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Resumo 
A insuficiência cardíaca estabelecida em ratos Wistar adultos desnutridos 
está associada a dessensibilização adrenérgica: estudo do efeito do 
propranolol. LuizaVillarinho Pereira Mendes. Orientadoras: Drª. Lucienne da Silva 
Lara Morcillo e Drª. Valéria do Monti Nascimento Cunha. 

Resumo da tese de doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Farmacologia e Química Medicinal do Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessários à 
obtenção do título de doutor em ciências. 

Apesar de ser bem aceita a hipótese da programação fetal, pouco se sabe sobre 
como a desnutrição afeta os mecanismos moleculares adrenérgicos e dependentes 
de Ca2+ que regulam a função cardíaca. O objetivo desta tese foi avaliar o impacto 
da desnutrição promovida pela dieta básica regional em dois períodos de 
desenvolvimento – intrauterino (DBR-IU) e crônico (DBR-CR) – sobre a função 
cardíaca no rato Wistar adulto, correlacionando com alterações celulares que 
envolvem a manipulação intracelular de Ca2+ e a via de sinalização β adrenérgica. O 
tratamento com o β bloqueador propranolol foi avaliado através da análise dos 
parâmetros funcionais cardíacos. No grupo DBR-CR, observou-se atrofia muscular 
associada a infiltrado de células adiposas e colágeno, aumento de áreas isquêmicas 
e redução em 40% dos parâmetros basais: PDVE, +dP/dt e –dP/dt. A análise da 
curva de Frank-Starling demonstrou o deslocamento para a esquerda e diminuição 
em 30% da complacência ventricular. Isto associado a indícios de edema cardíaco e 
pulmonar indica a instauração de insuficiência cardíaca esquerda. A DBR-CR 
promoveu: (1) a diminuição da responsividade sistólica ao agonista β adrenérgico, 
isoproterenol (ISO), (2) a dessensibilização da via de sinalização mediada pela 
proteína cinase A (PKA) apesar do aumento do conteúdo do receptor β, (3) a 
sobrecarga da Ca2+-ATPase de membrana plasmática (PMCA) na remoção do Ca2+ 
intracelular, associado ao aumento da atividade da proteína cinase C (PKC) e (4) o 
aumento do dano oxidativo lipídico e protéico. Na DBR-IU foi observada a perda da 
relação de Frank-Starling e aumento de 30% da complacência ventricular. Não 
foram observadas alterações na morfologia dos ventrículos e das funções basais do 
órgão. Apesar da similaridade da resposta ao ISO e dessensibilização da via, ao 
contrário da desnutrição crônica, observamos a baixa atividade de PKC e PKA que 
reflete na diminuição da atividade Ca2+-ATPásica total, sendo o trocador Na+/Ca2+ 
como principal mecanismo extrusor de Ca2+ do meio intracelular. A diferença de 
ativação dos mecanismos moleculares ocorridos nas distintas janelas do 
desenvolvimento afetam a resposta do tratamento com propranolol. A insuficiência 
cardíaca na desnutrição intrauterina é resistente ao tratamento, enquanto na 
desnutrição crônica observa-se reversão dos mecanismos moleculares apesar da 
manutenção da perda dos mecanismos de Frank-Starling. Palavras-chaves: 
desnutrição, insuficiência cardíaca, sinalização β adrenérgica, propranolol, Ca2+-
ATPases. 

Rio de Janeiro 

 

Março de 2015 
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Abstract 
Heart failure established in malnourished adult Wistar rats is associated with 

adrenergic desensitization: study of the effect of propranolol. LuizaVillarinho 

Pereira Mendes. Superviser: Drª. Lucienne da Silva Lara Morcillo e Drª.Valéria do 

MontiNascimento Cunha. 

Abstract da tese de doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 

Farmacologia e Química Medicinal do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessários à 

obtenção do título de doutor em ciências. 

Although it has been accepted the programing fetal hypothesis, little is known about 
how undernutrition affects the adrenergic signaling and Ca2+-dependent mechanism 
that regulates cardiac function. The objective of this thesis was to evaluate the 
impact of undernutrition imposed by the basic regional diet – intrauterine (RBD-IU) 
and chronic (RBD-CR) – on the cardiac function in the adult Wistar rat, correlating 
with alterations in the intracellular Ca2+ handling and in the β adrenergic signaling. 
The treatment with the β blocker propranolol was also evaluated. In the RBD-CR, it 
was observed muscular atrophy associated to adipocytes infiltration and collagen, 
increase of ischemic areas and a 40% reduction of the basal parameters: PDVE, + 
dP/dte –dP/dt. The Frank-Starling curve demonstrated a shift to the left and a 
decrease in 30% of ventricular complacence. These findings associated to a cardiac 
and pulmonary edema indicated the establishment of left heart failure. RBD-CR 
promoted: (1) a decrease in the systolic response to the β agonist isoproterenol 
(ISO), (2) down regulation of the protein kinase A (PKA) -mediated signaling 
pathway, besides the increase in the β adrenergic receptor, (3) over activity of 
plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA) in Ca2+ extrusion, due to increase in 
protein kinase C (PKC) activity and (4) an increase in lipid and protein oxidative 
stress. In the RBD-IU, it was not observed the Frank-Starling relationship and the 
increase in the complacence (30%). It was not observed alterations in morphology 
and basal function of the heart. Although similarities in the response to ISO and 
down regulation of the pathway, contrary to chronic undernutrition, we observed low 
PKA and PKC leading to decreased total Ca2+-ATPase activity, being the Na+/Ca2+ 
exchange the principal mechanism of Ca2+ extrusion. Differences in molecular 
mechanisms occurring in distinct windows of the development affect the response to 
the treatment to propranolol. The cardiac failure in the intrauterine undernutrition is 
resistant to the treatment, while chronic undernutrition returns the molecular 
mechanism, but the Frank-Starling relation shift still persists. Key Words: 

malnutrition, heart failure, β adrenergic signaling, propranolol, Ca2+-ATPases. 
Rio de Janeiro 

March, 2015 
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 1. INTRODUÇÃO  

1.1. O panorama da desnutrição: onde o Brasil se enquadra atualmente no 

cenário mundial?  

Fome e desnutrição – ainda que estejam inter-relacionadas, configurando um 

único e grande problema, constituem diferentes categorias conceituais que se 

configuram em condições sócio-econômicas diferentes. Por definição, a fome ocorre 

quando a alimentação di ria,  abitual, não propicia ao indivíduo energia suficiente 

para a manutenção do seu organismo e para o desempen o de suas atividades 

cotidianas (MONTEIRO, 2003). Já a desnutrição pode ser definida como uma 

condição clínico-social decorrente de uma deficiência ou excesso de um ou mais 

nutrientes essenciais (MALINA et al.,  2004).  

A desnutrição pode apresentar caráter primário, secundário ou terciário 

dependendo da causa que a promoveu (MONTE, 2000). As causas primárias são 

situações onde a ingestão de nutrientes e calorias é qualitativamente ou 

quantitativamente insuficiente. O indivíduo desnutrido se alimenta pouco ou ingere 

alimentos de baixa qualidade nutricional. As causas secundárias abrangem 

situações onde há insuficiência na ingestão de alimentos em função de um aumento 

na necessidade energética, não estando relacionado com o alimento em si. Nestes 

casos, os indivíduos se tornam desnutridos em consequência de verminoses, 

intolerância alimentar, câncer, absorção deficiente de nutrientes e o desmame 

precoce. Este último é o maior causador de desnutrição entre crianças de 0 a 2 

anos, quando principalmente em famílias de baixo poder aquisitivo a introdução de 

alimentos substitutos ao leite materno é insuficiente para satisfazer as necessidades 

nutricionais dos lactentes (Bliblioteca Virtual do Ministério da Saúde - 



 
 

 

2 

http://bvsms.saude.gov.br, acesso em agosto de 2014). Em países desenvolvidos, 

tem sido demonstrado um terceiro quadro de desnutrição, denominado fome oculta, 

resultante da alimentação excessiva, mas com baixo teor de nutrientes essenciais 

(MALINA  et al.,  2004). Dois tipos principais de desnutrição são descritos como 

prevalentes nos tempos atuais: (a) o baixo peso para estatura (referente ao termo 

inglês: wasting) e (b) a baixa estatura para idade (referente ao termo inglês: 

stunting), sendo o segundo ainda mais comum do que o primeiro (Biblioteca Virtual 

do Ministério da Saúde - http://bvsms.saude.gov.br, acesso em agosto de 2014).  

Em um estudo realizado pela Organização das Nações Unidas (ONU) em abril 

de 2013 foi mostrado que, apesar da redução no índice de desnutrição (19% em 

1992 para 12% em 2013), cerca de 2 bilhões de pessoas sofrem deficiências de 

micronutrientes. Dentre estas, 840 milhões de pessoas já se encontram 

cronicamente subnutridas, destacando-se as 160 milhões de crianças menores de 5 

anos em período crucial para o desenvolvimento da função plena de órgãos e 

sistemas (Figura 1) (Organização das Nações Unidas - http://www.onu.org.br, 

acesso em agosto de 2014). 

No Brasil, aproximadamente 13 milhões de pessoas passam fome ou sofrem 

com desnutrição, dentre as quais cerca de 1milhão são crianças abaixo dos 5 anos 

(Portal Vencendo a Desnutrição - http://urlm.com.br/www.desnutricao.org.br, acesso 

em agosto de 2014). Com o intuito de se reduzir o impacto sócio-econômico da 

desnutrição e suas consequências, o Brasil e outros países, criaram junto à ONU as 

Metas de Desenvolvimento do Milênio – entre as se quais prevê a diminuição pela 

metade em até 2015 do número de pessoas que passam fome em relação a década 

de 90. Segundo documento divulgado pela Organização das Nações Unidas para a 
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Alimentação e a Agricultura (FAO), o Brasil e mais 37 países já atingiram essa meta 

(Figura 1).  

A redução no número de pessoas que passam fome no Brasil que chegou a  
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54% na década de 90 reduziu para 15% em 2013 e atualmente se encontra em 

6,9% (Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura, acesso 

em agosto de 2014). De acordo com os últimos dados apresentados pelo Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) em 2009, 8,5% da população brasileira 

(16,27 milhões de pessoas) ainda se encontram em situação de extrema pobreza 

(definida pelo ganho mensal inferior a R$ 70,00) onde 2,7 milhões de pessoas estão 

no Sudeste, 2,6 milhões na região Norte, 715 mil na região Sul e 557 mil na região 

Centro-Oeste (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - 

http://www.ibge.gov.br/home, acesso em agosto de 2014). 

1.2. As marcas deixadas pela desnutrição 

Foi no final da década de 80 e no início da década de 90 que os temas 

nutrição e saúde obtiveram uma nova dimensão através da noção de que eventos 

ocorridos durante o período fetal e pós-natal podem ser considerados críticos para 

determinar alterações metabólicas permanentes durante a vida adulta. Uma das 

primeiras descrições deste fenômeno foi realizada por David J.P. Barker 

(29/06/1938 – 27/08/2013), médico e epidemiologista, e ficou conhecida como a 

“Hipótese de Barker” ou “Hipótese da Programação Fetal” (Barker, 1993). Esta 

hipótese propõe que o ambiente do feto e da criança - determinada pela nutrição da 

mãe e da exposição do bebê a adversidades após o nascimento - determina as 

doenças da vida adulta. Barker acreditava que a medicina de saúde pública estava 

falhando e que a sua prioridade deveria ser a proteção da nutrição de mulheres 

jovens. Numa das primeiras publicações, Barker e colaboradores (1989) 

acompanharam até a idade adulta, 5654 homens nascidos durante 1911-1930 

(períodos da primeira guerra mundial e da crise da bolsa de Nova Iorque) em 6 
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distritos de Hertfordshire, Inglaterra. Deste total, 92% foram amamentados, mas 

homens com menor peso ao nascimento até um ano apresentaram taxas de 

mortalidade mais elevadas de doença isquêmica do coração. Este estudo foi 

amplificado para outros grupos que demonstraram também a pré-disposição ao 

desenvolvimento de doenças crônicas como  ipertensão, cardiopatias e síndrome 

metabólica (BARKER et al., 1993; BARKER, 1994; BARKER, 2002). Em um de seus 

últimos discursos públicos, Barker afirmou: “A próxima geração não tem que sofrer 

com doenças cardíacas ou osteoporose. Estas doenças não são determinadas pelo 

genoma humano. Elas raramente existiam há 100 anos atrás. Nós podemos 

preveni-las se tivermos a vontade” (BARKER et al., 1989). 

Nesta afirmação Barker se referia ao conceito de que insultos de natureza não 

genética ocorridos durante a fase inicial da vida, em destaque a má qualidade da 

nutrição, disparam eventos de forma a organizar os sistemas fisiológicos mas que 

ao longo da vida determinam doenças de implantação silenciosa. Estes eventos são 

as “marcas” deixadas mesmo após a mel ora da qualidade da nutrição e por isso 

denominadas como “programação” ou “impressão metabólica” (LUCAS, 1998; 

WATERLAND & GARZA, 1999). As fases iniciais da vida são as fases de 

desenvolvimento pré- e pós-natal, que podem ser denominadas janelas de 

desenvolvimento (Figura 2).  
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Figura 2: Ilustração geral dos períodos de desenvolvimento. O período pré-natal compreende 
todas as etapas de crescimento fetal, nessas etapas a desnutrição pode atingir o indivíduo de 
maneira catastrófica, pois é onde existe o desenvolvimento de muitos órgãos e sistemas. O período 
pós-natal compreende todas as etapas até o desmame, a nutrição é, portanto, assim como no pré-
natal somente influenciada pela nutrição materna. O período crônico ocorre após o desmame e 
dependendo do tempo de permanência do quadro de desnutrição nesse período os danos podem ser 
irreversíveis (Adaptado de FOWDEN et al., 2006). 
 

Algumas relações entre o tipo de insulto na janela de desenvolvimento e as 

doenças na idade adulta foram selecionadas na Tabela 1. Por todo o exposto, o 

período e o tempo de exposição a estímulos ou insultos nutricionais nas diferentes 

janelas de desenvolvimento podem determinar o aparecimento, a progressão e a 

gravidade de uma doença. Em mamíferos, apesar da maior parte do 

desenvolvimento com intensa divisão celular e organogênese ocorrer na vida intra-

uterina, em alguns órgãos (como por exemplo, o rim e o coração) este 

desenvolvimento continua após o nascimento, demonstrando que não só o período 

pré-natal, mas também a fase de desenvolvimento pós-natal (lactação) e infantil até 

o quinto ano de vida são cruciais para o correto funcionamento do organismo 

quando adulto (BENABE & MARTINEZ-MALDONADO, 1998; NYIRENDA et al., 

1998).  

Desnutrição Intra-Uterina Desnutrição Perinatal

Pré-concepcional

Desnutrição Intra-Uterina Desnutrição Perinatal

Pré-concepcional
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Tabela 1: Principais insultos ocorridos na vida adulta em decorrência da desnutrição 
em uma determinada janela de desenvolvimento.  

Janela do 
Desenvolvimento 

Insulto Referências 

Desnutrição Pré-Natal 
(intrauterina) 

Hipertensão arterial, 
intolerância à glicose e 
aumento da sensibilidade à 
insulina associados ao excesso 
de glicocorticóides circulantes 
in útero. 

NYRIENDA et al., 1998 
WHORWOOD et al., 2001 
 

Diminuição do número de 
néfrons, distúrbios no 
transporte renal de Na

+
, doença 

renal crônica. 
 

VIEIRA-FILHO et al., 2014 
LUYCKX & BRENNER, 2015 

Alteração do processo 
reprodutivo. 

HERNÁNDEZ-JULIÁN et al., 
2014 

Comportamento e 
desenvolvimento neurológico. 

AKITAKE et al., 2015 

Aumento da expressão dos 
receptores beta adrenérgicos 
no coração, indícios de 
remodelamento e insuficiência 
cardíaca na idade adulta 

FERNANDEZ-TWINN et al., 
2006 

Desnutrição Pós-Natal 
(restrição nutricional 

protéica enquanto filhotes, 
lactacional)  

Distúrbios no metabolismo de 
carboidratos e na regulação da 
pressão arterial na vida adulta 
em modelos animais. 

WHORWOOD et al., 2001 
LANGLEY-EVANS, 2009 

Aumento de catecolaminas 
circulantes e redução da 
contratilidade cardíaca. 

LANGLEY-EVANS et al., 1996 
PETRY et al., 2000 
VICKERS et al.,  2000 
LANGLEY-EVANS, 2009 

Diminuição do número de 
néfrons, deposição de 
colágeno, alteração do 
transporte renal de Na

+
 

LUZARDO et al., 2011 

Desnutrição Pós-Natal 
(desnutrição crônica)  

 

Elevação da pressão arterial LANGLEY-EVANS et al., 1996 
TONKISS et al.,1998 
 

Alteração da função renal,  
modificação da resposta renal a 
Angiotensina II, doença cronica 
renal. 

FOWDEN et al., 2006 
COSTA-SILVA et al., 2009 
SILVA et al., 2014a 

Alteração do processo 
reprodutivo. 

MUZI-FILHO et al., 2013 

Cardiopatia RICH-EDWARDS et al.,1997 
FORSEN et al., 1999 

 

As pessoas acometidas pela desnutrição em algum período da vida 

apresentam elevada frequência de sequelas físicas e mentais, de implantacão 

silenciosa, que podem se manifestar de forma aguda ou crônica (MONTE, 2000). 
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Tais sequelas por vezes levam a morte do indivíduo e em outras situações a 

quadros mórbidos que passam a onerar o Estado principalmente na área de saúde 

pública. Segundo dados da FAO, a apatia e fraqueza causadas pela desnutrição 

reduzem o desempenho no trabalho afetando o desenvolvimento econômico 

principalmente dos países emergentes. As estimativas indicam que a desnutrição 

ocasione uma perda de até 5% da renda global por ano, em termos de perda de 

produtividade e despesas governamentais com saúde (Organização das Nações 

Unidas para a Alimentação e a Agricultura, acesso em agosto de 2014).  

No caso das doenças cardiovasculares, foco desta tese de doutorado, a ONU 

vem destacando que países antes pobres e hoje considerados emergentes, 

apresentam oito vezes mais mortes associados a fatores de riscos cardiovasculares 

do que os países desenvolvidos (Organização das Nações Unidas, acesso em 

Agosto de 2014). No Brasil a taxa de mortalidade causada por doenças 

cardiovasculares ascendeu em torno de 25% em 2008 (período em que programas 

governamentais de combate a fome e a desnutrição começaram a ser 

implementados) evidenciando uma relação entre doenças cardiovasculares e 

mudança na condição nutricional (Ministério da Saúde – DATASUS Plano Nacional 

de Saúde, 2012). O portal do Ministério da Saúde brasileiro mostra que a 

prevalência estimada de portadores de doenças cardíacas é de 17 milhões de 

pessoas. São atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) 12,8 milhões destes 

pacientes sendo a maioria proveniente das regiões norte e nordeste (Ministério da 

Saúde – DATASUS Plano Nacional de Saúde 2008/2009-2011), regiões que 

conhecidamente apresentam altos índices de desnutrição. Outro estudo com uma 

população adulta beneficiária do programa Bolsa Família no município de Curitiba 

mostrou que cerca de 48% dos indivíduos que mudaram sua condição nutricional 
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após a implementação do programa apresentaram aumentada circunferência 

abdominal e risco de desenvolvimento de doença cardiovascular (LIMA et al., 2011). 

Por todo o exposto, podemos considerar que a mudança da qualidade nutricional 

também pode promover doença na idade adulta. 

1.3. Os 25 anos da Dieta Básica Regional: o que aprendemos com ela? 

Apesar de diversos modelos experimentais atestarem a ocorrência de doenças 

associadas à desnutrição infantil, a maioria dos trabalhos não utiliza dietas que 

refletem a inadequação dos regimes alimentares característicos de áreas de 

desnutrição endêmica do Brasil. Pensando nisso, pesquisadores da Universidade 

Federal de Pernambuco buscaram uma aproximação com a realidade do país. 

Desta forma, TEODÓSIO e colaboradores (1990) elaboraram a Dieta Básica 

Regional (DBR) utilizando alimentos muito consumidos pela população do nordeste 

brasileiro especificamente na região de cultivo de cana-de-açúcar do estado de 

Pernambuco.  A dieta é composta por quatro principais alimentos consumidos por 

essa população: o feijão mulatinho (Phaseolus vulgaris), a batata doce (Iponea 

batatas), a farinha de mandioca (Manihot esculenta) e o charque (carne bovina 

salgada e prensada). A análise nutricional dessa dieta demonstrou um baixo 

conteúdo e qualidade de proteínas (apenas 8% do total quando o recomendado é 

25%), escassez de aminoácidos essenciais, baixo conteúdo de gordura e grande 

quantidade de carboidratos (TEODÓSIO et al., 1990). Apesar de ser isocalórica 

quando comparada as dietas padrão, na DBR a maior parte do conteúdo energético 

é obtido dos carboidratos da batata doce e da farinha de mandioca. Os níveis de 

vitamina C, biotina, tiamina, riboflavina, PABA, piroxidina, inositol, cianocobalamina 

e colina são muito baixos. O nível extremamente baixo de vitamina A, 
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provavelmente pode ser consequência da ausência de frutas e vegetais, da baixa 

qualidade do ingrediente de origem animal e o fato de que a batata doce é 

comumente ingerida sem casca. Vale a pena ressaltar, que como resultado da 

ingestão crônica da DBR, o conteúdo plasmático de aminoácidos dos ratos 

acometidos pela desnutrição sofre alterações importantes: aumento de L-serina, L-

treonina, L-histidina, L-alanina e L-glutamina e o decréscimo de L-valina e L-leucina, 

sugerindo uma proteólise tecidual como tentativa de compensar a baixa qualidade 

das proteínas ingeridas (SILVA et al., 2014b). Por conta destas características, esta 

dieta também abrange a realidade nutricional de países da África, Ásia e América 

Latina, bem como das regiões da periferia dos grandes centros urbanos (SAWAYA 

et al., 1995).  

Nestes 25 anos, muitos foram os conhecimentos adquiridos com a utilização 

da DBR como modelo de má-nutrição, destacando-se duas grandes linhas de 

pesquisa. A primeira, liderada pelo próprio grupo da Profa. Naíde Teodósio e do 

Prof. Rubem Guedes (Universidade Federal de Pernambuco) em colaboração com 

o Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, acerca dos efeitos da má-nutrição sobre a formação do sistema nervoso, 

na mielinização e organização do nervo óptico (ANDRADE et al., 1990; ALMEIDA et 

al., 2005; BARROS et al., 2006). A segunda linha, liderada pelo grupo da Profa. 

Eridan de Medeiros Coutinho sobre os estudos epidemiológicos e anatomo-

patológico da relação hospedeiro-parasito na esquistossomose mansônica em 

função da má-nutrição (COUTINHO et al., 1992; FERREIRA et al., 1993; NEVES et 

al., 2001). Outros estudos também demonstraram a influência da desnutrição 

multifatorial em processos de cicatrização da pele, onde observou-se uma reduzida 
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expressão de fibronectina em animais desnutridos (DE SOUZA et al., 2014) e 

defeitos de reprodução em ratos adultos machos (MUZI-FILHO et al., 2013).  

Através da colaboração iniciada em 2006 entre as Universidades Federal do 

Rio de Janeiro e a Federal de Pernambuco no marco dos projetos “Casadin o-

CNPq” e “PROCAD-CAPES”, a investigação a cerca dos mecanismos moleculares 

envolvidos no trinômio desnutrição–hipertensão–rim foi estabelecida. Foi 

demonstrado que, independente da janela do desenvolvimento onde ocorre a 

desnutrição, o manejo de Na+ no túbulo proximal é alterado: a atividade da (Na+/K+) 

ATPase sensível a ouabaína é aumentada em detrimento da diminuição da 

atividade da Na+-ATPase, insensível a ouabaína (COSTA-SILVA et al., 2009; 

VIEIRA-FILHO et al., 2009). Foi observado ainda aumento do estresse oxidativo e  

insensibilidade à Ang II associados ao desbalanço das atividades das proteínas 

cinases C (PKC) e A (PKA) (CABRAL et al., 2012; SILVA et al., 2014b). Na 

desnutrição crônica foi demonstrado que o aumento da reabsorção proximal de Na+ 

(COSTA-SILVA et al., 2009) leva a expansão do volume plasmático, 

desempenhando um papel central na hipertensão de origem renal (SILVA et al., 

2014a; SILVA et al., 2014b). É sabido que a doença renal pode ser tanto causa 

como consequência da doença cardiovascular. Portanto, é de se esperar que os 

distúrbios renais provocados pela desnutrição possam impactar o sistema 

cardiovascular e este afetar o sistema renal, tornando-se um ciclo vicioso e 

agravando o estado clínico do paciente.  

Para o entendimento das questões de como a desnutrição pode acarretar na 

vida adulta doenças cardíacas, serão discutidos inicialmente alguns pontos-chaves 

para o entendimento dos aspectos fisiológicos e da avaliação da função cardíaca. 
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1.4. O coração  

O aparelho cardiovascular funciona para fornecer e manter suficiente e 

contínuo o fluxo sanguineo aos diversos tecidos do organismo, segundo as suas 

necessidades metabólicas para o desempenho das funções que devem cumprir 

diante das diversas exigências funcionais a que o organismo está sujeito. O coração 

é um órgão muscular, localizado na região mediastínica, que possui quatro 

cavidades (duas auriculares e duas ventriculares) e um sistema de válvulas – que 

garantem a ejeção de sangue em uma só direção. O conteúdo sanguíneo que 

chega ao átrio direito do coração proveniente dos tecidos periféricos é então ejetado 

ao ventrículo direito e posteriormente aos pulmões onde é oxigenado e enriquecido 

configurando a circulação pulmonar. Após as trocas gasosas, o sangue retorna ao 

átrio esquerdo sendo propelido pelo ventrículo esquerdo para os demais tecidos 

configurando a circulação sistêmica (BERNE et al., 2009). 

1.4.1. Avaliação do desempenho cardíaco 

As células miocárdicas possuem elementos contráteis responsáveis pelo seu 

encurtamento e consequentemente redução do volume das câmaras cardíacas 

levando à propulsão do sangue a cada ciclo cardíaco. Cada célula muscular 

cardíaca é composta de sarcômeros contendo um arranjo linear de filamentos 

espessos (contendo miosina) e finos (contendo actina). Atrelada ao filamento fino 

existe uma família de proteínas chamada troponina. Mudanças no comprimento do 

sarcômero alteram a relação geométrica entre os filamentos espessos e finos, de 

forma que se obtem a maior força quando ocorre a sobreposição ideal entre estes 

filamentos. Esta relação é empregada para caracterizar as propriedades contráteis 

sistólica (contração) e diastólica (relaxamento) do coração evidenciadas na curva de 
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Frank-Starling (OKOSH & TUCCI, 1996; SHIELS & WHITE, 2008; BERNE et al., 

2009). A relação de Frank-Starling é, portanto, uma propriedade intrínsica do 

miocárdio, no qual o aumento do comprimento ou do volume ventricular resulta em 

aumento da performance durante a contração subsequente (FUCHS & SMITH, 

2001) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Gráfico ilustrativo demonstrando a relação entre incrementos do volume ventricular 
diastólico final, relacionado ao retorno venoso (Ventricular end-diastolic volume) e aumento 
da capacidade responsiva do débito cardíaco (Stroke volume) A Lei de Frank-Starling define que 
existe uma relação proporcional entre o volume diastólico final e o débito cardíaco dentro de certos 
limites. Estes limites dependem da correta interação entre os miofilamentos de actina e miosina. 
Quando ocorre o comprometimento dessa relação é instaurada a insuficiência cardíaca, onde o 
coração não responde com aumento de força de contração ao aumento na pré carga (disfunção no 
ventículo esquerdo - VE) (BERNE et al., 2009). 
 

De uma forma geral a insuficiência cardíaca pode apresentar diferentes formas 

de manifestação sendo as disfunções sistólica e diastólica as mais comuns. A falha 

do mecanismo de Frank-Starling pode ser observada em ambas. Na insuficiência 

cardíaca sistólica a incapacidade em responder ao mecanismo compensatório (pré 
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carga aumentada) gera um déficit no débito cardíaco e na fração de ejeção (VASAN 

et al., 1999; MESQUITA et al., 2004; FIGUEROA & PETERS, 2006). A insuficiência 

cardíaca diastólica é caracterizada por uma função sistólica e débito cardíaco 

preservados e distúrbios de relaxamento miocárdico com complacência ventricular 

reduzida (MESQUITA et al., 2004; LOFREDO et al., 2014).  

Em termos gerais, o desempenho cardíaco pode ser avaliado através de 

quatro pilares: pré-carga, pós-carga, contratilidade e frequência cardíaca. A pré-

carga, que se refere ao grau de estiramento dos sarcômeros logo antes do início da 

sístole, geralmente é definida para o ventrículo como a pressão diastólica final ou 

volume diastólico final – dois parâmetros que se inter-relacionam pela relação de 

Frank-Starling. A pós-carga se refere às forças físicas que precisam ser superadas 

(refletidas pela resistência vascular periférica) para os miócitos se encurtarem 

fazendo com que o ventrículo ejete o sangue. A contratilidade é a força intrínseca 

do músculo cardíaco independente das condições externas impostas, ou pela pré-

carga ou pela pós-carga, e pode ser medida através das funções sistólica (pressão 

desenvolvida no ventrículo esquerdo: PDVE e velocidade de contração: +dP/dT) e 

diastólica (velocidade de relaxamento: -dP/dT). Já a frequência cardíaca é 

importante para a regulação do débito cardíaco – que é a quantidade de sangue 

ejetado a cada batimento cardíaco e regulada pelo sistema nervoso autônomo 

(GUYTON & HALL, 2011). 

1.4.2. A inervação do coração 

Cada ciclo se inicia com a geração de potenciais espontâneos no nodo 

sinusal, sendo propagados pelos átrios e posteriormente para os ventrículos. A 

eficiência do bombeamento cardíaco é ainda garantida por nervos simpáticos e 
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parassimpáticos. Assim, para cada valor de pressão atrial, o débito cardíaco pode 

ser aumentado por mais de 100% pela estimulação simpática e reduzido para até 

zero, ou quase zero, pela estimulação vagal (GUYTON & HALL, 2011). 

Basicamente os receptores constituintes do sistema simpático e parassimpático 

cardíacos respondem a flutuações na pressão arterial, sendo ativados e ativando 

funções no coração que corrijam possíveis alterações pressóricas identificadas. 

Três grupos de receptores são ativados por mudança de pressão nas câmaras 

cardíacas. Os receptores no endocárdio (nas junções das veias cava superior e 

inferior com o átrio direito e de veias pulmonares com o átrio esquerdo) são 

conectados ao sistema nervoso central por fibras vagais mielinizadas. Os 

receptores distribuídos em todas as câmaras do coração são conectados ao 

sistema nervoso central por fibras vagais não mielinizadas, e os receptores 

difusamente distribuídos por todas as câmaras cardíacas conectados à medula 

espinhal o fazem por fibras mielinizadas e não mielinizadas trafegando com os 

nervos simpáticos (MICHELINI, 2000; IRIGOYEN et al., 2001).  

A estimulação simpática no coração se dá em grande parte por receptores 

adrenérgicos do tipo β (β-AR), desencadeando os efeitos inotrópicos e 

cronotrópicos positivos das catecolaminas (GUIMARÃES & MOURA, 2001). Os 

receptores β, classicamente são con ecidos por atuarem através da estimulação da 

adenilato ciclase a partir da ativação da proteína Gs (G estimulatória), elevando a 

formação de AMPc e estimulando a atividade dos canais de Ca2+ voltagem-

dependentes (GUIMARÃES & MOURA, 2001) (Figura 4).  
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Figura 4: Vias de sinalização distintas e localização celular dos receptores β1 e β2 em 
cardiomiócitos sadios e insuficientes. β1AR medeia efeitos cronotrópicos e inotrópicos via 
catecolaminas e estímulo de proteína Gs. β2AR é normalmente confinado em caveolas e medeia o 
nível de contração dos cardiomiócitos via Gs, entretanto também acopla proteína Gi o que resulta em 
efeitos antiapoptóticos. (AC- adenlato ciclase; cAMP- AMP cíclico). Retirado de BRUM et al., 2006. 

 

No coração sadio, as principais isoformas dos β-AR são as do tipo 1 e 2 expressas 

na razão 70:30 (BRUM et al., 2006). Em estudos mais recentes, parecem exercer 

algumas ações similares e ao mesmo tempo inversas no coração. Ambos possuem 

ações contráteis embora os receptores β1 estimulem a apoptose de cardiomiócitos 

em situações de sobrecarga enquanto os receptores β2 possuem efeitos cardíacos 

antiapoptóticos (SALAZAR et al., 2013). Os β1AR medeiam os efeitos cronotrópicos 

e inotrópicos das catecolaminas através da proteína Gs. (GUIMARÃES & MOURA, 

2001; SALAZAR et al., 2013). Os β2AR estão normalmente confinados em cavéolas 

das membranas plasmáticas dos cardiomiócitos e a sua localização é essencial 

Coração normal: 70-80%
Insuficiência cardíaca: 50%

Coração normal: 20-30%
Insuficiência cardíaca: 50%

Cavéola
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para a sua via de sinalização. Quando acoplado a proteína Gs, ocorre o aumento 

transiente da contração e, acoplado a proteína Gi apresenta efeitos anti-apoptóticos 

(BRUM et al., 2006; LYMPEROPOULOS et al., 2013). Vale a pena ressaltar que os 

β2AR mantêm contratilidade cardíaca em indivíduos com insuficiência cardíaca 

(SALAZAR et al., 2013). Nessa condição, a relação de expressão entre β1AR e 

β2AR passa para 50:50, uma vez que β1AR se dessensibiliza e a inibição da 

proteína cinase reguladora de proteína G (GRK2), que fosforila β2AR, aumenta a 

capacidade contrátil e diminui a apoptose tecidual (Figura 4) (BRUM et al., 2006; 

SALAZAR et al., 2013). Já, em menor proporção, β3AR induzem inotropismo e 

cronotropismo negativos (GAUTHIER et al., 1996). 

A hiperatividade simpática tem sido associada a diversas doenças 

cardiovasculares tais como aterosclerose (LEIMBACH et al.,1986), síncope ou 

morte súbita (ZYSKO et al., 2007), hipertensão (GRASSI, 1998), insuficiência 

cardíaca (LYMPEROPOULOS et al., 2013), bem como as doenças comumente 

associadas as  esses quadros como hiperglicemia e diabetes mellitus (HUGGETT et 

al., 2003), obesidade e síndrome metabólica (GRASSI et al., 2007), e a doença 

renal (MASUO et al., 2010). Durante a insuficiência cardíaca outros mecanismos 

neurohumorais são superativados como o sistema renina-angiotensina-aldosterona 

configurando um quadro de elevação de angiotensina II circulante adicionada à 

elevação das catecolaminas (VON LUEDER & KRUM, 2013). Tais mecanismos são 

principalmente necessários para compensar a disfunção cardíaca como previsto 

pela lei de Frank-Starling já descrita anteriormente. No entanto, em permanecendo 

o insulto, esses mecanismos podem piorar o trabalho cardíaco por gerar 

progressivas adaptações negativas (como hipertrofia cardíaca) e conduzir à fase de 
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insuficiência cardíaca descompensada, levando ao óbito (COHN et al., 1984; 

LYMPEROPOULOS, 2013). 

1.4.3. Mecanismos moleculares envolvidos na insuficiência cardíaca 

Conforme já introduzido anteriormente, os estímulos patofisiológicos para a 

progressão da insuficiência cardíaca incluem forças mecânicas (pressão e volume) 

e neuro-hormonais (com destaque para o sistema nervoso simpático). Estes 

estímulos convergem para uma sinalização intracelular alterada e que envolvem o 

distúrbio na homeostasia intracelular do íon Ca2+ e modificações da atividade de 

proteínas cinases, que podem modificar o nível de espécies reativas de oxigênio 

(KAJIWARA et al., 2000; MESQUITA et al., 2004; CHO et al., 2014). 

1.4.3.a. Homeostasia intracelular de Ca2+ no coração insuficiente 

O relaxamento cardíaco ocorre com a progressiva queda das concentrações 

de Ca2+ intracelulares no qual basicamente quatro sistemas estão envolvidos: (1) 

sequestro do Ca2+ pela Ca2+-ATPase de retículo sarcoplasmático (SERCA 2a); (2) 

efluxo pelo trocador Na+/Ca2+; (3) extrusão pela Ca2+-ATPase de membrana 

plasmática (PMCA1 e PMCA4) e (4) entrada na mitocôndria por transportador 

uniporte (BERS, 2001; KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014) (Figura 5). Além da 

reduzida sensibilidade ao Ca2+ que será discutida mais adiante, a própria corrente 

de Ca2+ intracelular está comprometida na insuficiência cardíaca. PIESKE e 

colaboradores (1995) utilizando uma fotoproteína bioluminescente, demonstraram 

que o transiente de Ca2+ aumenta proporcionalmente ao aumento da frequência 

estimulatória em corações normais e diminui em corações insuficientes. Da mesma 

forma, foi mostrado que frente a um aumento na taxa de estimulação de miocárdio 
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normal há um proporcional aumento na taxa de captação Ca2+ para o retículo, e isso 

não ocorre no miocárdio insuficiente (PIESKE et al., 1999). Isso indica um incorreto 

estoque de Ca2+ no retículo sarcoplasmático presente na insuficiência cardíaca, 

apontando para uma deficiência da SERCA (Figura 6). 

 

Figura 5: Ilustração esquemática indicando a estrutura do sarcômero cardíaco associado com 
tubulos-T. O influxo de Ca

2+
 a partir do fluido intersticial durante a excitação causa liberação de Ca

2+ 

do retículo sarcoplasmático (SR). Esse Ca
2+

 é importante para sístole ou contração cardíaca. O 
relaxamento ocorre como resultado da entrada do Ca

2+
 no SR pela Ca

2+
 ATPases de retículo 

(SERCA) e de membrana (PMCA); por extrusão pelo trocador Na
+
/Ca

2+
 (NCX) e pela mitocôndria. 

Retirado de KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014. 
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Figura 6: (A) Relação entre a força e frequência de estímulo em miocárdio humano normal 
(nonfaling) e insuficiente (DCM). Sinal da luz da fotoproteína em mV e sinal da força isométrica em 
mN são dados por níveis de estimulação de 30 batimentos/minuto e 120 batimentos/minuto (Retirado 
de PIESKE et al., 1995). (B) Dependência da frequência na força isométrica na contratura de 
miocárdio humano normal (nonfaling) e insuficiente (faling). A contratura do miocárdio reflete o 
conteúdo de Ca

2+
 do retículo sarcoplasmático; significativamente diferente a apartir de 0.5 Hz 

(Retirado de PIESKE et al., 1999). 

 

Em modelo de rato com infarto no miocárdio, a redução da expressão da 

enzima SERCA foi correlacionada com o progressivo aumento da severidade da 

insuficiência cardíaca (ZARAIN-HERZBERG et al., 1996), similarmente uma 

redução nos níveis de RNAm da SERCA foi observada em miocárdio ventricular 

esquerdo de ratos com insuficiência (FELDMAN et al., 1997). A redução da 

expressão da enzima também foi observada em corações de porcos com 

insuficiência cardíaca compensada e nesse caso os animais não manifestaram 

sinais clínicos do quadro (KISS et al., 1995). Em humanos há estudos que 
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demonstram a redução da expressão da mesma na insuficiência cardíaca associada 

inclusive à redução na sua atividade (LIMAS et al., 1987; SCHWINGER et al., 

1995). 

O trocador Na+/Ca2+ é outro elemento responsável pela homeostasia 

intracelular do Ca2+ que tem seu transporte alterado na insuficiência cardíaca 

(HASENFUSS & PIESKE, 2002). É um transportador voltagem-dependente e 

reverte seu modo transportador durante todo o potencial de ação (SCHULZE & 

LEDERER, 1997; RUKNUDIN et al.,1997). Em corações normais é o principal 

mecanismo extrusor de Ca2+ no miocárdio, retirando um íon Ca2+ a cada três íons 

Na+ inserido no citoplasma. Quando a frequência cardíaca aumenta, em resposta ao 

estímulo β adrenérgico, por exemplo, a concentração intracelular de Na+ aumenta, 

isso favorece a lentificação do trocador ou até mesmo o seu modo reverso de 

transporte, favorecendo a entrada de Ca2+ e saída de Na+. Em corações 

insuficientes esse mecanismo parece não acontecer, uma vez que já foi descrito um 

significativo aumento na concentração de Na+ intracelular em momentos distintos de 

estímulo e aumento de frequência nesses corações (HASENFUSS & PIESKE, 

2002). Desta forma, o trocador Na+/Ca2+ não responde ao aumento do potencial de 

ação com a retirada do Na+ e influxo de Ca2+ durante a sístole. Tal incapacidade 

poderia ainda estar relacionada a uma alteração na expressão ou atividade da 

enzima (Na+/K+)ATPase (SHAMRAJ et al., 1993; SCHWINGER et al., 1999). Em 

diferentes modelos animais (utilizando cães, porcos, coelhos e ratos) de 

insuficiência cardíaca, o aumento da expressão do trocador Na+/Ca2+ foi detectado 

(O'ROURKE et al., 1999; LITWIN & BRIDGE, 1997; AHMMED et al., 2000; HOBAI & 

O'ROURKE, 2000; SIPIDO et al., 2000; POGWIZD et al., 2001). Em humanos já foi 

observado aumento na expressão do trocador em insuficiência cardíaca e 
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associado a isso uma redução na função diastólica ventricular (HASENFUSS et al., 

1999). Todos esses estudos demonstram o aumento da expressão do trocador com 

intenções compensatórias, na tentativa de reparar o dano diastólico instaurado. 

De maneira interessante alguns trabalhos tentam correlacionar alterações nos 

trocadores com as observadas na SERCA em diferentes estágios da insuficiência 

cárdica. HASENFUS & PIESKE (2002) calcularam a razão entre a expressão do 

trocador Na+/Ca2+ e a da SERCA na insuficiência cardíaca terminal. Observaram 

uma razão absoluta de três entre a expressão do trocador e da SERCA, atestando 

que em estágios finais da insuficiência cardíaca o trocador passa a assumir grande 

parte da responsabilidade na extrusão do Ca2+ quando comparado a SERCA 

(HASENFUS & PIESKE, 2002). Ainda nesse contexto, e analisando diferentes 

estudos o autor identificou dois possíveis fenótipos para insuficiência cardíaca 

terminal: (1) aumento da expressão do trocador com expressão da SERCA 

inalterada e (2) expressão inalterada do trocador e redução na expressão da 

SERCA. No primeiro grupo, a função diastólica encontrou-se preservada (grande 

capacidade em eliminar o Ca2+) e a sistólica prejudicada (recaptação de Ca2+ para o 

retículo é mínima); no segundo grupo uma reduzida capacidade em extruir e 

recaptar o Ca2+ foi observada gerando, portanto um quadro de intenso prejuízo 

sistólico e diastólico. Em ambos os casos, a função cardíaca tornou-se 

comprometida.  

1.4.3.b. Correlação entre proteínas cinases e insuficiência cardíaca 

É conhecido que a proteína cinase C (PKC) modula a função cardíaca através 

da fosforilação de proteínas do miofilamento como a troponina I (cTnI) e a proteína 

C de ligação a miosina (cMyBP-C). O resultado final gerado posterior a essa 
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fosforilação parece ser diferente de acordo com o insulto que a gerou: 

compensatório ou patológico. Alguns estudos demonstram uma velocidade de 

encurtamento mais rápida e maior poder das fibras associada a um aumento na 

atividade da PKC gerando um efeito inotrópico positivo como mecanismo 

compensatório a alguma patologia (PI & WALKER, 2000; HUANG et al., 2001). 

Outros estudos demonstram um efeito inibitório sobre a contratilidade, com redução 

na atividade das ATPases das miofibrilas e atenuação da ativação exercida pela 

proteína cinase A (PKA), reduzindo em torno de 62% a produção de força pela 

miofibrila, sendo essa característica estabelecida como a causa dos eventos 

patológicos observados (NOLAND & KUO 1991; NOLAND et al., 1991; JIDEAMA et 

al., 1996; SUMANDEA et al., 2003; BELIN et al., 2007; HINKEN et al., 2012). 

Da mesma forma, ainda não existe uma correlação clara entre a PKC (e suas 

diferentes isoformas) com as doenças cardiovasculares, e ainda entender quando 

elas atuam como causa ou consequência dessas doenças. LIU & MOLKENTIN 

(2010) demonstraram o aumento da expressão das PKCα, PKCβ (isoformas de 

PKC da família clássica: dependentes de Ca2+ e diacilglicerol, DAG) e PKCε 

(isoforma de PKC da família “novel”: dependente apenas de DAG) com hipertrofia, 

cardiomiopatia dilatada, injúria isquêmica cardíaca e infarto do miocárdio. As 

isoformas de PKC α e β são normalmente expressas em corações de fetos e 

neonatos sendo ausentes em corações adultos de ratos (BOWLING et al., 1999). 

Nesse contexto apenas em ratos adultos com hipertrofia cardíaca e diabetes a 

expressão dessa isoforma parece existir (INOGUCHI et al., 1992; WAKASAKI et al., 

1997). Em relação à insuficiência cardíaca especificamente, já foi observado “up-

regulation” da expressão das isoformas PKCα, PKCβ, and PKCε (STRASSER et 

al.,1996; BOWLING et al., 1999; NOGUCHI et al., 2004) em ratos adultos. Em 
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corações humanos estudos demonstram a presença de expressão das isoformas 

PKCα, PKCβI, PKCβII, and PKCε, entretanto, em corações insuficientes há um 

aumento dessa expressão e seguindo a análise, a atividade total das PKC citadas 

parece aumentar significativamente em estágio terminal da insuficiência cardíaca 

(BOWLING et al., 1999). Além disso, estudos demonstram aumento da atividade e 

expressão da isoforma PKCε em corações de ratos com função de Frank-Starling 

deprimida (característica de insuficiência cardíaca) (MONTGOMERY et al., 2005, 

KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014). É importante ressaltar que a PKCε j  foi 

comprovadamente relacionada à fosforilação dos filamentos troponina I e troponina 

C cardíaca o que reduz a ativação do miofilamento e atenua a cooperatividade dos 

filamentos finos (SOLARO & RARICK, 1998). O aumento da expressão da isoforma 

PKCε est  associada também com redução na força máxima ativada pelo Ca2+ e 

aumentada fosforilação da troponina I e troponina C, demonstrando uma relação 

intrínseca entre essa isoforma e defeitos contráteis observados na hipertrofia e 

insuficiência cardíaca (GOLDSPINK et al., 2004). 

A estimulação β adrenérgica é o principal mecanismo fisiológico para aumento 

do inotropismo cardíaco (LAYLAND et al., 2005). Esse mecanismo se inicia com a 

ativação de receptores β adrenérgicos com elevação dos níveis de AMPc e ativação 

da PKA. Em relação à PKA, sabe-se que ela aumenta a atividade dos canais de 

Ca2+ ativados por voltagem do tipo L nas células musculares cardíacas, fosforilando-

os e elevando a concentração citossólica de Ca2+ culminado com o aumento da 

força de contração cardíaca (KAMP & HELL, 2000). A PKA também tem como alvo 

a região N-terminal (Ser-23/24) das proteínas das miofibrilas - troponina I (cTnI), 

proteína C de ligação à miosina (cMyBP-C) e a titina (RAO et al., 2014). A troponina 

I é na realidade uma unidade inibitória do complexo de troponinas associado ao 
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filamento fino e inibe a interação entre a actina e a miosina quando os níveis de 

Ca2+ intracelulares são mais baixos (diástole). Durante a sístole (com ativação da 

via adrenérgica e abertura de canais de Ca2+ dependentes de voltagem) a 

concentração de Ca2+ intracelular aumenta, isso favorece a saída de mais Ca2+ do 

retículo endo(sarco)plamático, induzindo a ligação do Ca2+ a troponina C (TnC). Tal 

ligação induz mudanças conformacionais que atenuam a influência inibitória da cTnI 

promovendo interação actomiosina (SOLARO, 2001; LAYLAND et al., 2005) (Figura 

7). 

 

Figura 7: Estrutura das proteínas do filamento fino na ausência (off) e na presença (on) de 
Ca

2+
.  Após a ligação do Ca

2+
 na troponina C (TnC), a região C-terminal da troponina I (TnI) dissocia 

da actina permitindo a movimentação da tropomiosina (Tm) e consequentemente, a ligação da 
miosina com a actina. Retirado de KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014. 
 
 

Tanto a troponina I (TnI) quanto a troponina T (TnT) são passíveis de 

fosforilação pela PKA e PKC. A PKA parece atuar em condições fisiológicas, 

mantendo o correto inotropismo e cronotropismo cardíaco enquanto a PKC parece 
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atuar prepoderantemente nessas proteínas em condições de doença cardíaca. 

Ambas, PKA e PKC, diminuem a produção de força cardíaca como resultado da 

fosforilação de diversos resíduos de aminoácidos dessas tropomiosinas com 

deslocamento do equilíbrio on-off para o estado off, contribuindo assim para o 

relaxamento (SOLARO & RARICK, 1998)  

A maioria das estruturas observadas na Figura 5 é passível de fosforilação 

pela PKA. Além dos canais de Ca2+ de membrana plasmática como já descrito, os 

canais de Ca2+ de retículo sarcoplasmático (sensíveis a rianodina – RyR, e ao IP3) 

são fosforilados aumentando sua permeabilidade ao Ca2+. Ainda, o fosfolamban, 

proteína que regula negativamente a SERCA e a proteína C de ligação a miosina 

são passíveis de fosforilação (LAYLAND et al., 2005) completando o cenário 

intracelular que explica como a fosforilação da PKA, responsiva a estimulação beta 

adrenérgica, contribui para o efeito inotrópico positivo e o lusitropismo. A 

fosforilação do fosfolamban dependente de PKA, por exemplo, aumenta a captação 

de Ca2+ para o interior do retículo sarcoplasmático, a fosforilação da cTnI (no 

resíduo de Ser22/23 em rato e Ser23/24 em humano) reduz a sensibilidade do 

miofilamento ao Ca2+ e aumenta a dissociação a partir da TnC, acelerando o 

relaxamento (JOHNS et al., 1997; HERRON et al., 2001; METZGER e WESTFALL, 

2004) (Figura 7). 

Alguns estudos demonstram que alterações na PKA geram modificações no 

estado normal de sístole e diástole cardíacos. SEQUEIRA e colaboradores (2013) 

demonstraram que a ativação dependente do comprimento (função de Frank-

Starling) é reduzida em pacientes com cardiomiopatia hipertrófica e isso é 

acompanhado de um aumento na sensibilidade ao Ca2+ e ainda reduzida 
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capacidade da PKA em fosforilar as proteínas do miofilamento (TnI e MyBP-C). 

Essa última característica também foi observada por HAN e colaboradores (2013) e 

pode estar relacionada à redução da insuficiência cardíaca (BODOR et al., 1997; 

VAN DER VELDEN et al., 2003). Tal redução na fosforilação pode aumentar a 

sensibilidade do miofilamento ao Ca2+ e prejudicar o ciclo das pontes cruzadas, 

assim como o relaxamento. Esse evento intracelular é detectado quando se 

compara miocárdios insuficientes com normais, por exemplo McCONNELL e 

colaboradores (1998) mostraram uma redução da sensibilidade dos miofilamentos 

ao Ca2+ induzida por aumento na atividade da PKA. 

1.4.3.c. Proteínas cinases como alvo de espécies reativas de oxigênio na lesão 

cardíaca 

Os radicais livres são agentes oxidantes gerados como um resultado do 

metabolismo oxidativo e possuem, pelo menos, um elétron não-pareado que o torna 

uma espécie reativa (OCHSENDORF, 1999; HOOL, 2006; HECK et al., 2010).  Em 

organismos aeróbicos eles são inevitáveis como produtos da redução do O2 na 

cadeia respiratória mitocondrial e por sistemas enzimáticos como as NADPH 

oxidases e xantina oxidases (BOVERIS  et al., 1972; IDE et al., 1999; LASSEGUE 

et al., 2012). Dependendo do número de elétrons transferido diversos intermediários 

podem ser gerados como o ânion superóxido (O2−) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (KÖHLER et al., 2014). Para prevenir o dano oxidativo existem alguns 

sistemas de tamponamento como a superóxido desmutase, catalase, vitaminas e 

flavonóides (MARTINDALE & HOLBROOK, 2002). Em condições fisiológicas a 

produção de ROS e a capacidade desses sistemas estão balanceadas (KÖHLER et 

al., 2014).  Um aumento moderado no ROS pode alterar a expressão ou função 
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protéica. Isso pode soar positivamente como observado em condições adaptativas 

na isquemia e reperfusão cardíaca (SANTOS et al., 2011). Entretanto, quando o 

equilíbrio é extensamente deslocado (inserção exógena de ROS - terapia 

antineoplásica – ou aumento endógeno – insuficiência cardíaca), o sistema 

antioxidante pode não prevenir o dano oxidativo, afetando proteínas, lipídios e DNA 

induzindo apoptose (THANNICKAL & FANBURG, 2000; MARTINDALE & 

HOLBROOK, 2002; SEDDON et al., 2007).  

Em cardiomiócitos o estresse oxidativo é capaz de gerar hipertrofia, fibrose, 

apoptose e inflamação, levando inclusive a prejuízos no acoplamento excitação-

contração cardíaco (PRACYK  et al., 1998; MAACK et al., 2003; SATOH et al., 

2006; WANG et al., 2010; TSAI et al., 2012). Além disso, pode levar a danos na 

neurotransmissão simpática com alterações em suas vias de sinalização: 

homeostasia do Ca2+ e proteínas cinases (GÜNES et al., 2005; 

RUNGSEESANTIVANON et al., 2010; SHI et al., 2010) (Figura 8). 
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Figura 8: Influência das ROS no acoplamento excitação-contração em várias vias. aumento da 
função do receptor de rianodina (RyR) e do trocador Na

+
/Ca

2+
 e redução da SERCA e canais de 

Ca
2+

. As proteínas cinases são a princípio ativadas pelas espécies reativas de oxigênio, mas isso 
ainda não é claro. Adaptado de KÖHLER et al., 2014. 
 

Em relação à SERCA, sabe-se que em sua estrutura existem sítios altamente 

reativos e propensos a oxidação (MURPHY, 1976). Sistemas geradores de radicais 

livres (diihidrofumarato e ferro) inibem a função da SERCA 2a enquanto agentes 

redutores (superóxido desmutase) são capazes de reverter essa inibição 

(SCHERER & DEAMER, 1986; KUKREJA et al., 1988). Em contraste, outros 

estudos mostram que as proteínas cinases (PKA e calmodulina cinase) podem ser 

ativadas por oxidação e como fosforilam o fosfolamban (proteína que regula 
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negativamente a SERCA) acabam por aumentar a atividade da enzima, gerando 

assim um evento contrabalanceador (MORRIS & SULAKHE, 1997). Alguns estudos 

mostram uma significativa inibição da atividade da PMCA em condições de estresse 

oxidativo aumentado (ZAIDI & MICHAELIS,1999; ZAIDI et al., 2003). O trocador 

Na+/Ca2+ quando na presença de altas concentrações de ROS (peróxido de 

hidrogênio) apresenta atividade aumentada tanto em células isoladas quanto em 

vesículas (REEVES et al., 1986; GOLDHABER, 1996); entretanto reduzida atividade 

quando na presença de oxidantes fortes como o hipoclorito (KATO & KAKO, 1988). 

Especialmente as proteínas cinases tem sido associdas a geração de radicais 

livres com dano oxidativo celular (VIEIRA-FILHO et al., 2011). Sabe-se que a PKA 

tem sua atividade aumentada na presença de ROS e isso é acompanhado de um 

aumento na sua capacidade fosforilativa. BRENNAN e colaboradores (2006) 

mostraram que ao oxidarem a PKA suas proteínas alvo foram mais fosforiladas e ao 

diminuírem a oxidação as mesmas proteínas mostraram-se menos fosforiladas.  A 

PKC parece ter um papel dual frente a situações de estresse oxidativo. 

GOPALAKRISHNA & ANDERSON (1989) observaram que as isoformas das PKC 

ativadas por Ca2+ e fosfolipídios são reduzidas em atividade sobre estresse 

oxidativo leve. Ao contrário, a atividade da PKC independente de Ca2+ e 

fosfolipídios mostrou-se aumentada, gerando incertezas sobre qual isoforma esse 

mecanismo se aplica (GOPALAKRISHNA & ANDERSON, 1989; KÖHLER et al., 

2014)   

1.5. O coração como órgão alvo da desnutrição 

Como relatado acima, a desnutrição ocasionada em janelas críticas do 

desenvolvimento (da gestação aos primeiros cinco nos de vida) deixa marcas 
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irreversíveis que se manifestaram na vida adulta, e que podem afetar as gerações 

futuras (PESSOA et al., 2000). Ambos os tipos de desnutrição pré e pós-natal 

ocasionadas pela DBR impactam a homeostasia do sistema cardiovascular (SILVA 

et al, 2014a; SILVA et al, 2014b; VIEIRA-FILHO et al., 2014). A maioria dos estudos 

aborda as consequências da deficiência de proteínas durande a gravidez na função 

cardíaca da prole. Neste contexto, destaca-se o estudo de CHEEMA e 

colaboradores (2005) que mostraram que a prole apresenta diminuição do débito 

cardíaco e diminuição das velocidades máximas de contração e relaxamento, 

aumento da pressão diastólica final ventricular e apoptose dos cardiomiócitos. Logo 

em seguida, foi proposto um novo conceito c amado “predictive adaptive response” 

(resposta adaptativa preditiva) que se refere às respostas adaptativas ativadas 

durante o período de desnutrição fetal que são imediatamente benéficas para a sua 

sobrevivência, mas os efeitos em longo prazo destas adaptações podem ser 

deletérias se o ambiente pós natal não se relacionar com aquele pré-natal. Desta 

forma, foram observados hipertensão, hipertrofia da aorta, falência renal, alteração 

do sistema renina angiotensina cardíaco (CLEAL et al., 2007). Apesar de já estar 

fora da janela crítica de desenvolvimento, a desnutrição durante o período pós-natal 

também causa alterações moleculares que geram um coração sobrecarregado por 

uma hiperestimulação simpática (MURÇA et al., 2012) e alterações elétricas 

cardíacas (SILVA et al., 2014a). 

Diferentes tipos de desnutrição têm sido associados a aumento na 

concentração de catecolaminas circulantes (LANGLEY-EVANS et al., 1996; PETRY 

et al., 2000; VICKERS et al., 2000;  LANGLEY-EVANS, 2001; LANGLEY-EVANS, 

2009) e à dessensibilização dos receptores β-AR. FERNANDEZ-TWINN e 

colaboradores (2006) demonstraram aumento na expressão dos β1AR cardíacos em 
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ratos gerados por mães alimentadas com dietas de baixa proteína. Em seu trabalho 

foi constatado também a perda de sensibilidade dos β-AR ao isoproterenol bem 

como aumento da expressão da proteína β-arrestina responsável pela 

dessensibilização do adrenoceptor (FERNANDEZ-TWIN et al., 2006). O mesmo 

também foi observado em animais com restrição alimentar de curta e longa duração 

(KLEBANOV et al., 1997). Além disso, foi detectado o aumento da expressão de 

β2AR em fêmeas advindas de mães desnutridas (LANGLEY-EVANS et al., 2008). 

ZOHDI e colaboradores (2011) observaram responsividade cardíaca e vascular 

reduzida a dobutamina em animais adultos submetidos à desnutrição durante o 

desenvolvimento precoce (gestação e lactação).  

Embora haja consenso que a deficiência protéica em alguma etapa do 

desenvolvimento dispare uma resposta simpática sobrecarregando a função 

cardíaca, os mecanismos moleculares são pouco conhecidos. A hipertrofia cardíaca 

observada na desnutrição parece estar associada à ativação da PKC cl ssica α 

(CHU et al., 2008; WANG et al., 2012). WATKINS & SINCLAIR (2014) 

demonstraram a redução de genes envolvidos com a sinalização do Ca2+ em 

miócitos cardíacos da prole advinda de machos submetidos ao nível subótimo de 

nutrição. Tal achado indica que a desnutrição pode alterar mecanismos chave para 

a regulação do Ca2+ intracelular no coração.  

1.6. Resultados preliminares que geraram a hipótese desta tese 

Em relação aos danos cardiovasculares no trabalho com a dieta DBR em duas 

janelas do desenvolvimento (intrauterino [DBR-IU] e crônico [DBR-CR]) realizado 

durante o mestrado, foram detectadas diferentes respostas adaptativas nos ratos 

adultos. Foi observado que os ratos adultos DBR-CR e DBR-IU apresentam um 
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aumento de pressão sistólica e redução do débito cardíaco. Entretanto, apenas no 

grupo DBR-CR observou-se o aumento da pressão sistólica, do índice cardíaco e 

pulmonar além da redução da fração de ejeção e do volume sistólico. Utilizando 

microssomas cardíacos, observamos alterações de proteínas envolvidas na 

homeostasia intracelular do íon Ca2+ devido à: (a) diminuição da atividade da Ca2+ -

ATPase de retículo sarco/endoplasmático (SERCA) nos grupos DBR-CR e DBR-IU; 

(b) aumento da atividade e reduzida  expressão da Ca2+-ATPase de membrana 

plasmática (PMCA) no DBR-CR e diminuição da expressão de PMCA no DBR-IU; 

(c) aumento da expressão de fosfolamban e FKBP12, proteínas reguladoras de 

SERCA e do canal de Ca2+ apenas no grupo DBR-CR.  

Dessa forma, a hipótese de trabalho desta tese de doutorado é que a 

desnutrição multifatorial ocasionada pela DBR ativa mecanismos moleculares 

dependentes da etapa do desenvolvimento em que ocorreu a desnutrição que 

aumenta o esforço cardíaco, provocando no animal jovem a insuficiência cardíaca. 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o impacto da desnutrição promovida pela 

dieta básica regional em dois períodos de desenvolvimento – intrauterino e crônico 

– sobre função cardíaca no rato Wistar adulto; correlacionando com alterações na 

maquinaria subcelular envolvida na homeostasia de Ca2+ e na via de sinalização β 

adrenérgica. Além disso, um segundo objetivo foi explorar a possibilidade da 

reversão da falência cardíaca induzida pela desnutrição através do tratamento com 

o β bloqueador propranolol. 

2.1. Objetivos Específicos 

1. Avaliar o impacto da desnutrição sobre os parâmetros morfométricos do coração 

e dos principais órgãos afetados pela falência cardíaca.  

2. Identificar áreas isquêmicas no coração dos ratos submetidos à desnutrição. 

3. Avaliar a função cardíaca sistólica e diastólica dos ratos jovens submetidos a 

desnutrição. 

4. Delinear a relação pressão vs volume, através das curvas de Frank-Starling dos 

ratos jovens submetidos a desnutrição comparando com os ratos controle. 

5. Determinar se o tratamento em longo prazo com o propranolol impede as marcas 

na função cardíaca deixadas pela desnutrição.  

6. Identificar processos de estresse oxidativo lipídico e protéico no coração dos 

ratos submetidos à desnutrição. 

7. Determinar se as alterações na sinalização β adrenérgica impactadas pela 

desnutrição são revertidas no tratamento em longo prazo com o propranolol. 

8. Determinar se o propranolol recupera a homeostasia intracelular do Ca2+ e da via 

de sinalização associada durante o processo de desnutrição.    
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais e tratamento com propranolol.  

Ratos Wistar machos, foram mantidos em ambiente a temperatura constante (23 + 

2oC), no ciclo padrão claro/escuro (12 h/12 h), com livre acesso a água filtrada e 

ração. Foram utilizados nos experimentos 131 ratos divididos aleatoriamente em 

seis grupos descritos abaixo. Durante o período do estudo houve uma perda de 

25% dos ratos criados sendo a maior parte das perdas no grupo desnutrido 

cronicamente sem tratamento. 

1. Desnutrição intrauterina (DBR-IU): as mães se alimentaram da dieta DBR durante 

o período gestacional. Após o nascimento, os ratos foram alimentados de mães 

normonutridas e após o desmame foram submetidos à dieta convencional.  

2. Desnutrição intrauterina associada ao tratamento com propranolol (DBR-IUp): 

mesmo grupo descrito anteriormente, sendo os ratos tratados com propranolol 

adicionado a água de beber na dose de 30 mg/kg  após o desmame. 

3. Desnutrição crônica (DBR-CR): logo após o desmame foi introduzida a dieta 

DBR. 

4. Desnutrição crônica associada ao tratamento com propranolol (DBR-CRp): 

mesmo grupo descrito anteriormente, sendo os ratos tratados com propranolol 

adicionado a água de beber na dose de 30 mg/kg após o desmame. 

5.  Controle (CTRL): onde os ratos provenientes da prole de mães normonutridas e 

alimentados com dieta comercial balanceada.  

6. Controle tratado com propranolol (CTRLp): mesmo grupo descrito anteriormente, 

sendo os ratos tratados com com propranolol adicionado a água de beber na dose 

de 30 mg/kg (DBR-IUp) após o desmame. 
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O número de ratos (n) de cada grupo experimental será descrito em cada 

metodologia descrita a seguir. Quando os ratos, de todos os grupos experimentais, 

atingiram 13 semanas de vida onde são considerados adultos jovens foram 

eutanasiados por decapitação. O protocolo de manipulação destes animais foi 

realizado segundo as normas de boas práticas e aprovadas pela comissão de ética 

para o uso de animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-DFBCICB 

007).  

3.2. Dieta 

Os ratos do grupo CTRL foram alimentados com uma dieta balanceada 

disponível comercialmente (Purina Agriband, Paulínia, SP, Brasil), seguindo os 

padrões de formulação recomendados pelo Instituto Americano de Nutrição (AIN-

93). 

A dieta DBR foi preparada conforme inicialmente descrito por TEODÓSIO e 

colaboradores (1990) baseada em pesquisas epidemiológicas conforme descrito na 

introdução e composta dos seguintes ingredientes (g %): feijão (18), farinha de 

mandioca (65), carne de charque (3,7) e batata doce (13). Cada um destes 

componentes foi cozido, sendo a carne de charque foi ainda parcialmente 

dessalgada, desidratados a 60 ºC, moídos e misturados a gordura da carne (0,3 g 

%). Posteriormente, foi adicionada água até se obter uma massa consistente. A 

massa foi moldada em formato de quadrados que foram desidratados a 60 ºC por 

24 h. Nenhum suplemento foi adicionado à dieta, sendo isocalórica quando 

comparada a dieta CTRL.  
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A composição da DBR e da dieta CTRL estão apresentadas na Tabela 2. A 

dieta multicarenciada foi validada em experimentos anteriores que mostraram um 

acentuado decréscimo da evolução ponderal dos ratos DBR ao longo da vida após 

o desmame.  

Tabela 2: Composição (g%) da DBR1 e da dieta CTRL (retirado da tese de 
doutorado de Paulo André da Silva submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências Biológicas, Fisiologia do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014). 
 

Componentes CTRL DBR 

Proteínas 23 8 

Carboidratos 44 69 

Gorduras 2 1 

Fibras 7 8 

Minerais: 

Ca2+ 1,8 0,92 

Mg2+ 0,3 0,42 

K+ 1,15 0,542 

Na+ 0,2 – 0,43 0,2 – 0,43 

Kcal/100g ≈ 295 ≈ 320 

1Modificado de TEODÓSIO et al., 1990 
2Comunicação pessoal Carmen Castro-Chaves, UFPE. 
3Determinação por fotometria de chama em amostras de dietas escolhidas 
randomicamente. 
 

3.3. Avaliação do conteúdo de água retida nos órgãos 
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Após a eutanásia, os ratos foram pesados e os órgãos alvo para o estudo 

(coração, pulmão e fígado) removidos e pesados (peso úmido). Posteriormente os 

órgãos foram alocados em estufa a 60 oC e pesados sequencialmente até que se 

obtivesse valores de peso constante (peso seco). O conteúdo percentual de água 

presente em cada órgão foi calculado a partir da fórmula: (peso seco/peso úmido) × 

100. O número de ratos utilizados foi de 5 para cada grupo. 

3.4. Análise Histológica 

Após a eutanásia dos ratos, o coração foi cortado longitudinalmente em 2 

partes e fixado em formaldeído a 10% em solução de tampão fosfato (relação 

volume do coração – volume do fixador 1:20) durante 24 h. O tecido foi desidratado 

em concentrações crescentes de álcool etílico (de 70 até 100%) sendo cada etapa 

de desidratação com duração de 45 min. Em seguida, procedeu-se o clareamento, 

que é a substituição do agente desidratante pelo xileno, preparando o tecido para a 

penetração da parafina (inclusão). A inclusão ocorreu de forma gradativa (xileno-

parafina: 1:1, 1:2 – 40 min, cada etapa – e parafina pura por 1 h a 60 °C). 

Finalmente, foi realizada a fabricação do bloco sólido utilizando moldes metálicos 

nos quais foram colocadas as amostra embebidas com parafina líquida para 

resfriamento rápido e consequente solidificação. O tecido foi então seccionado em 

micrótomo (modelo MRP-03, Lupe Indústria e Comércio Ltda.) cuja espessura foi de 

5 μm e as laminas preparadas. 

Após o preparo das laminas os cortes foram corados para a visualização do 

tecido ao microscópio de luz. A coloração escolhida foi o Tricrômica de Masson para 

a visualização das fibras musculares e detecção de elementos fibrosos à base de 

colágenos. Para isso, os cortes foram lavados em água destilada, desidratados em 
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soluções aquosas de etanol, clareados em xileno, corados, adicionados de algumas 

gotas de meio de montagem (entellan) e cobertos com uma lamínula. Tal técnica foi 

realizada em colaboração com o Laboratório de Patologia Celular e Laboratório de 

Proliferação e Diferenciação Celular (ICB e IBCCF – UFRJ). 

As lâminas dos tecidos cardíacos corados com Tricrômico de Masson foram 

observadas em microscópio óptico com aumento de 20X (Eclipse 400, Nikon, 

Tokyo, Japan) e as imagens capturadas por câmera fotográfica digital (Evolution 

Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD, USA). Cinco campos aleatórios de cada 

lâmina foram fotografados, de forma que foram observadas para cada coração 4 

lâminas, sendo que cada grupo experimental era composto de 3 animais.  A área 

muscular foi quantificada pelo programa Image J (disponível no site 

www.rsb.info.nih.gov/ij). A porção muscular, correspondente a porção avermelhada, 

foi selecionada e quantificada através da seleção de todas as porções com a 

mesma coloração. Posteriormente as áreas obtidas (µm2) foram usadas para 

cálculo da média e erro padrão e representadas graficamente.   

3.5. Ensaios ex vivo  

Com o intuito de se avaliar a atividade cardíaca basal e a sua responsividade 

ao agonista β adrenérgico isoproterenol (ISO), foram realizados ensaios em coração 

isolado utilizando a técnica de Langendorff. Uma vez heparinizados e sacrificados 

por inalação de CO2, os corações dos ratos (5 corações para cada grupo 

experimental) foram retirados e canulados pela aorta. Foram submetidos à perfusão 

retrograda a uma taxa constante de 10 mL/min com meio de Krebs (NaCl 118 mM, 

KCl 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, CaCl2 1,25 mM, glicose 11 mM, 

NaHCO3 25 mM) equlibrado com 95% de O2 / 5% de CO2 `a 37 oC. Um balão de 
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látex foi inserido no ventrículo esquerdo através da válvula mitral e conectada a um 

transdutor de pressão (PowerLab System, ADInstruments, Sidney, Austrália) para 

registro contínuo da pressão no ventrículo esquerdo. O coração foi imerso em uma 

cuba e a pressão diastólica final do ventrículo esquerdo (PDFVE) ajustada para 10 

mmHg. Após 30 min de estabilização os parâmetros funcionais foram registrados na 

ausência (valores de base) e presença de crescentes concentrações de ISO (3 × 10-

10 a 10-6 M). A pressão desenvolvida no ventrículo esquerdo (PDVE) foi calculada 

pela diferença entre os picos de pressão sistólica e PDFVE. Nesse contexto, 

parâmetros cinéticos como afinidade do agonista pelo β-AR (CE50 – concentração 

do agonista necessária para alcançar metade do efeito máximo possível) e efeito 

máximo (Emax – efeito máximo alcançado pelo agonista através da curva 

concentração-resposta) foram avaliados. Para avaliar a relação pressão-volume, o 

volume do balão no ventrículo esquerdo foi ajustado para uma variação na pressão 

diastólica final de 0 mmHg. Incrementos de volume de 20 μL foram adicionados e a 

cada incremento a variação de pressão foi registrada (Adaptado de EUN-JEONG et 

al., 2010). Nesse contexto o Vo (volume necessário para que haja uma prieira 

variação da pressão diastólica) foi cálculado por regressão linear. Para cálculo dos 

parâmetros cinéticos, CE50 foi utilizada a equação da curva: 

Y=100/(1+10^(LogEC50-X)*HillSlope) onde o coeficiente de Hill foi de 1,5 ± 0,3.  

3.6. Observação da área isquêmica cardíaca 

Após o processo de perfusão com meio de Krebs, utilizando o aparato de 

Langendorf, os corações (n = 3, para cada grupo experimental) foram divididos em 3 

fragmentos do ápice até a base e incubados com 1% de cloreto de  trifenil tetrazólio 

(TTC) por 5 min a 37 0C (MARQUES-NETO et al., 2014).  O TTC cora em vermelho 
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escuro as porções teciduais que contêm o sistema de enzimas desidrogenases 

intactas. Áreas recentemente necrosadas e infartadas não possuem atividade das 

enzimas desidrogenases e, portanto não são coradas, apresentando-se 

esbranquiçadas (FISHBEIN et al., 1981). Após 5 min, os fragmentos foram alocados 

em tubos falcon onde permaneceram imersos em solução de formaldeído 10% (v/v) 

por 24 h para melhorar o contraste entre as áreas saudáveis e infartadas.  

3.7. Obtenção da preparação de ultracentrifugado total ventricular 

Para investigar a ocorrência de alterações da homeostasia intracelular de Ca2+ 

foram obtidos o homogeneizado total de ventrículos de ratos (Adaptado de 

SCARAMELLO et al., 2002). Os corações (n = 10 para cada grupo experimental) 

foram retirados, sendo imediatamente imersos em solução de Tyrode gelada 

contendo NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; NaHCO3 11,9 mM; NaH2PO4 0,36 mM; glicose 

5,55 mM; CaCl2 1,77 mM e MgCl2 0,40 mM (pH 7,4). Em seguida, os ventrículos 

foram dissecados, fragmentados e homogeneizados em solução gelada (6 mL por 

mg de tecido) contendo: sacarose 250 mM, DTT 2 mM, PMSF 0,2 mM, antipaína 2 

µg/mL, aprotinina 5 µg/mL, EDTA 1 mM e Tris-HCl 5 mM  (Meio de 

homogeneização) (pH 7,4). O homogeneizado total foi obtido através de 3 ciclos de 

13.500 RPM por 10 s com 20 s de pausa entre os ciclos usando um 

homogeneizador Ultra-Turrax (T25 IKA Labortechnik, Staufen, Germany). Em 

seguida, o homogeneizado total foi submetido a uma centrifugação de 100.000 g 

por 1 h. O precipitado foi ressuspenso e armazenado em N2 líquido (QUINTAS et 

al., 2000). A concentração de proteína destas frações foi medida empregando-se o 

método de Lowry (LOWRY et al., 1951), usando-se albumina sérica bovina como 
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padrão. O teor de proteína da amostra foi estimado pela equação da reta de 

regressão linear dos padrões e expresso em mg de proteína.mL-1. 

3.9. Medida das atividades Ca2+-ATPásica total, Ca2+-ATPásica de retículo 

endo(sarco) plasmático (SERCA)  e Ca2+-ATPásica de membrana plasmática 

(PMCA) 

As preparações biológicas (0,2 mg/mL de proteína) foram incubadas a 37 oC 

por um período de 1 h em um meio contendo: HEPES-Tris 50 mM (pH 7,4), NaN3
 10 

mM, EGTA 0,2 mM, MgCl2 4 mM, KCl 60 mM, Ca2+ livre (10 μM), ATP-Na+ 1 mM e 

[-32P]ATP (3000 cpm/nmol de ATP). A reação foi finalizada pela adição de 1 mL de 

uma suspensão gelada de carvão ativado com HCl 0,1 N seguida de centrifugação 

a 1500 g por 15 min a 4 oC. A atividade Ca2+-ATPásica total foi calculada 

subtraindo-se a atividade basal (na presença EGTA 0.2 mM) da atividade ATPásica 

medida na presença de  10 µM de Ca2+ livre (SCARAMELLO et al., 2002). A 

atividade da SERCA foi calculada pela diferença entre a atividade Ca2+-ATPásica 

total e a atividade da PMCA, medida na presença de 3 μM de tapsigargina (Tg; 

inibidor específico de SERCA).  

3.10. Atividade da proteínas cinases C e A (PKC e PKA) 

150 μg de  istona foram adicionados em um meio de reação contendo 20 mM 

de HEPES-Tris (pH 7,0), 4 mM MgCl2 e 70 μg da preparação de homogeneizado 

ventricular total. A reação foi disparada com adição de 10 μM de ATP [γ-32P] 

(atividade específica ~ 1,5x1011 Bq/mmol). Após 5 min a reação foi parada com 

adição de 100 μL de ácido tricloroacético 40%. Uma alíquota de 0,1 mL foi retirada e 

filtrada em filtro milipore com poro de 0,45 μm de tamanho. Posteriormente os filtros 
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foram lavados com solução gelada de TCA 20% e tampão fosfato 0,1 M (pH 7). A 

radioatividade incorporada à histona foi quantificada em cintilação líquida. A 

atividade específica de cada proteína cinase foi calculada pela diferença entre os 

níveis de fosfato incorporados na histona por mg de tecido na ausência e na 

presença dos inibidores específicos (10 nM PKAi5-24 –inibidor de PKA; 10 nM de 

calfostina C – inibidor das isoformas de PKC dependentes de DAG) (VALVERDE et 

al., 2011). 

3.11. Fosforilação regulatória da PMCA 

A fosforilação regulatória da PMCA foi determinada como previamente descrito 

(MUZI-FILHO et al., 2013). 100 μg de  omogeneizado ventricular total foram 

incubadas em um meio de reação contendo 50 mM de HEPES-Tris (pH 7,4), 0,5 

mM de ouabaína, 5 mM de MgCl2, 10 mM de NaN3, 10 mM de NaF, 0,3 mM de 

EGTA, 0,31 mM CaCl2 (10 μM de Ca
2+ livre) a 37 oC. A reação foi iniciada com 

adição de uma mistura contendo 5 mM [γ-32P] (atividade específica ~3,0 × 1011 

Bq/mmol) e 120 mM de KCl (concentração final). Após 10 min, a reação foi parada 

com 50 mL de tampão de amostra, submetida à separação de proteínas com SDS-

PAGE (6% bis-acrilamida/acrilamida) e as proteínas transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose. Estas membranas foram expostas por 48 h a uma tela 

sensível a radiação (phosphor screen) e analizadas usando o Phosphorimager 

Storm 860 (Molecular Dynamics) para medir a intensidade da banda de 140 KDa 

correspondente a PMCA fosforilada detectada com anticorpo primário específico 

para a mesma. Para determinar o nível de fosforilação mediada por cada proteína 

cinase, inibidores específicos foram adicionados: 10 nM PKAi5-25, para bloquear a 

atividade da PKA ou 10 nM calfostina C para garantir a inibição das isoformas de 
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PKC dependentes de DAG. Os níveis de fosforilação mediada por proteína cinase 

foram calculados pela diferença entre a intensidade das bandas obtidas com a 

fosforilação total e na presença do seu inibidor específico. Uma vez que o seu 

conteúdo protéico de PMCA é diferente entre os ratos CTRL e DBR, os resultados 

foram normalizados pela densitometria da banda de 140 KDa. 

3.12. Eletroforese e imunodetecção 

Para análise do conteúdo protéico dos diferentes constituintes do 

homogeneizado ventricular total foram realizados ensaios de eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo o método de LAEMLI (1970). 60 µg de 

proteína foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas por 60 min em solução de bloqueio 

[TBS (2,42 g de Tris e 8 g de NaCl diluídas por L de água, pH 7,6) contendo 0,5% 

de Tween 20 (TBS-T) e leite em pó 5%] por 60 min, à temperatura ambiente, sob 

leve agitação. Em seguida, a membrana foi pré-incubada durante 60 min com 

anticorpos primários específicos contra as proteínas a serem identificadas 

(anticorpo IgG policlonal anti PKC α na diluição de 1:500, IgG policlonal anti PKC ε 

na diluição de 1:500, IgG policlonal anti receptor β1AR na diluição de 1:1000, IgG 

policlonal anti PKA na diluição 1:200, IgG monoclonal anti trocador Na+/Ca2+ na 

diluição de 1:1000). Após esta etapa a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-T 

sob leve agitação (durante 15, 5 e 5 min). Em seguida, a membrana foi incubada a 

temperatura ambiente por 60 min com anticorpos secundários fluorescentes (IgG de 

camundongo ou coelho), diluídos em TBS (1:10000) em vasilhames protegidos da 

luz, recobertos com papel laminado. Passado o tempo de incubação, a membrana 

foi então lavada novamente com TBS-T. As bandas imunomarcadas pelos 
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diferentes anticorpos primários foram reveladas utilizando-se o scaner Odssey CLx 

Infrared Imaging System (Li-cor Inc, United Kindom). A intensidade das bandas 

protéicas imunomarcadas foi analisada pelo programa Scion (versão alfa 4.0.3.2). O 

controle de carregamento utilizado foi a densitometria do conteúdo de proteína total 

detectado com vermelho de Ponceu, uma vez que a desnutrição afeta o conteúdo 

de proteínas do citoesqueleto. 

3.13. Quantificação do stresse oxidativo  

3.13.1. Medida dos níveis de TBRs 

A técnica baseia-se na propriedade do ácido tiobarbitúrico (TBA) em reagir 

com o malondialdeído (MDA) que é um produto secundário da peroxidação lipídica, 

derivado da ruptura de ácidos graxos poliinsaturados. O MDA ao reagir com TBA 

forma um cromógeno de cor rosa fluorescente capaz de ser lido em 

espectrofotômetro (VASCONCELOS et al., 2007) 

Os níveis de espécies reativas de ácido 2-tiobarbitúrico (TBARs) foram 

avaliados de acordo com a metodologia descrita por VIEIRA-FILHO e colaboradores 

(2011). Inicialmente os ventrículos foram homogeneizado em 5 mL de KCl 1,15% 

por g de tecido em gelo. Para cada mL do homogeneizado foi adicionado 1 mL de 

ácido tiobarbitúrico  0,38%  (p/v) em TCA 15% (p/v). Os tubos foram selados e 

aquecidos à 100 ºC por 15 min. Após resfriamento, os tubos foram centrifugados por 

10 min à 1500 g, e a absorbância do sobrenadante foi medida a 535 nm.  

3.13.2. Dosagem de sulfidrilas livres  
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 A dosagem de grupamentos sulfidrilas foi realizada de acordo com Ellman com 

modificações (ELLMAN, 1956; HERKEN et al., 2009) onde as preparações 

biológicas foram incubadas em metanol e solução tampão pH 8,2 (EDTA 0,02 M, 

Tris 0,2 M). O início da reação ocorreu com a adição de DTNB [5,5’- ditio-bis(2-

nitrobenzóico)] 0,01 M (diluído em metanol absoluto) e progrediu durante 30 min à 

temperatura ambiente. Passado o tempo os tubos foram centrifugados a 3000 g por 

15 min. Uma alíquota do sobrenadante foi então retirada e lida em 

espectrofotômetro a 412 nm. A cisteína foi utilizada como padrão, a curva padrão 

utilizou concentrações de 5 à100 μM de cisteína. Tal ensaio se baseia na reação 

entre as sulfidrilas reduzidas da proteína com o reagente DTNB com consequente 

liberação de ácido tionitrobenzóico, o qual apresenta coloração amarelada. A 

concentração de sulfidrilas livres é calculada por mg de proteína (MUZI-FILHO et 

al., 2013) Quanto maior o teor de sulfidrilas reduzidas menor as livres. O conteúdo 

de sulfidrilas livres é, portanto, inversamente relacionado com o dano oxidativo uma 

vez que os grupamentos sulfidrilas representam os mais frequentes antioxidantes 

do organismo (PÉREZ et al., 2012)   

3.14.  Análise estatística 

 Os dados foram apresentados sob a forma de média ± EPM de pelo menos 3 

experimentos. As comparações estatísticas foram realizadas por análise de 

variância (One-Way ANOVA) utilizando o programa computacional Primer (McGraw 

Hill version 1.0) e a significância aceita de p<0.05. Os resultados foram 

representados graficamente através dos programas de computador Sigma Plot 9.0.  

3.15. Reagentes 
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Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical Co., incluindo alguns 

anticorpos, uma outra parte de anticorpos foi adquirida da Santa Cruz Biotechnology 

Inc e Calbiochem®. O radioisótopo ([ 32P]-ATP) foram fornecidos pela Amersham 

Pharmacia Biotech UK Ltd., Buckinghamshire, Inglaterra. 

4. RESULTADOS 

4.1. Avaliação do impacto da desnutrição sobre os parâmetros morfométricos 

do coração e dos principais órgãos afetados pela falência cardíaca e o efeito 

do tratamento com propranolol. 

Com o intuito de verificar a integridadade das fibras cardíacas e identificar 

possíveis alterações morfológicas relacionadas ao processo de desnutrição 

intrauterina e crônica o método de coloração Tricrômico de Masson foi utilizado 

(Figura 9). Esta coloração diferencia o tecido em três cores, a saber: núcleo em azul 

escuro, o citoplasma e o músculo de vermelho e o colágeno em azul claro (TIMM, 

2005). As secções longitudinais do tecido cardíaco do grupo DBR-IU demonstraram 

que a desnutrição promovida na fase intrauterina não alterou a estrutura do tecido 

cadíaco. As fibras encontraram-se bem coradas sem nenhum infiltrado fibroso de 

colágeno (Figura 9, painel B). Já em relação à desnutrição crônica foi detectado um 

aumento dos níveis de colágeno inseridos nos espaços interfibras (seta verde), a 

presença de bolsões de gordura inseridos em alguns dos espaços brancos 

observados entre as fibras (seta amarela) (Figura 9, painel C). Tais espaços 

brancos também se apresentaram aumentados quando comparados aos CTRL 

associado à diminuição da quantidade de fibras musculares sugerindo o acúmulo de 

água no interstício (Figura 9, painel D). 
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Figura 9: Análise morfológica dos corações dos ratos Wistar adultos que sofreram 
desnutrição. Controle (CTRL), desnutridos intrauterinamente (DBR-IU) e desnutridos cronicamente 
(DBR-CR), seguido pela quantificação da área muscular no grupo CTRL e DBR-CR, n= 3 para cada 
grupo. A seta amarela indica os bolsões gordurosos inseridos nos espaços interfifbras mostrando a 
presença de células adiposas na região e a seta verde a presença de colágeno depositado nos 
mesmos espaços.  * p<0.05 t-student test 

 

O conteúdo de água nos ventrículos cardíacos dos ratos DBR-CR, bem como 

nos órgãos afetados pela deficiência na sua função (fígado e pulmão), foi avaliado 

com a finalidade de detectar o edema tecidual. A Tabela 3 descreve os pesos 

médios corporais, úmidos e secos dos órgãos dos animais CTRL e DBR-CR, 

submetidos ou não ao tratamento com propranolol. A percentagem de água 

acumulada em cada órgão foi calculada pela fórmula [1 − (peso seco ÷ peso úmido)] 

× 100. A desnutrição crônica reduziu em torno de 80 % o peso corporal dos animais, 
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acompanhada pela redução na mesma proporção do peso do fígado (de 10 ± 0,7 g 

no CTRL para 1,8 ± 0,2 g no DBR-CR; p < 0.05). A redução não proporcional a 

redução do peso corporal observada nos ventrículos cardíacos e no pulmão é 

parcialmente justificada pelo acúmulo de água nestes tecidos (% de acúmulo de 

água nos tecidos - ventrículos cardíacos: 77 ± 0,3 no CTRL para 83 ± 1,8 no DBR-

CR e pulmões: 81 ± 0,5 no CTRL para 84 ± 0,08 no DBR-CR; p < 0.05). Este 

acúmulo de água nos ventrículos cardíacos e nos pulmões foi prevenido no 

tratamento com propranolol (% de acúmulo de água nos tecidos - ventrículos 

cardíacos: 77 ± 0,5 no CTRLp para 79 ± 0,5 no DBR-CRp e pulmões: de 79 ± 0,6  

no CTRLp para 79 ± 0,5 no DBR-CRp) reestabelecendo a proporcionalidade entre 

os órgãos e o peso corporal dos ratos desnutridos.  
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Tabela 3: Medida dos pesos ventriculares, hepáticos e pulmonares úmidos e secos 
dos animais controles sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) e desnutridos 
cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp).  

 

Os valores são expressos em média ± erro padrão. Sobrescrito refere-se as 
diferenças relacionadas ao controle no mesmo parâmetro de forma que letras 
diferentes indicam p < 0.05 (Anova seguida de pós test tukey). Todos os animais 
tinham idade de 13 semanas. 

 

Parâmetro 
CTRL 
n=5 

CTRLp 
n=4 

DBR-CR 
n=5 

DBR-CRp 
n=4 

Peso corporal (g) 26111a 27334a 543b 490,5b 

Coração 

Peso úmido do ventrículo 

(g) 
0,900,06a 1,100,06a 0,300,02b 0,60 0,03c 

Peso seco do ventrículo 

(g) 
0,200,01a 0,300,02a 0,050,008b 0,100,006c 

Conteúdo de água (%) 770,3a 770,5a 831,8b 790,5a 

Fígado 

Peso úmido do fígado (g) 10,600,7a 9,700,5a 1,800,2b 4,100,5c 

Peso seco do fígado (g/g) 3,100,2a 3,100,2a 0,500,07b 1,500,09c 

Conteúdo de água (%) 700,3a 680,7a 731,0a 628,2a 

Pulmão 

Peso úmido do pulmão (g) 1,500,2a 2,100,1b 0,400,03c 1,200,1a 

Peso seco do pulmão (g) 0,300,03a 0,400,01b 0,070,002c 0,300,03a 

Conteúdo de água (%) 810,5a 790,6a 840,8b 790,5a 
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4.2. Identificar áreas isquêmicas no coração dos ratos submetidos à 

desnutrição crônica. 

Com o intuito de verificar se os processos atróficos observados no grupo DBR-

CR estavam relacionados ao infarto, realizamos o ensaio de TTC, onde as fibras 

coradas em vermelho demonstram áreas viáveis e as não coradas áreas infartadas.  

A Figura 10 mostra o aumento da área de tecido cardíaco não corado no DBR-

CR quando comparados ao CTRL. O tratamento com propranolol previniu o 

aparecimento de áreas infartadas. 

 

 

  

 

 

 

 
 
Figura 10: Análise de áreas infartadas de corações de ratos Wistar adultos submetidos a 
desnutrição crônica. Ratos controles sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) e desnutridos 
cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp), n= 3 para cada grupo. 
 

4.3. Avaliar a função cardíaca sistólica e diastólica dos ratos jovens 

submetidos à desnutrição. 
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A Figura 11 mostra os parâmetros de função cardíaca basais nos grupos 

CTRL, DBR-CR e DBR-IU. Na condição de desnutrição intrauterina não houve 

alteração da PDVE, mas na condição de desnutrição crônica observamos uma 

redução de 45% (em mm Hg: CTRL 127 ± 1, DBR-IU 109 ± 11 e DBR-CR 70 ± 12, p 

< 0.05). O tratamento com propranolol reduziu em 30% a PDVE nos ratos CTRL, 

não modificou no DBR-IU, mas preveniu a queda no grupo DBR-CR (em mm Hg: 

CTRLp 90 ± 4, DBR-IUp 124 ± 28 e DBR-CRp 103 ± 3, p < 0.05) (Figura 11A). Outro 

parâmetro sistólico avaliado foi a derivada positiva da pressão em função do tempo 

(+dP/dt). A Figura 11B mostra que ocorreu uma redução de 40% da (+dP/dt) apenas 

no grupo DBR-CR (em mmHg/s: CTRL 449 ± 30,  DBR-IU 358 ± 12 e DBR-CR 275 

± 15, p < 0.05) O tratamento com propranolol preveniu a diminuição da velocidade 

de contração do grupo DBR-CR, no entando acentuou a velocidade no grupo CTRL 

e não modificou no grupo DBR-IU (em mmHg/s: CTRLp 2883 ± 518, DBR-IUp 475 ± 

81 e DBR-CRp 529 ± 69, p < 0.05).  

Em relação à derivada negativa da pressão em função do tempo (−dP/dt) 

definida como a velocidade de relaxamento ventricular, um dos parâmetros da 

função diastólica, foi observada a redução do valor médio no grupo DBR-CR, sem 

alteração no DBR-IU (em mmHg/s: CTRL −532 ± 7, DBR-IU −451 ± 17 e DBR-CR 

−366 ± 28, p < 0.05). O tratamento com propranolol aumentou a velocidade de 

relaxamento no grupo CTRL, preveniu o decréscimo no grupo desnutrido 

cronicamente e não a modificou no grupo intrauterino (em mmHg/s: CTRLp −1930 ± 

318, DBR-IUp −663 ±144 e DBR-CRp –679 ± 88, p < 0.05) (Figura 11C).  
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Figura 11: Análise da performance ventricular em corações isolados: animais controles sem 
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) desnutridos cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento 
(DBR-CRp) e desnutridos intrauterinamente sem (DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp). Painel 
definido por pressão desenvolvida basal (PDVE) (A), velocidade de contração (+dP/dt) (B) e 
velocidade de relaxamento (-dP/dt) (C). * p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # 
p<0.05 comparando os grupos tratados ao seu respectivo grupo sem tratamento. One-way ANOVA 
com pos test Tukey. n= 4 para cada grupo. 
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A performance cardíaca frente a diferentes concentrações do agonista β 

adrenérgico isoproterenol (ISO) (0,3-1000nM) foi avaliada na Figura 12 (Painéis A, 

C, E). Foi observado um decréscimo do valor máximo obtido de PDVE em resposta 

ao agonista (Emax) independente do tipo de desnutrição (CTRL 174 ± 5, DBR-IU 85 ± 

22 e DBR-CR 121 ± 19% de aumento, p < 0.05) (Figura 12, compare os painéis B, 

D, F). No tratamento com propranolol o Emax obtido não melhorou frente a condição 

não tratada (CTRLp 67 ± 16, DBR-IUp 38 ± 12  e DBR-CRp 99 ± 10% de aumento) 

(Figura 12, compare os painéis B, D, F). Não foram detectadas alterações 

relevantes na afinidade do receptor ao ISO (CE50) em nenhuma das condições 

estudadas (CTRL 1 ± 0,1, CTRLp 0,5 ± 0,4, DBR-CR 1,3 ± 0,1, DBR-CRp 1,2 ± 0,2, 

DBR-IU 1,1 ± 0,2 e DBR-IUp 0,8 ± 0,3 nM). 
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Figura 12: Análise da pressão desenvolvida no ventrículo esquerdo em concentrações 
crescentes de isoproterenol em corações isolados de ratos Wistar adultos. Controles sem 
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) (A) e Emax alcançado (B), desnutridos cronicamente sem (DBR-
CR) e com tratamento (DBR-CRp) (C) e Emax alcançado (D) e desnutridos intrauterinamente sem 
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp) (E) e Emax alcançado (F). *p<0.05 comparando todos os 
grupos ao grupo CTRL. Painel A, C e E Two-way ANOVA com pos test Bonferroni; painel B t-student 
test; painel D e F One-way ANOVA com pos test Tukey. n=4 para cada grupo. 
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As velocidades de contração e relaxamento ventricular também foram 

avaliadas (Figura 13 e Figura 14, respectivamente). As curvas de concentração-

resposta para a +dP/dt, demonstraram um decréscimo do Emax em ambos modelos 

de desnutrição (CTRL 360 ± 11, DBR-IU 261 ± 45 e DBR-CR 219 ± 28 % de 

aumento, p < 0.05) (Figura 13 A, C, E), sem modificação na afinidade do receptor ao 

ISO (CTRL 1,6 ± 0,04, DBR-CR 1,4 ± 0,09 e DBR-IU 2 ± 0,1nM). O tratamento com 

propranolol reduziu no CTRL e manteve reduzido no DBR-IU e DBR-CR os valores 

de Emax (CTRLp 128±17, DBR-IUp 70 ± 20 e DBR-CRp 199 ± 42 % de aumento) 

(Figura 13 compare painéis B, D, F). Vale a pena destacar que apenas no grupo 

DBR-CRp ocorreu um aumento da afinidade do receptor ao ISO (DBR-CR 1,4 ± 

0,09 vs DBR-CRp 0,2 ± 0,1 nM, p < 0.05) (Figura 13C). 

A Figura 14 mostra as curvas de −dP/dt  perante diferentes concentrações de 

ISO. A desnutrição não promoveu qualquer alteração na velocidade máxima de 

relaxamento cardíaco (CTRL 200 ± 46, DBR-IU 207 ± 56 e DBR-CR 191 ± 16 % de 

aumento) (Figura 14 A, C, E). O tratamento com propranolol reduziu a velocidade de 

relaxamento nos grupos experimentais (CTRLp 109 ± 27, DBR-IUp 48 ± 20 e DBR-

CRp 94 ± 31% de aumento, p < 0.05) (Figura 14 compare painéis B, D, F).  
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Figura 13: Análise da velocidade de contração do ventrículo esquerdo em concentrações 
crescentes de isoproterenol em corações isolados de ratos Wistar adultos. Controles sem 
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) (A) e Emax alcançado (B), desnutridos cronicamente sem (DBR-
CR) e com tratamento (DBR-CRp) (C) e Emax alcançado (D) e desnutridos intrauterinamente sem 
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp) (E) e Emax alcançado (F). *p<0.05 comparando todos os 
grupos ao grupo CTRL. # p<0.05 comparando os grupos tratados com seus respectivos grupos sem 
tratamento. Painel A, C e E Two-way ANOVA com pos test Bonferroni; painel B t-student test; painel 
D e F One-way ANOVA com pos test Tukey. n=4 para cada grupo. 
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Figura 14: Análise da velocidade de relaxamento do ventrículo esquerdo em concentrações 
crescentes de isoproterenol em corações isolados de ratos Wistar adultos. Controles sem 
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) (A) e Emax alcançado (B), desnutridos cronicamente sem (DBR-
CR) e com tratamento (DBR-CRp) (C) e Emax alcançado (D) e desnutridos intrauterinamente sem 
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp) (E) e Emax alcançado (F). *p<0.05 comparando todos os 
grupos ao grupo CTRL. # p<0.05 comparando os grupos tratados com seus respectivos grupos sem 
tratamento. Painel A, C e E Two-way ANOVA com pos test Bonferroni; painel B t-student test; painel 
D e F One-way ANOVA com pos test Tukey. n=4 para cada grupo. 
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4.4. Delinear a relação pressão–volume, através das curvas de Frank-Starling 

dos ratos jovens submetidos à desnutrição comparando com os ratos 

controle. 

Para determinar o impacto da desnutrição na relação pressão-volume 

ventricular, incrementos de 20 µL da solução de perfusão foram adicionados 

cumulativamente no balão de látex inserido no ventrículo esquerdo e as pressões 

sistólica, diastólica e desenvolvida (PDVE) (diferença entre a pressão sistólica e 

diastólica) foram medidas. O volume inicial (Vo, volume contido no balão onde a 

PDVE é 0 mmHg) foi estimado através de regressão linear.  

A relação pressão–volume nos grupos DBR-CR foi deslocada para a esquerda 

em relação ao CTRL. O aumento das pressões sistólica e diastólica conforme o 

incremento de volume inserido no balão intraventricular  também foi alterado nos 

ratos DBR-CR. Neste grupo, a inclinação da curva diastólica foi mais íngreme 

(curvas inferiores do gráfico na Figura 15A), enquanto a curva sistólica foi menos 

aguda que o CTRL (curvas superiores do gráfico na Figura 15A). O Vo estimado 

para estas relações foram: 108 µL no CTRL e 77 µL no DBR-CR (Tabela 4), 

indicando uma diminuição da complacência ventricular. Ao analisar a relação 

pressão–volume do grupo DBR-IU (Figura 15B) observou-se curvas com perfis 

muito semelhantes ao do grupo CTRL e um aumento na complacência ventricular 

(Vo do CTRL 108 ± 1,6 vs DBR-IU 127 ± 2 μL, p < 0.05) (Tabela 4). A relação 

PDVE–volume foi perdida em ambos os grupos de desnutrição (Figura 16A, 

compare os tracejados azul, CTRL, e verde, DBR-CR; Figura 16B, compare os 

tracejados azul, CTRL, e verde, DBR-IU). 

O tratamento dos grupos com propranolol demonstrou:  
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(1) no grupo DBR-CR: uma redução ainda maior da complacência ventricular 

quando comparado ao controle (Vo do CTRL 108 ±1,6, DBR-CR 77 ± 1,4, DBR-CRp 

52 ± 0,9 μL, p < 0.05) e um deslocamento da curva para a esquerda (Figura 15D). O 

tratamento com propranolol não recuperou a relação PDVE-volume (Figura 16A). 

(2) no grupo DBR-IU: o tratamento com propranolol reduziu a complacência 

ventricular (Vo do CTRL 108 ±1,6, Vo do DBR-IU 127 ± 2,2, DBR-IUp 41 ± 3 μL, p < 

0.05) (Tabela 4), mas com o perfil de curva semelhante ao grupo sem tratamento 

(Figura 15E). A PDVE deixou de responder a incrementos de volume (Figura 16B). 

(3) no grupo CTRL: uma diminuída capacidade em responder com aumento de 

pressão sistólica e diastólica a um aumento de volume intraventricular (Figura 15C), 

associada ao decréscimo da complacência ventricular (Vo do CTRL 108 ± 1,6 vs 

CTRLp 89 ± 4,4 μL, p < 0.05) (Tabela 4). Quando tratado com propranolol, a PDVE 

deixou de responder a incrementos de volume (Figura 16C). 
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Figura 15: Análise da complacência ventricular esquerda em resposta a incrementos 
crescentes de 20 μl de volume em corações isolados de ratos Wistar adultos. Comparação com 
o CTRL da relação volume ventricular – pressões sistólica (a) e diastólica (b) com os DBR-CR (A), 
DBR-IU (B) e CTRLp (C). Efeito do tratamento com propranolol sobre a relação volume ventricular – 
PDVE nos grupos DBR-CR (D) e DBR-IU (E).n=4 para todos os grupos 
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Figura 16: Análise da complacência ventricular esquerda de acordo com a variação das 
pressões desenvolvidas em incrementos crescentes de 20 μl de volume ventricular em 
corações isolados de ratos Wistar adultos. Efeito do tratamento com o propranolol nos grupos 
DBR-CR (A) e DBR-IU (B). Compare com o grupo CTRL (C).n=4 para todos os grupos. 
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Tabela 4: Valores de Vo obtidos por regressão linear a partir de ensaios com 
corações de animais: controles sem e com tratamento (CTRL e CTRLp) 
desnutridos cronicamente sem e com tratamento (DBR-CR e DBR-CRp) e 
desnutridos intrauterinamente (DBR-IU e DBR-IUp).  

Grupos 
Valores de V0  

(μL) 

CTRL 108 ± 1.6a 

CTRLp 89 ± 4.4b 

DBR-CR 
 

77 ± 1.4c 

DBR-CRp 
 

52 ± 0.9d 

DBR-IU 
 

127 ± 2e 

DBR-IUp 
 

41 ± 3f 

Os valores são expressos em média ± erro padrão. Sobrescrito refere-se as 
diferenças relacionadas ao controle no mesmo parâmetro de forma que letras 
diferentes indicam p < 0.05 (Anova seguida de pós test tukey). 

4.5. Identificar processos de stresse oxidativo lipídico e protéico no coração 

dos ratos submetidos à desnutrição. 

A Figura 17A mostra o nível de malonaldeído (MDA), composto gerado 

durante o processo de peroxidação lipídica no tecido cardíaco dos ratos submetidos 

a desnutrição. Foi observado um aumento dos níveis de MDA exclusivamente no 

grupo DBR-CR (CTRL 4 ± 0,4, DBR-IU 5 ± 0,7 e DBR-CR 7 ± 0,6 μmol MDA/ g de 

tecido, p < 0.05). 

Em relação ao estresse oxidativo protéico medido através do conteúdo de 

sulfidrilas livres no tecido cardíaco foi observada a diminuição deste conteúdo 

apenas no grupo submetido a desnutrição crônica (CTRL 275 ± 27, DBR-IU 278 ± 

46 e DBR-CR 168 ± 14 nmol/ mg de proteína, p < 0.05) (Figura 17B). 
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Figura 17: Efeito diferencial da janela de desnutrição sobre o estresse oxidativo. Análise do 
dano oxidativo lipídico (A) e protéico (B) em corações de animais controle (CTRL), desnutrido  
cronicamente (DBR-CR) e desnutrido intrauterinamente (DBR-IU) * p<0.05. One-way ANOVA com 
pos test Tukey.n=4 para cada grupo. 

 

4.6. Determinar se as alterações na sinalização β adrenérgica impactadas pela 

desnutrição são revertidas no tratamento em longo prazo com o propranolol. 

A análise do conteúdo protéico de β-AR no tecido cardíaco foi demonstrada na 

Figura 18. Foi observado que a desnutrição, seja ela intrauterina ou crônica 

acarretou o aumento de cerca de duas vezes no conteúdo deste receptor. O 

tratamento com propranolol aumentou a expressão do receptor no grupo CTRLp 

(166 ± 28% do CTRL, p < 0.05) e retornou a níveis do controle o conteúdo do 

receptor no grupo DBR-CRp, mas manteve elevado o conteúdo no grupo DBR-IUp.  
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Figura 18: Análise do conteúdo dos receptores β adrenérgicos em preparação 
ultracentrifugada de coração: grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) desnutrido 
cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem 
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas 
acima representam o resultado do western blot obtido.n=5 para cada grupo. 

 

O conteúdo da proteína beta arrestina fosforilada, envolvida no processo de 

dessensibilização dos receptores β adrenérgicos, não foi alterado em nenhum dos 

grupos de desnutrição (Figura 19).  
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Figura 19: Análise do conteúdo da proteína beta arrestina fosforilada em preparação 
ultracentrifugada de coração: grupos controle (CTRL) desnutrido cronicamente (DBR-CR) e 
desnutrido intrauterinamente (DBR-IU). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas 
acima representam o resultado do western blot obtido.n=5 para cada grupo. 

A ativação dos receptores β-AR culmina com a ativação de PKA, envolvidas 

nos processos de sístole (KÖHLER et al., 2014). A fim de avaliar se a via de 

sinalização inerente a ativação dos receptores β adrenérgicos seria o alvo molecular 

das respostas adaptativas da desnutrição o conteúdo e a atividade de PKA foram 

avaliados na Figura 20 e Figura 21, respectivamente. Foi observado o aumento do 

conteúdo da enzima apenas no grupo DBR-CR (175 ± 31% do CTRL, p < 0.05), 

retornando ao controle com o tratamento com propranolol (Figura 20).  
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Figura 20: Análise do conteúdo das proteínas cinases A em preparação ultracentrifugada de 
coração: nos grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) desnutrido cronicamente sem 
(DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com 
tratamento (DBR-IUp). * p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # p< 0.005 
comparando os grupos tratados ao seu respectivo grupo sem tratamento. One-way ANOVA com pos 
test Tukey. As bandas acima representam o resultado do western blot obtido. n=5 para cada grupo 
 

A desnutrição promoveu a redução da atividade da PKA em ambos os grupos 

de desnutrição, destacando a drástica redução no grupo DBR-IU (DBR-IU 1.9 ± 0.2 

e DBR-CR 62 ± 12 % do CTRL, p < 0.05) (Figura 21A). O tratamento com 

propranolol impediu a redução da atividade da enzima em ambos os grupos de 

desnutrição (Figura 21A).  

A razão entre atividade da enzima e o seu conteúdo protéico revelou que 

apesar do aumento do conteúdo de PKA no grupo DBR-CR, a razão permaneceu 

menor quando comparado ao grupo CTRL. No grupo DBR-IU essa razão foi ainda 

menor, uma vez que não houve alteração do conteúdo protéico (CTRL 1,2 ± 0,1, 

DBR-CR 0,3 ± 0,08 e DBR-IU 0,015 ± 0,0002%, p < 0.05). O tratamento com 

propranolol retornou a razão para valores próximos aos do CTRL (Figura 21B). 
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Figura 21: Análise da atividade da proteína cinase A (PKA) (A) e razão entre atividade e 
expressão (B) em preparação ultracentrifugada de coração: grupos controle sem (CTRL) e com 
tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e 
desnutrido intrauterinamente sem e com tratamento (DBR-IU e DBR-IUp) * p<0.05 comparando todos 
os grupos ao grupo CTRL e # p<0.05 comparando os grupos tratados ao seu respectivo grupo sem 
tratamento. One-way ANOVA com pos test Tukey. n=5 para cada grupo. 

 

4.7. Determinar se o propranolol recupera a expressão de proteínas 

envolvidas na homeostasia intracelular do Ca2+ e da via de sinalização 

associada durante o processo de desnutrição.    

A adequada homeostasia intracelular do íon Ca2+ é fundamental para os 

processos corretos de contração e relaxamento cardícaco. O conteúdo protéico do 

trocador Na+/Ca2+, principal entidade bioquímica responsável pela remoção do Ca2+ 

intracelular após o processo contrátil, foi avaliado nos grupos de desnutrição. A 

Figura 22 mostra que o conteúdo protéico varia de acordo com o tipo de desnutrição 

acometida. A desnutrição crônica promoveu uma redução do conteúdo do trocador 

Na+/Ca2+, enquanto a intrauterina aumentou (DBR-CR 62 ± 5 e DBR-IU 171 ± 36 % 

do CTRL, p < 0.05). Não houve ateração no conteúdo protéico de SERCA nos 

grupos desnutridos e tratados com propranolol (Figura 23). 
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Figura 22: Análise do conteúdo do trocador Na
+
/Ca

2+
 em preparação ultracentrifugada de 

coração: grupos controle (CTRL), desnutrido cronicamente (DBR-CR) e desnutrido 

intrauterinamente (DBR-IU). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas acima 

representam o resultado do western blot obtido.n=3 para cada grupo 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 23: Análise do conteúdo da enzima SERCA em preparação ultracentrifugada de 
coração: grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem 
(DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com 
tratamento (DBR-IUp). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas acima 
representam o resultado do western blot obtido.n=5 para cada grupo 
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Na Figura 24 foi demostrado a influência do tratamento com propranolol sobre 

a atividade das Ca2+-ATPases. No grupo DBR-CR foi observado que o tratamento 

com proranolol reduziu a atividade Ca2+-ATPásica total em 72% quando comparado 

ao seu respectivo grupo (DBR-CR 2129 ± 7 e DBR-CRp 594 ± 69 nmol Pi × mg-1 × 

h-1, p < 0.05) (Figura 24A). Na desnutrição intrauterina, o tratamento com 

propranolol reverteu parcialmente a atividade Ca2+-ATPásica total (DBR-IU 403 ± 20 

e DBR-IUp 634 ± 23 nmol Pi × mg-1 × h-1, p < 0,05) (Figura 24A). Vale a pena 

ressaltar, que o tratamento com propranolol, per se, diminui a atividade Ca2+-

ATPásica total (CTRL 1269 ± 183, CTRLp 196 ± 39 nmol Pi × mg-1 × h-1, p < 0,05).  

O tratamento com propranolol impediu exclusivamente o aumento da atividade 

da PMCA observado na desnutrição crônica (atividade da SERCA em nmol Pi × mg-

1 × h-1: CTRL 1037 ± 100, CTRLp 105 ± 35, DBR-CR 608 ± 54  e DBR-CRp 469 ± 

59; e atividade PMCA em nmol Pi × mg-1 × h-1: CTRL 232 ± 14, CTRLp 89 ± 21, 

DBR-CR 1528 ± 169 e DBR-CRp 146 ± 29, p < 0.05) (Figura 24 B e C, 

respectivamente). De forma que, a atividade da SERCA retoma a sua 

preponderância como observado no CTRL (≈ 80 % PMCA e ≈ 20 % SERCA) (Figura 

25).  

Já no grupo de desnutrição intrauterina, a diminuta atividade Ca2+-ATPásica 

total se deve a queda na atividade das duas enzimas, cada uma contribuindo para 

50 % dessa atividade total (Figura 24 B e C). O tratamento com propranolol impediu 

parcialmente a queda da atividade da SERCA no grupo DBR-IU (em nmol Pi × mg-1 

× h-1: CTRL 1037 ± 100, CTRLp 105 ± 35, DBR-IU 203 ± 10 e DBR-IUp 500 ± 45, p 

< 0.05) (Figura 24B). A atividade da PMCA não foi modificada nesse grupo (Figura 
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24C). Assim como na desnutrição crônica, o tratamento com propranolol também 

retoma a preponderância da SERCA (≈ 80 % PMCA e ≈ 20 % SERCA) (Figura 25).  

 

Figura 24: Análise da atividade Ca
2+

 ATPásica: total (A), tapsigargina sensível (TgS – SERCA) (B) 
e tapsigargina resistente (TgR – PMCA) (C) em preparação ultracentrifugada de coração nos grupos 
controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem (DBR-CR) e com 
tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp). * 
p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # p<0.05 comparando os grupos tratados ao 
seu respectivo grupo sem tratamento. As letras diferentes demonstram mais claramente a diferença 

observada entre os grupos. One-way ANOVA com pos test Tukey. n=5 para cada grupo. 
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Figura 25: Análise do grau de contribuição das enzimas SERCA e PMCA para a atividade Ca
2+

 
ATPásica total em preparação ultracentrifugada de coração: grupos controle sem (CTRL) e com 
tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e 
desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp). n=5 para cada grupo. 

 

Foram analizados os conteúdos protéicos de PKCα e PKCε, por estarem 

envolvidas na indução da insuficiência cardíaca (Figura 26). Foi observado um 

discreto decréscimo do conteúdo protéico de PKCα apenas no grupo DBR-IU (em % 

do CTRL: DBR-CR 90 ± 8 e DBR-IU 81 ± 4, p < 0.05) (Figura 26A). O conteúdo 

protéico de PKCε aumentou nos dois grupos de desnutrição (em % do CTRL: DBR-

CR 143 ± 14 e DBR-IU 153 ± 19, p < 0.05) (Figra 26B).  
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Figura 26: Análise do conteúdo das proteínas cinases C alfa (A) e proteína cinase C épsilon 
(B) em preparação ultracentrifugada de coração: grupos controle (CTRL), desnutrido 
cronicamente (DBR-CR) e desnutrido intrauterinamente (DBR-IU). * p<0.05 One-way ANOVA com 
pos test Tukey. As bandas acima representam o resultado do western blot obtido. n=5 para cada 
grupo. 

 

A Figura 27 mostra a atividade de PKC sensível a calfostina C (isoformas 

clássica e novel) nos grupos CTRL e desnutridos tratados ou não com propranolol. 

Foi observado que a atividade da PKC foi reduzida em 60% independente do tipo de 

desnutrição estudada (em % do CTRL: DBR-CR 39 ± 3 e DBR-IU 41 ± 9, p < 0.05).  

O tratamento com propranolol recuperou a atividade da PKC sensível a calfostina C, 

apesar da redução de 50% da atividade no grupo CTRLp. 
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Figura 27: Análise da atividade da proteína cinase C (PKC) em preparação ultracentrifugada de 
coração: grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem 
(DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com 
tratamento (DBR-IUp) * p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # p<0.05 comparando 
os grupos tratados ao seu respectivo grupo sem tratamento. One-way ANOVA com pos test Tukey. 
n=6 para cada grupo. 

 

A influência da atividade da PKA (através da sinalização β adrenérgica) e da 

PKC sobre a PMCA nos grupos CTRL e desnutridos, tratados ou não com 

propranolol, foi demonstrada na Figura 28. No grupo DBR-CR, a PMCA foi 

fosforilada preferencialmente por PKC em relação à PKA. Neste contexto, o nível de 

fosforilação por PKC foi 3 vezes maior que no grupo CTRL (Figura 28A) ao passo 

que a fosforilação por PKA representou 33 ± 3% do nível de fosforilação do CTRL 

(Figura 28A e B). Por outro lado, na desnutrição intrauterina, o nível de fosforilação 

da PMCA foi muito baixo, seja ele por PKC ou por PKA (fosforilação da PMCA em 

% do CTRL: por PKC = 17 ± 7 e por PKA = 5 ± 2, p < 0.05) (Figura 28B).  
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Figura 28: Análise do perfil de fosforilação da PKC (A) e PKA (B) em PMCA em preparação 
ultracentrifugada de coração: grupos controle (CTRL), desnutrido cronicamente (DBR-CR) e 
desnutrido intrauterinamente (DBR-IU) * p<0.05. One-way ANOVA com pos test Tukey. 

  

5. DISCUSSÃO 

 Na presente tese de doutorado, foram demonstradas alterações dos mecanismos 

moleculares nos miócitos cardíacos de ratos Wistar adultos submetidos à 

desnutrição ocorrida em diferentes janelas do desenvolvimento. Nesta fase, os ratos 

apresentaram a função cardíaca diminuída e alterações das vias de sinalização que 

regulam o Ca+2 intracelular. É importante ressaltar que a janela onde ocorreu o 

insulto de desnutrição determina a via de sinalização envolvida de forma a 

influenciar na extensão e no tipo de resposta celular impactando a gravidade da 

doença cardíaca e a eficiência do tratamento com propranolol. Para melhor 

compreensão e interpretação dos resultados, a discussão será dividida em duas 

partes.  

5.1. Impacto da desnutrição crônica na função cardíaca do rato adulto: o 

estudo das respostas adaptativas e a sensibilidade ao tratamento com 

propranolol. 

 O coração do rato adulto que sofreu desnutrição durante toda a sua fase de 

crescimento é claramente insuficiente porque foi perdida a relação pressão–volume 

acarretando na diminuição da complacência ventricular. A disfunção cardíaca ocorre 
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na sístole e na diástole, uma vez que se observa uma redução dos valores basais 

de PDVE e da velocidade de contração (parâmetros sistólicos), e na velocidade de 

relaxamento (parâmetro diastólico) (Figura 11). Corrobora com a perda de função 

cardíaca o fato de que morfologicamente o tecido é atrófico e apresenta acúmulo de 

colágeno, bolsões de gordura, acúmulo de água – como consequência da redução 

na pressão oncótica do sangue na desnutrição, o que favorece a extrusão de 

plasma para o espaço intersticial – e pequenas áreas infartadas (Figura 9). A 

infiltração de células adiposas é importante componente no reparo celular de 

tecidos cardíacos infartados (MEDET et al., 2009). Em conjunto com o que foi 

demonstrado no mestrado, o decréscimo do débito cardíaco, da fração de ejeção e 

do diâmentro do ventrículo esquerdo são indicativos de uma insuficiência cardíaca 

esquerda que é congestiva, conforme demonstrado pelo aumento do índice 

pulmonar e não hepático (Tabela 3). Essas alterações cardíacas funcionais e 

estruturais culminam com um fenótipo que se assemelha a uma hipertensão 

maligna: caquexia, letargia severa, postura encurvada e ereção dos pelos. O 

tratamento com propranolol parece atenuar a progressão da doença no rato DBR-

CR. 

 Nosso grupo e outros autores (MURÇA et al., 2012) demonstramos que o 

aparecimento da hipertensão não está restrita apenas na desnutrição ocorrida nas 

fases intrauterina e perinatal. No caso da desnutrição crônica, a hipertensão 

aparece por volta da 6ª semana de vida, no final de um período de latência 

caracterizada pela elevação e sustentação da frequência cardíaca (MENDES, 2010 

dissertação de mestrado). O aumento da atividade simpática num período de 

pressão sistólica dentro de limites de normalidade pode ser visto como uma 

resposta adaptativa para assegurar o débito cardíaco face a expansão do volume 

do compartimento intravascular devido ao aumento da reabsorção de fluido no 

túbulo proximal renal (SILVA et al., 2014a). A curva de Frank-Starling anômala no 

rato DBR-CR revela que o miocárdio perdeu a sua habilidade de responder ao 

aumento do retorno venoso com uma contração mais vigorosa (Figura 15 e Figura 

16). De forma que o ventrículo esquerdo fica menos complacente (Tabela 4). 

 O ponto de virada onde essa resposta adaptativa a um ambiente desfavorável 

dispara eventos cardíacos adversos na fase adulta, parece ocorrer na transição da 
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6a até a 9a semana de vida onde o DBR-CR deixa de ser pré-hipertenso e se torna 

hipertenso, que progressivamente diminui a função cardiaca (MENDES, 2010 

dissertação de mestrado). A partir dos resultados aqui apresentados, fica claro que 

os ratos com elevada pressão sistólica, tecido cardiaco desafiado pela privação de 

proteínas se torna gradualmente atrófico e não consegue sustentar os valores 

normais de parâmetros hemodinâmicos (PVDE, dP/dt e dP/dt) (Figura 11). 

 Foi demonstrado no estudo ex vivo que o coração do rato DBR-CR apresenta 

uma diminuída resposta sistólica ao ISO (Figura 12 e Figura 13).  Os valores de 

Emax para PDVE e dP/dt em resposta ao ISO são menores que aqueles 

encontrados no grupo CTRL, sugerindo uma downregulation ou dessensibilização 

da via de sinalização associada aos β-AR. Uma vez que o efeito lusitrópico dP/dt é 

semelhante entre DBR-CR e CTRL (Figura 14), podemos sugerir que a resposta 

simpática alterada ocorre exclusivamente para o mecanismo molecular que dispara 

a sístole.   

 É notável que a janela onde ocorre o período de restrição protéica influencia a 

resposta do β-AR na vida adulta. Ratos adultos machos que foram amamentados de 

mães submetidas a uma dieta de restrição protéica exibiram um acentuado Emax de 

PDVE ao ISO (ELMES et al., 2008). Na desnutrição crônica, observamos um 

aumento do conteúdo protéico do β-AR (Figura 18) e de PKA (Figura 20), 

diminuição da atividade da PKA (Figura 21) e a redução da relação entre o 

conteúdo da proteína β arrestina fosforilada pelo conteúdo de proteína total (0,5, 

dados não mostrados). Em conjunto, podemos propor um desacoplamento entre 

receptor e via de sinalização levando a diminuição da resposta inotrópica ao ISO 

(Figura 13). 

 A redução aguda do débito cardíaco induz o aumento do conteúdo protéico de 

β-AR na tentativa de recuperar o débito cardíaco a valores normais (COHN et al., 

1984; LYMPEROPOULOS, 2013). Na insuficiência cardíaca, a redução em longo 

prazo do débito cardíaco associado à superestimulação simpática leva a 

dessensibilização da via (LUCIA et al., 2014). Apesar do aumento do conteúdo 

protéico da PKA, sua atividade se encontra diminuída (Figura 21), de forma que, a 

razão entre atividade e conteúdo protéico permanece diminuída.  Tal evidência 

sugere uma dessensibilização da via de sinalização mediada pelo β-AR e justifica a 
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diminuição da função cardíaca basal e estimulada por ISO (Figura 11, Figura 12 e 

Figura 13). 

 Uma importante função da PKA na sístole cardíaca é a fosforilação de 

estruturas-chaves que modulam a homeostasia intracelular do Ca2+ (RAO et al., 

2014). A redução da atividade da enzima influencia o nível de fosforilação de canais 

de Ca2+, diminuindo a entrada de Ca2+ citoplasmático, impactando a velocidade de 

contração cardíaca (KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014). Ainda nesse 

contexto, a PKA favorece o relaxamento miocardial através da fosforilação: (i) do 

fosfolambam, levando a ativação de SERCA e o restabelecimento dos estoques 

intracelulares, (ii) das miofibrilas (troponinas I e C) diminuindo a interação actino-

miosina e (iii) de PMCA, facilitando a extrusão do Ca2+ (LAYLAND et al., 2005). Na 

desnutrição crônica observamos que a fosforilação da PMCA pela PKA está 

diminuída (Figura 28), de forma a expor ou esconder outros possíveis sítios de 

fosforilação por outras proteínas cinases, como a PKC. De fato, o nível de 

fosforilação da PMCA por PKC está elevado (Figura 28). 

 O desequilíbrio dos níveis intracelulares de Ca2+ observado no DBR-CR pode 

ser uma resposta adaptativa importante para a adequada função cardíaca no rato 

jovem que acarretou na insuficiência cardíaca no rato adulto. Neste contexto, foram 

investigadas três enzimas-chaves na manutenção dos níveis baixos de Ca2+ 

intracelular: trocador Na+/Ca2+ e SERCA – responsáveis pela remoção em massa de 

Ca2+ do meio intracelular – e PMCA – responsável pelo ajuste fino da concentração 

intracelular de Ca2+ (BRINI & CARAFOLI., 2009). Em relação às enzimas que 

removem o Ca2+ para o meio extracelular detectamos que a razão trocador/SERCA 

é de 0,8 enquanto no controle é 1,2 (em valores absolutos, compare Figura 22 e 

Figura 23). Isto indica que a SERCA ainda é responsável pela extrusão de Ca2+ 

para o meio extracelular. Em casos de insuficiência cardíaca terminal, o trocador é a 

enzima responsável por essa função (HASENFUS & PIESKE, 2002). 

 Em relação a atividade Ca2+-ATPásica total, observamos que a desnutrição 

crônica aumenta a atividade (Figura 24). Devido a esse perfil, no rato CTRL a 

atividade da SERCA contribui para 80 % da atividade Ca2+-ATPásica total, cabendo 

a PMCA apenas 20 %. A desnutrição crônica não modifica o conteúdo de SERCA e 

diminui sua atividade (Figura 23), enquanto aumenta o conteúdo protéico e 
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atividade da PMCA (MENDES, 2010 - dissertação de mestrado). Propomos que 

esta enzima passa a superar a atividade da SERCA, como observado na Figura 25. 

Os possíveis mecanismos para o aumento da atividade da PMCA são o aumento da 

afinidade da enzima pelo Ca2+ (MENDES, 2010 - dissertação de mestrado) e a 

fosforilação da enzima pela PKC (Figura 28). Apesar disso, não se pode descartar a 

hipótese do desacoplamento entre a capacidade de transporte de Ca2+ e a atividade 

hidrolítica da enzima. Seja pelo aumento da afinidade da PMCA ao Ca2+, seja pelo 

desacoplamento da enzima, podemos postular que o Ca2+ não é removido de forma 

eficiente do citoplasma contribuindo para as alterações observadas principalmente 

durante a sístole. 

 Uma vez que a PMCA é modulada pelas proteínas cinases PKC e PKA – muita 

das vezes produzindo efeitos antagônicos como observado no epitélio renal 

(CABRAL et al., 2007) – e que o nível de fosfofrilação da enzima pela PKA se 

apresenta reduzida, a PKC foi investigada. Na desnutrição crônica a atividade da 

PKC sensível a calfostina se encontra diminuída (Figura 27). Apesar disso, a 

fosforilação de PMCA por PKC é muito maior que no grupo CTRL possivelmente 

porque a razão PKC/PKA está aumentada e devido a exposição de sítios de 

fosforilação para PKC. Resultado similar foi observado no epitélio renal (CABRAL et 

al., 2007; SILVA et al., 2014a). 

  A desnutrição crônica aumenta a expressão da PKCε (Figura 26), associada 

em diversos estudos a instauração da insuficiência cardíaca (LIU & MOLKENTIN, 

2010; KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014). Já foi observado “up-regulation” da 

expressão das isoformas PKCε (NOGUCHI et al., 2004) em corações insuficientes 

de ratos adultos. Além disso, estudos demonstram uma aumentada atividade e 

expressão da isoforma PKCε em corações de ratos com deprimida função de Frank-

Starling (característica de insuficiência cardíaca) (MONTGOMERY et al., 2005). É 

importante frisar que a PKCε já foi comprovadamente relacionada à fosforilação dos 

filamentos troponina I e troponina C cardíaca onde reduz a ativação do miofilamento 

e atenua a cooperatividade dos filamentos finos (SOLARO & RARICK, 1998), ainda 

nesse contexto foi observado que a superexpressão da isoforma PKCε est  

associada com redução na força máxima ativada pelo Ca2+ e aumentada 

fosforilação da troponina I e troponina C, demonstrando uma intrínsica relação entre 
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essa isoforma e defeitos contráteis observados na hipertrofia e insuficiência 

cardíaca (GOLDSPINK et al., 2004) Podemos dessa forma especular que a 

atividade da PKCε no grupo DBR-CR, seja mascarada pela diminuição total das 

atividade de PKCs sensíveis a calfostina. O aumento da expressão da PKCε pode, 

em parte, justificar o aumento de áreas infartadas (Figura 10) e decréscimo da 

função de FranK Starling no grupo DBR-CR (Figura 15 e Figura 16). Além disso, 

uma vez que a PKC contribui para o relaxamento miocardial ao fosforilar as 

miofibrilas, tal redução na atividade total pode ser um fator contribuinte para o défcit 

diastólico comentado anteriormente. 

 Adicionalmente, as vias de sinalização no coração que envolvem o Ca2+ e o 

Na+, este último demonstrado por SILVA e colaboradores (2014a e 2014b), bem 

como o consumo exacerbado de ATP pela PMCA, contribuem para o aumento dos 

níveis tissulares de ROS. Nesse sentido observamos que tanto os radicais 

oxidantes lipídicos, quanto os protéicos aumentaram no grupo DBR-CR (Figura 17). 

O aumento do stress oxidativo lipídico pode parcialmente justificar a alteração na 

atividade da PKC observada, uma vez que a mesma é ativada por DAG que advém 

da quebra do PIP2 um lipídio de membrana (VIEIRA-FILHO et al., 2011). Da mesma 

forma o aumento do stress protéico pode indicar danos a proteínas importantes 

como as Ca2+-ATPases, proteínas cinases, trocador Na+/Ca2+ e miofibrilas 

(REEVES et al., 1986; GOLDHABER, 1996; MORRIS & SULAKHE, 1997; ZAIDI & 

MICHAELIS,1999; ZAIDI et al., 2003). Dessa forma a extensa atrofia e presença de 

áreas infartadas podem ter como componente base, além da descompensação do 

Ca2+ intracelular, o dano oxidativo protéico como indutor da morte programada 

dessas fibras como é demonstrado nos casos de insuficiência cardíaca (KÖHLER et 

al., 2014). 

 A justificativa do tratamento com propranolol advém do fato de que os ratos 

DBR-CR apresentam na fase inicial de vida um aumento da frequência cardíaca 

sem aumento de pressão sistólica e um quadro bastante semelhante a insuficiência 

cardíaca pela ecocardiografia (MENDES, 2010 - dissertação de mestrado). Em 

outras palavras, o coração destes ratos estaria sendo exposto a uma carga 

simpática exacerbada muito cedo que acarretaria numa perda de função na vida 

adulta. Por ser o propranolol um β bloqueador não seletivo, além de bloquear os β-
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AR cardíacos, ele bloqueia  β-AR vasculares, induzindo vasoconstricção (CADIRCI 

et al., 2010), contribuindo, em parte, para a redução do extravasamento de líquido 

nos tecidos e redução do edema em animais submetidos a desnutrição crônica. 

Podemos notar que o tratamento a longo prazo promoveu de forma geral resultados 

satisfatórios, dentre eles os que mais se destacam são: (i) impede o 

desenvolvimento de atrofia ventricular e da congestão pulmonar (Tabela 3), (ii) 

redução de áreas infartadas (Figura 10), (iii) previne a redução dos parâmetros 

basais cardíacos PDVE, dP/dt e -dP/dt (Figura 11), (iv) impede o aumento da 

expressão do β-AR (Figura 18) com consequente reversão da via de sinalização 

associada a PKA (Figura 20 e Figura 21), (v) previne exclusivamente o aumento da 

atividade da PMCA (Figura 24), reestabelecendo a proporcionalidade de 

contribuição SERCA:PMCA para a atividade Ca2+-ATPásica total (Figura 25) e (vi) 

mantém os níveis de atividade das PKCs sensíveis a calfostina (Figura 27). 

Entretanto, o tratamento com propranolol diminuiu ainda mais a complacência 

ventricular de forma que o perfil das curvas de Frank-Starling no grupo DBR-CRp se 

mantiveram parecidas com aquelas obtidas no grupo DBR-CR e não CTRL. O 

mesmo foi observado nos ensaios ex-vivo para os parâmetros cardíacos frente ao 

ISO. Neste caso, a diminuição do Emax da PDVE e da dP/dt foram mantidos e 

associados a um decréscimo de -dP/dt que não estava modificado no rato DBR. 

 Clinicamente, o tratamento com propranolol demonstra que durante os 

primeiros meses ocorre uma redução ainda maior do débito e da função cardíaca 

em paciente insuficientes e após três meses consecutivos de tratamento os 

benefícios e a melhora da função cardíaca passam a ser observados (HALL et al., 

1995). Nesse sentido, uma observação mais longa dos animais tratados poderia 

indicar se a redução da complacência ventricular estaria vinculada a reposta a longo 

prazo do propranolol. Corroborando com essa hipótese, em um estudo realizado por 

TUNCAY e colaboradores (2011), demonstraram que o propranolol melhorou a 

função cardíaca (PDVE basal e na presença de doses crescentes de ISO) em ratos 

controle, tratados durante 13 semanas e não 10 semanas como em nosso estudo. 

Outra possibilidade é de que para os estudos de Langendorff, o tratamento com 

propranolol é descontinuado 2 dias antes dos ensaios para que ocorra a queda de 2 

tempos de meia-vida do fármaco na corrente sanguínea (PACCA et al., 2002; 
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PRIVIERO et al., 2007). Entretanto, não podemos garantir que o acúmulo de 

propranolol seja removido no tecido cardíaco, mascarando os ensaios com ISO. 

 Em conjunto com as publicações que demonstram alterações de função renal, 

bem como de mecanismos modulatórios (COSTA-SILVA et al., 2009, SILVA et al., 

2014a) é possível postular que neste modelo de desnutrição os ratos devenvolvem 

uma Síndrome Cardio-renal do tipo 5, caracterizada pelas alterações cardíacas e 

renais ocasionadas por uma causa sistêmica (MIRANDA et al., 2009). 

5.2. Impacto da desnutrição intrauterina na função cardíaca do rato adulto: a 

hipótese da programação e a sensibilidade ao tratamento com propranolol. 

 Na desnutrição intrauterina, as alterações moleculares detectadas não 

representaram diretamente numa modificação do tecido cardíaco (Figura 9) nem 

nos parâmetros hemodinâmicos PDVE e velocidades de contração e relaxamento 

(Figura 11) no rato adulto jovem. Apesar da relação pressão–volume ser bastante 

semelhante à obtida no rato CTRL, observamos um aumento da complacência 

ventricular e hipertensão leve (MENDES, 2010 - dissertação de mestrado). Estes 

dados indicam que a mudança do status nutricional, logo após o nascimento, deixa 

marcas moleculares importantes deixando o coração sensível a qualquer insulto na 

vida adulta, corroborando com a hipótese da programação (BARKER, 1994; CLEAL 

et al., 2007). O mesmo também foi observado em relação à função renal. O 

aumento da atividade dos transportadores de Na+ no túbulo proximal renal e da 

responsividade da via de sinalização dependente de Ang II não refletiram 

diretamente na excreção urinária de Na+ e no processo de filtração glomerular 

(VIEIRA-FILHO et al., 2014).   

 O aumento do volume plasmático (VIEIRA-FILHO et al. 2011) associado a 

redução do débito cardíaco (MENDES, 2010 - dissertação de mestrado) sem 

alteração na hemodinâmica cardíaca sugere que a desnutrição intra-uterina dispara 

mecanismos que tentam preservar a função do órgão até a idade adulta. No 

entanto, não se pode descartar que a desnutrição intrauterina promove aumento da 

pós-carga ocasionada por uma hiperatividade simpática vascular. Mesmo assim, o 

aumento da descarga simpática deixa marcas no tecido cardíaco como o aumento 

do conteúdo protéico dos β-AR cardíacos (Figura 18). 
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 A respeito do conteúdo protéico dos β-AR cardíacos, este não representou 

diretamente o aumento do Emáx nas respostas de PDVE e velocidades de contração 

e relaxamento frente a diferentes concentrações de ISO. Pelo contrário, foi 

observado um decréscimo do Emáx nas respostas de PDVE e da velocidade de 

contração (Figura 12 e Figura 13) e nenhuma alteração na velocidade de 

relaxamento (Figura 14). Isso indica que apesar de uma boa performance e 

integridade das fibras ventriculares a capacidade responsiva é limitada. Tal hipótese 

pode ser comprovada pelo fato de ocorrer um aumento da complacência ventricular 

(Tabela 4) e que é perdida a relação volume-pressão (Figura 15 e Figura 16). Este 

evento pode estar associado à dessensibilização da via de sinalização associada, 

dependente de PKA.  

 O reajuste dos níveis intracelulares de Ca2+ no DBR-IU pode ser o ponto-

chave da programação cardíaca que predispõe o rato a doença cardiovascular. A 

desnutrição intra-uterina promove o aumento do conteúdo protéico do trocador 

Na+/Ca2+ e diminuição da atividade Ca2+-ATPásica total – reflexo da atividade 

diminuída da PMCA. O possível mecanismo para a diminuição destas atividades é a 

diminuição das atividades das proteínas cinases. De fato, o nível de fosforilação da 

PMCA por PKA e por PKC é muito baixa (Figura 28), devido a diminuta atividade 

das enzimas (Figura 21). Desta forma, podemos postular que o Ca2+ é removido do 

meio intracelular preponderantemente pelo trocador Na+/Ca2+, o marcador da 

insuficiência cardíaca (HASENFUS & PIESK, 2002). Este evento pode impactar a 

complacência ventricular, aumentando-a. Isso é importante porque o ventrículo 

passa a acomodar melhor o retorno venoso na tentativa de sobrepor a barreira 

imposta pela pós-carga. Entretanto, há um risco embutido nessa situação a longo 

prazo. Cada vez que o retículo deixa de retornar o Ca2+ para seu interior, os 

estoques tornam-se depletados, diminuindo a capacidade inotrópica positiva do 

coração que a princípio não está comprometida. Vale a pena ressaltar o desbalanço 

do conteúdo protéico entre as isoformas de PKC α e ε no sentido de favorecer o 

dano do tecido cardíaco (Figura 26). 

 Ao contrário do que se observa no rim dos ratos DBR-IU, no coração não se 

observou o aumento dos marcadores do estresse oxidativo. O aumento da atividade 

das ATPases observadas no epitélio renal pode impactar as mitocôndrias na 
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geração de ATP promovendo a produção de ROS (VIEIRA-FILHO et al., 2009). Se 

tornando um ciclo vicioso, quando a oxidação lipídica e protéica afetam vias de 

sinalização e o dano tecidual. Na desnutrição intrauterina, a atividade Ca2+-

ATPásica diminuída poderia evitar a geração de ROS. 

 As alterações bioquímicas com o tratamento com propranolol são parcialmente 

revertidas. Foram observados: (i) bloqueio parcial da diminuição da atividade da 

SERCA, de forma que é mantida a sua preponderância sobra a PMCA (Figura 24 e 

figura 25) e (ii) prevenção da diminuição da atividade da PKC e PKA (Figura 21 e 

Figura 27). O aumento da atividade da PKA pode fosforilar fosfolambam, que se 

desliga de SERCA, aumentando a sua atividade a nível controle. No entanto, 

observamos a resistência ao tratamento, uma vez que o conteúdo protéico do β-AR 

continua aumentado. Podemos sugerir então, que em condições normais, como nos 

ratos CTRL, onde a via β-AR-PKA está intacta o tratamento com propranolol 

modifica a performance ventricular basal. No entanto, onde a via β-AR-PKA está 

alterada, a resposta cardíaca basal se torna resistente ao tratamento com o 

fármaco. Mesmo neste contexto, o Emax dos parâmetros cardíacos frente ao ISO é 

mantido.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

85 

6. CONCLUSÃO  

 Desnutrição intrauterina Desnutrição crônica 
Parâmetros hemodinâmicos - 
controle da pressão arterial 
(Luiza Villarinho – dissertação 
de mestrado, 2010) 

- ↓ do débito cardíaco, volume 
sistólico 
- ↑ aumento da pressão 
sistólica 
- Hipertensão arterial leve  

- ↓do débito cardíaco, volume 
sistólico e fração de ejeção 
- ↑aumento da pressão 
sistólica, diastólica e frequência 
cardíaca 
- Hipertensão arterial bem 
definida  

Performance ventricular - Inalterados 
- Função basal preservada 

- Pressão desenvolvida, 
velocidade de contração e 
relaxamento basais reduzidos 
- Dano principalmente sistólico  

Responsividade ao 
Isoproterenol 

- Pressão desenvolvida e 
velocidade de contração 
máximas reduzidas 
- Dano sistólico evidenciado por 
estímulo adrenérgico adicional 

- Pressão desenvolvida e 
velocidade de contração e 
relaxamento máximas 
reduzidas 
- Dano sistólico e diastólico 
mais evidente com estímulo 
adrenégico adicional 

Complacência ventricular - complacência ventricular 
aumentada 
- Pressão desenvolvida em 
resposta ao aumento de 
volume intraventricular 
aumentado 
- Insuficiência cardíaca 
ausente, apesar da detecção 
de alguns marcadores 
moleculares 

Complacência ventricular 
diminuida 
- Pressão desenvolvida em 
aumento de volume 
intraventricular diminuído 
- Insuficiência cardíaca 
instaurada 

Morfologia das fibras e 
identificação de áreas 
infartadas 

- Integridade das fibras 
cardíacas 

- Atrofia muscular 
- Depósito de colágeno e 
células adiposas 
- Aumento de áreas infartadas 
- Insuficiência cardíaca 
associada a degeneração 
tecidual do tipo infarto e 
indícios de reparo 

Identificação de edema - Relação peso ventricular 
/peso corporal normal 

- Aumento da relação peso 
ventricular /peso corporal 
- Aumento do conteúdo de 
água ventricular e pulmonar 
- Insuficiência cardíaca 
ventricular esquerda 

Expressão e função de 
proteínas pertencentes a via 
adrenérgica 

- Aumento de β-AR 
- Aumento da atividade da PKA 
- Compensação da disfunção 
sistólica por aumento da via  

- Aumento de β-AR 
- Aumento do conteúdo e da 
atividade da PKA  
- Compensação da disfunção 
sistólica e diastólica por 
aumento da via 
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