos PI3KγKD/KD, 

é outro forte indicativo que sustenta nossa hipótese de que  a PI3Kγ recruta gp91phox 

após estimulação dos receptores β-adrenérgicos. Estes resultados corroboram com o 

estudo de Frey et al. (2006), que mostraram que o fator de necrose tumoral (TNF) alfa 

induziu a fosforilação de p47phox e ativação de gp91phox em células endoteliais através 

da via PI3Kγ-proteína quinase C zeta (PKCzeta). Sendo assim, nossa evidência de 

que a deleção da PI3Kγ protege os camundongos do remodelamento cardíaco 
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associado ao desbalanço redox induzido pelo estresse adrenérgico crônico sugere 

fortemente que a ativação de gp91phox mediada por PI3Kγ tem um papel central na 

hipertrofia cardíaca e instauração da fibrose miocárdica. 

Em conclusão, nossos achados em um modelo pré-clínico de doença cardíaca 

fornecem uma nova linha de raciocínio para elucidar como a atividade de gp91phox é 

regulada no coração e sua contribuição para o remodelamento cardíaco. Em 

particular, mostramos que a ativação de gp91phox por PI3Kγ é um ponto crítico para 

hipertrofia cardíaca e instauração de fibrose miocárdica em resposta ao estresse 

adrenérgico crônico. Assim, nossos novos achados sugerem que as terapias que têm 

como alvo o eixo PI3Kγ/gp91phox podem ser úteis no tratamento das doenças 

caracterizadas pelo remodelamento cardíaco de cunho fibrótico. 
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14. CONCLUSÃO 

 

Este trabalho traz um maior entendimento sobre a participação crucial da 

gp91phox nas alterações cardíacas agudas e crônicas que dependem do estresse 

oxidativo. Nossos resultados indicam que a gp91phox é crucial para a instalação da 

fibrose e inflamação induzidas pelo estresse adrenérgico crônico e pela aldosterona, 

respectivamente. Além disso, mostramos que isto ocorre pelo recrutamento da PI3Kγ, 

que ativa gp91phox e induz produção de espécies reativas de oxigênio, que por sua 

vez, ativam vias de sinalização cardiodeletérias. 

Estas evidências são importantes porque nos ajudam a entender melhor os 

mecanismos patológicos associados ao estresse oxidativo no músculo cardíaco, e 

também porque abrem perspectivas para novas estratégias terapêuticas das doenças 

cardíacas que apresentam o estresse oxidativo, inflamação e fibrose como 

características. 
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