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RESUMO  
 
CAMPOS EC. Isoproterenol induz a perda primária de distrofina: correlação com a 
injúria miocárdica. 2008. 90f. Dissertação (Mestrado). Departamento de Patologia – 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 2008. 
 

Este estudo teve como objetivo avaliar as alterações do complexo de glicoproteínas associadas à 
distrofina que conferem estabilidade estrutural aos cardiomiócitos na isquemia miocárdica 
induzida pelo isoproterenol. Materiais e Métodos: Ratos Wistar machos foram divididos em dois 
grupos: grupo controle (SAL), injeção subcutânea de salina, e grupo isoproterenol (ISO), injeção 
subcutânea de isoproterenol (85mg/kg) diluído em água destilada, em dois dias consecutivos 
separados por intervalo de 24hs. Os ratos foram mortos 24 horas após a segunda injeção de salina 
ou isoproterenol. Os corações foram rapidamente excisados, lavados em salina gelada, pesados e 
colocados em formol PBS por 24hs a 4ºC e incluídos em parafina ou Historesina. Para análise 
morfométrica, os corações foram cortados transversalmente na porção medioventricular, 
equidistante entre o ápice e a base, e incluídos em parafina. Áreas dos ventrículos direito e 
esquerdo, espessura de parede livre dos ventrículos e septo interventricular foram medidas. Os 
corações cortados frontalmente nas metades anterior e posterior e incluídos em Historesina foram 
utilizados para avaliação das áreas de miocitólise. Porções hemiventriculares foram congeladas 
para as reações de imunofluorescência com os seguintes marcadores: distrofina, β-1 integrina, α-
actina sarcomérica, γ-sarcoglicana, β-distroglicana, merosina laminina, albumina, CD68, CD45, 
CD4 e eNOS. A apoptose foi avaliada através do método de TUNEL. A função cardíaca, as 
dimensões das cavidades ventriculares e a mobilidade de parede foram analisadas através da 
ecocardiografia. A análise estatística foi realizada através do teste t de Student, com nível de 
significância de 5%. Resultados e Conclusão: Houve diferença significativa no peso do coração, 
na taxa de crescimento corporal, na área do ventrículo esquerdo e na espessura de parede do 
ventrículo direito entre os grupos. Não houve diferença estatística significativa na espessura da 
parede do ventrículo esquerdo e septo, mas observou-se tendência à diminuição. As áreas de 
miocitólise representaram 26,89%, 36,12%, 28,15% no ventrículo direito, septo e ventrículo 
esquerdo, respectivamente. A imunofluorescência mostrou que a distrofina foi a estrutura mais 
sensível ao dano provocado pelo isoproterenol, seguida pela perda completa da actina. A redução 
na expressão de γ-sarcoglicana, β-distroglicana, β-1 integrina e laminina, foram considerados 
como epifenômenos. A expressão de eNOS estava praticamente ausente nas áreas de miocitólise. 
A expressão aumentada de eNOS nos pequenos vasos ao redor das áreas de miocitólise sugere 
uma resposta compensatória à isquemia provocada pelo isoproterenol na tentativa de melhora do 
fluxo sangüíneo para as áreas de lesão. Foi observada alteração na permeabilidade sarcolemal nos 
cardiomiócitos dos animais tratados com isoproterenol com acúmulo de albumina no espaço 
intracelular. Observou-se que os cardiomiócitos e os macrófagos estavam constante e claramente 
marcados para apoptose nas áreas de miocitólise. Na ecocardiografia, os diâmetros sistólico e 
diastólico do ventrículo esquerdo foram significativemente maiores no grupo ISO em comparação 
com os controles. A fração de ejeção não foi diferente entre os grupos. O escore de mobilidade de 
parede mostrou hipocinesia ou acinesia nos segmentos apicais nos corações do grupo ISO. Essas 
mudanças, relacionadas à isquemia, podem explicar as graves alterações na integridade estrutural 
do sarcolema dos cardiomiócitos e a lesão induzida pelo isoproterenol. Mecanismos 
compensatórios no curto período de nosso experimento poderiam manter a função cardíaca normal 
apesar das graves alterações morfológicas encontradas. 

Palavras-chave: isoproterenol; distrofina; complexo de glicoproteínas; miocitólise; isquemia. 



ABSTRACT 
 
CAMPOS EC. Isoproterenol induces primary loss of dystrophin: correlation with 
myocardial injury. 2008. 90f. Dissertation (Master Science Degree). Department of 
Pathology - School of Medicine of Ribeirão Preto - University of São Paulo, 2008. 
 
 
This study tested the hypothesis that the dystrophin-glycoprotein complex that confers structural 
stability in cardiomyocytes was affected in the isoproterenol-induced myocardial ischemia. 
Materials and Methods: Male Wistar rats were divided in control group (SAL), injected 
subcutaneously with physiological saline, and isoproterenol-treated group (ISO), injected with 
isoproterenol (85mg/Kg) diluted in distilled water, in two consecutive days, separated by a 24-
hour interval. These rats were killed 24 hours after the second injection of isoproterenol or 
physiological saline. The hearts were rapidly removed, rinsed in ice-cold 0.9% saline solution, 
weighed, and fixed as a whole in phosphate-buffered for 24 hours at 4oC. For morphometric 
analysis, the hearts cut into two fragments by a midventricular coronal section and embedded in 
paraffin. The absolute thicknesses of the septum and left and right ventricular walls and the areas 
of each ventricular chamber were measured. The hearts for Historesin embedding were frontally 
cut into anterior and posterior halves for analysis of myocytolytic areas. Hearts frontally cut were 
frozen for immunofluorescence study using primary antibodies against dystrophin, β-1 integrin, α- 
sarcomeric actin, γ-sarcoglycan, β-dystroglycan, merosin laminin, albumin, CD68, CD45, CD4 e 
eNOS. The occurrence of apoptotic cells was evaluated by TUNEL method. The cardiac function, 
LV dimensions and wall motion segmented score were analyzed by echocardiography. For 
analysis of differences between the two groups the Student’s t-test was performed and the level of 
significance of 5% was chosen to denote difference between means. Results and Conclusion: 
There was significant difference in the heart weight, in the heart ratio, in the LV area and right 
ventricular (RV) thicknesses between the two groups. No statistical difference was observed in the 
thicknesses of the free wall of the LV and septum, although tended to be lower in isoproterenol-
treated myocardium. The percentage of myocytolysis in the LV, septum, and RV with 
myocytolysis in isoproterenol treated rats was: 26.89%, 36.12%, 28.15%, respectively. 
Immunofluorescence demonstrated that loss of dystrophin was the primary event in the 
myocytolytic process. Decreased expression of β-dystroglycan, γ-sarcoglycan, β-1 integrin and 
laminin occurred, appearing as epiphenomena. The eNOS expression was almost completely 
absent in the myocytolytic foci. eNOS expression was enhanced in blood vessels of 
cardiomyocytes through the entire myocardium of rats given isoproterenol. This is likely a 
compensatory response to the ischemic insult elicited by isoproterenol administration. In the 
myocytolytic foci a positive reaction for apoptosis was constantly and clearly noted in 
cardiomyocytes and macrophages. The echocardiography showed that diastolic and systolic LV 
dimensions in ISO-group were significantly higher in comparison with control group. The ejection 
fraction was not different between groups. The wall motion segmented score showed hypokinesis 
or akinesis in the apical segments in the hearts of ISO-group as compared with controls. These 
changes, related to ischemic injury, can explain the severe alterations in the structural integrity of 
the sarcolemma of cardiomyocytes and hence severe and irreversible injury induced by 
isoproterenol. Compensatory mechanisms in the short time of our experiment could maintain the 
normal cardiac function in spite of severe myocardial morphological changes. 
 
 
Keywords: isoproterenol, dystrophin dystrophin-glycoprotein complex; myocytolysis; ischemia. 



 
SUMÁRIO 

 
 

1 INTRODUÇÃO          15 

2 OBJETIVO          20 

3 MATERIAIS E MÉTODOS        21 

3.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS        21 

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL       21 

3.3 MORTE DOS ANIMAIS E COLETA DO MATERIAL    22 

3.4 MICROSCOPIA ÓPTICA CONVENCIONAL     22 

3.5 MICROSCOPIA ÓPTICA DE ALTA RESOLUÇÃO     22 

3.6 ANÁLISE DO CORAÇÃO E MORFOMETRIA     23 

3.7 IMUNOFLUORESCÊNCIA        23 

3.8 AVALIAÇÃO DA APOPTOSE       25 

3.9 ECOCARDIOGRAFIA         26 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA        28 

4 RESULTADOS          29 

4.1 ESTADO GERAL DOS ANIMAIS      29 

4.2 MORFOMETRIA         29 

4.3 MICROSCOPIA ÓPTICA CONVENCIONAL E DE ALTA RESOLUÇÃO 32 

4.4 IMUNOFLUORESCÊNCIA       35 

4.5 AVALIAÇÃO DA APOPTOSE       45 

4.6 ECOCARDIOGRAFIA        47 

5 DISCUSSÃO          52 

6 CONCLUSÃO          61 

REFERÊNCIAS          63 

ANEXOS          70 

 



 
1 INTRODUÇÃO 

Ao longo dos anos tem-se tentado estabelecer modelos animais de isquemia e infarto do 

miocárdio que apresentem analogia à doença humana. A administração de catecolaminas 

exógenas tem sido freqüentemente usada para indução de lesão cardíaca similar ao infarto do 

miocárdio em humanos. O uso do isoproterenol, uma catecolamina sintética estruturalmente 

relacionada à adrenalina, foi descrito incialmente por Rona et al. (1959). O isoproterenol atua 

exclusivamente em receptores ß-adrenérgicos e é capaz de produzir necrose miocárdica, 

conhecida como lesão semelhante ao infarto (infarct-like lesion) em animais.  

As lesões cardíacas estão geralmente localizadas no ápice cardíaco, predominantemente no 

ventrículo esquerdo e septo interventricular e, ocasionalmente, no ventrículo direito. 

Microscopicamente, têm sido caracterizadas por dilatação capilar, edema, presença de células 

inflamatórias, desintegração granular ou necrose hialina de miofibras e lise das miofibrilas 

(Rona et al., 1959; Chappel et al., 1959). A lise de miofibrilas, conhecida como miocitólise 

(Schlesinger & Reiner, 1955) ou degeneração miofibrilar (Reinchenbach & Benditt, 1970), é 

caracterizada principalmente pelo desaparecimento focal das células miocárdicas.  

O isoproterenol possui ações inotrópica e cronotrópica positivas promovendo aumento do 

débito cardíaco, da freqüência cardíaca e da velocidade de ejeção. O aumento da freqüência 

cardíaca provoca incremento do trabalho com conseqüente aumento na demanda de oxigênio 

pelo músculo cardíaco (Gun & Mady, 1999). Além disso, o aumento de trabalho imposto ao 

miocárdio também causa depleção das reservas de energia das células musculares cardíacas, o 

que ocasiona complexas mudanças bioquímicas e estruturais que levam à alterações na 

permeabilidade de membrana (Handforth, 1962; Rona, 1985). O mecanismo exato da lesão 

miocárdica provocada pelo isoproterenol, todavia, ainda não está totalmente esclarecido; mas 

um desequilíbrio entre oferta e demanda de oxigênio versus hipotensão nas coronárias e 

hiperatividade miocárdica, parece ser a melhor explicação para as mudanças morfológicas 

observadas no miocárdio na presença de vasculatura patente (Grimm et al., 1998). Outros 

mecanismos fisiopatogenéticos têm sido propostos para explicar as lesões miocárdicas 



produzidas pelo isoproterenol: (a) efeito cardiotóxico direto ao induzir alterações na 

permeabilidade de membrana (Milei & Rapaport, 1976); (b) perda local de potássio com 

alterações do potencial de membrana (Rosenmann et al., 1964); (c) redução da perfusão no 

subendocárdio e consumo excessivo de oxigênio devido ao efeito inotrópico (Kahn et al., 

1969); (d) aumento da mobilização de ácidos graxos, da peroxidação lipídica e da geração de 

radicais livres que aumentam a permeabilidade da membrana (Noronha-Dutra et al., 1982 e 

1984; Singal et al., 1983; Mohan & Bloom, 1999); (e) perda do acoplamento intracelular de 

alta energia (Milei et al., 1978); (f) desequilíbrio eletrolítico (Singal et al., 1981 e 1982) e (g) 

aumento do influxo de cálcio para o meio intracelular (Dhalla et al., 1996).  

As mudanças bioquímicas e estruturais comprometem a integridade estrutural do 

sarcolema nos cardiomiócitos expostos ao isoproterenol (Yunge et al., 1989). A integridade do 

sarcolema é mantida pela presença das proteínas estruturais dos cardiomiócitos que 

compreendem: as proteínas do citoesqueleto celular (tubulina, desmina e actina), as proteínas 

do sistema contrátil (actina, miosina, tropomiosina e troponinas) e as proteínas do esqueleto 

sarcomérico (titina, α-actinina, etc) (Kostin et al., 2000). Há ainda três grupos de proteínas 

estruturais que contribuem para a forma celular, resistência mecânica e transdução de sinal nos 

cardiomiócitos e permitem a interação entre o citoesqueleto intracelular, o sistema contrátil e a 

matriz extracelular conferindo estabilidade estrutural à membrana do cardiomiócito (Kostin et 

al., 1998; Hein et al., 2000; Kostin, 2000; Xi et al., 2000): a distrofina e o complexo de 

proteínas associadas à ela (distroglicanas, sarcoglicanas, sarcospana, distrobrevina e 

sintrofinas), a ligação talina-vinculina-integrina e a ligação espectrina-face interna da 

membrana (Figura 1). 

A distrofina é um dos principais componentes do complexo de glicoproteínas e se localiza 

logo abaixo do sarcolema, co-localizada com a β-espectrina e a vinculina. Desempenha um 

papel importante no estabelecimento de conexões entre o meio intracelular, o citoesqueleto da 

actina e/ou a estrutura sarcomérica e a membrana basal externa. Apresenta três funções 

básicas, como a estabilização da membrana durante ciclos de contração, a transdução de força 

e a organização de especializações da membrana (Towbin, 1998; Lapidos et al., 2004). A 

porção N-terminal da distrofina liga-se à actina e a porção C-terminal liga-se à proteína 



transmembrana β-distroglicana. Esta se conecta à α-distroglicana, que por sua vez está ligada 

à matriz extracelular através da laminina (Winder, 2001; Ganote & Armostrong, 2002). Além 

dessa interação com o meio intracelular, as distroglicanas participam também da organização 

da matriz extracelular (Henry & Campbell, 1996). As sarcoglicanas formam um subcomplexo 

de glicoproteínas transmembrana composto por seis subunidades α, β, γ, ε, ζ e δ-

sarcoglicanas. A função das sarcoglicanas ainda não é bem conhecida, mas sabe-se que essas 

glicoproteínas estabilizam a interação entre as α e β-distroglicanas (Straub et al., 1998; 

Mcnally et al., 2003). A presença de outras proteínas na membrana celular, como as 

integrinas, também permite a ligação entre o citoesqueleto e a matriz extracelular (Kostin et 

al., 2000). As integrinas são proteínas transmembrana formadas pelas subunidades α e β, 

consideradas receptores de adesão celular para proteínas dentro da matriz extracelular 

(laminina, fibronectina, colágeno) e também estabelecem relação com a actina do 

citoesqueleto (Kostin et al., 1998; Delon & Brown, 2007). As integrinas desempenham ainda 

papel na organização, diferenciação e migração celular (Ross, 2002) e na resistência à tensão 

gerada ao longo do sarcolema durante a contração celular (Van Der Flier & Sonnenberg, 2001; 

Delon & Brown, 2007). A laminina, considerada o maior componente da matriz extracelular, 

altamente expressa nos músculos cardíaco e esquelético, composta por duas isoformas α e β, 

mantém uma forte interação com a distrofina através do complexo das distroglicanas. Dessa 

forma, a comunicação entre os meios intra e extracelular é estabelecida (Mcnally et al., 2003).  

A organização e interação entre as glicoproteínas são importantes para o entendimento dos 

mecanismos celulares envolvidos na disfunção mecânica presente nas cardiomiopatias 

(Stevenson et al., 1998; Xi et al., 2000). Diversos estudos em humanos e em modelos animais 

indicam que a perda da associação entre as estruturas do complexo de glicoproteínas 

associadas à distrofina e a laminina pode levar ao desenvolvimento de cardiomiopatia 

(Oliviéro et al., 2000; Lapidos et al., 2004; Heydemann & Mcnally, 2007). A ausência de um 

ou mais componentes deste complexo causa degeneração muscular progressiva (Hack et al., 

2000) e implica na ruptura da ligação física que ancora a actina ao citoesqueleto subsarcolemal 

e os sarcômeros ao sarcolema (Danialou et al., 2001), com conseqüente perda de função e 

morte celular (Lapidos et al., 2004). A perda de distrofina, por exemplo, é a causa da distrofia 



muscular de Duchenne e está freqüentemente acompanhada por cardiomiopatia. Os 

cardiomiócitos que perdem a distrofina são mais vulneráveis ao estresse mecânico imposto 

sobre a célula, resultando na perda da integridade do sarcolema e degeneração miofibrilar 

(miocitólise), com conseqüente disfunção contrátil (Danialou et al., 2001; Heydemann & 

Mcnally, 2007). Ainda, foi demonstrado o papel das glicoproteínas associadas à distrofina na 

lesão por isquemia-reperfusão no miocárdio de cães (Rodríguez et al., 2005), em hamsters 

deficientes de sarcoglicana (Straub et al., 1998) e em biópsias miocárdicas de humanos com 

cardiomiopatia dilatada (Vatta et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esquema do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
2 OBJETIVO 

O presente estudo foi proposto para avaliar a hipótese de que o isoproterenol afeta a 

estabilidade do sarcolema através de alterações nos componentes do complexo de 

glicoproteínas associadas à distrofina, que teria relação com a injúria miocárdica. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso de 140 a 170 gramas, provenientes do 

Biotério Central da FMRP/USP. Os animais foram alocados em gaiolas construídas com 

polipropileno e tampas de aço inoxidável perfurado, lavadas três vezes por semana. Os 

animais foram alimentados com dieta sólida de laboratório e água ad libitum. A composição 

aproximada de dieta normalmente comercializada é (g/100g): proteína 21,0; gordura 3,5; 

carboidratos 60,0; sais 5,3; complexo vitamínico 2,0 e cinzas (dados fornecidos pelo 

produtor). Esta dieta provê aproximadamente 3,5 Kcal/g. O presente projeto de pesquisa foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de São Paulo – 

Campus Ribeirão Preto com Protocolo no 06.1.480.53.0 em 11/09/2006 (Anexo A).  

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Injeção de Isoproterenol 

Os animais foram divididos em dois grupos: controle (SAL) e tratado com isoproterenol 

(ISO). Os animais do grupo tratado com isoproterenol receberam duas injeções subcutâneas de 

cloridrato de DL-Isoproterenol (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA), separadas por um intervalo 

de 24 horas, na dose de 85 mg/kg. Com esta dosagem, lesões cardíacas importantes podem ser 

observadas sem estarem associadas com alterações significativas em outros órgãos, exceto a 

congestão dos pulmões e das vísceras abdominais (Rona et al., 1959). A solução de 

isoproterenol foi preparada com água destilada imediatamente antes de ser administrada. Os 

animais do grupo controle receberam duas injeções subcutâneas de solução salina com 

intervalo de 24 horas entre as mesmas. O volume de salina e de solução de isoproterenol 

injetado para cada animal foi de 1 ml.  

 

 

 



3.3 MORTE DOS ANIMAIS E COLETA DO MATERIAL 

Após 24 horas da segunda injeção, os animais foram pesados e anestesiados através de 

inalação do vapor de éter etílico (Mallinckrodt Baker, S.A., Xalostoc, Edo. de Mex., México). 

A cavidade torácica foi aberta, expondo o coração ainda pulsando. Os corações foram 

rapidamente excisados, lavados com solução gelada (4ºC) de NaCl à 0,9% (Anexo B), secos 

em papel filtro, pesados em balança de precisão (Denver Instrument Company, Arcada, CO, 

EUA) e fixados. 

3.4 MICROSCOPIA ÓPTICA CONVENCIONAL 

Os corações inteiros foram fixados por imersão em formol a 3,7% em PBS (Anexo C) e 

mantidas em geladeira à 4oC por uma noite. Após, os ventrículos foram cortados 

transversalmente na porção medioventricular, equidistante entre o ápice e a base, para 

realização da morfometria. As amostras foram desidratadas em soluções crescentes de álcool 

80%, 95% (30 minutos cada) e 100% (4 trocas de 1 hora cada). Após o último álcool, as 

amostras foram clarificadas em xilol (3 banhos de 30 minutos cada), dois banhos de parafina 

(2 horas cada) e incluídas em parafina. Cada bloco de parafina foi cortado em secções de 5 μm 

de espessura e, posteriormente, corados com hematoxilina e eosina (Anexo C). Cortes frontais 

também foram obtidos, processados e incluídos em parafina para análise histopatológica. 

3.5 MICROSCOPIA ÓPTICA DE ALTA RESOLUÇÃO 

Após 24h de fixação em formol a 3,7% em PBS (4ºC), os corações foram cortados 

frontalmente em metades anterior e posterior, equidistante entre o ápice e a base. Esses 

corações foram processados em soluções crescentes de álcool 70%, 95% (3 trocas de 15 

minutos cada) e 100% (3 trocas de 1 hora cada), passados pela solução pré-infiltradora (24 

horas), solução infiltradora (24 horas) e incluídos em resina e colocados em suportes 

apropriados (Historesin®, Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha) (Anexo B). O 

material foi deixado pelo menos 24 horas em estufa a 60ºC para endurecimento da resina. 

Cortes de 2,5 μm foram obtidos em micrótomo Sorvall JB4-A (DuPont Company, Newtown, 

CT, EUA), estirados em banho-maria à temperatura ambiente, colocados em lâmina de vidro e 



secos em platina aquecida a uma temperatura de 55-60ºC por aproximadamente 24 horas. 

Logo após, os cortes foram corados com azul de toluidina (Anexo C). Para análise das áreas de 

miocitólise foi utilizado o programa Leica Qwin Software V 3.2.0 (Leica Imaging Systems 

Ltd., Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um microscópio óptico Leica DMR (Leica 

Mycrosystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Inglaterra), videocâmera (Leica DC300F, Leica 

Mycrosysrems AG, Heerbrugg, Suíça) e um computador on-line. Os valores referentes às 

áreas de miocitólise foram obtidos em relação à área total dos ventrículos esquerdo e direito e 

do septo e expressos em porcentagem. 

3.6 ANÁLISE DO CORAÇÃO E MORFOMETRIA  

O índice de peso do coração (g/kg) foi calculado dividindo-se o peso do coração pelo peso 

corporal do animal. A taxa de crescimento (g/dia) foi calculada subtraindo-se o peso final do 

animal do peso inicial. Esse valor foi dividido pelo número de dias do experimento. A análise 

morfométrica do coração foi realizada através do programa Image J (desenvolvido pelo U.S. 

National Institute of Health e disponível na internet http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). 

Foram utilizados os corações cortados transversalmente e incluídos em parafina e corados com 

hematoxilina e eosina. Foram avaliadas as áreas dos ventrículos direito e esquerdo e a 

espessura da parede livre dos ventrículos esquerdo e direito e do septo. 

3.7 IMUNOFLUORESCÊNCIA 

Os corações foram rapidamente excisados, lavados com solução gelada (4ºC) de NaCl à 

0,9%, secos em papel filtro, pesados em balança de precisão (Denver Instrument), seccionados 

frontalmente em metades anterior e posterior, equidistante entre o ápice e a base. Esses 

corações foram colocados em meio de criopreservação Tissue-Tek (Triangle Biomedical 

Sciences, Durham, NC, EUA) e imediatamente congelados em isopentano 99% (Vetec 

Química, Rio de Janeiro, RJ) resfriado em recipiente contendo nitrogênio líquido. As amostras 

foram armazenadas à -80ºC para estudo em imunofluorescência. Cortes de 5 μm de espessura 

foram obtidos no criostato Leica CM 1850 (Leica Instruments Nussloch GmbH, Nussloch, 

Alemanha), transferidos para lâminas silanizadas e fixados em acetona gelada por 10 minutos. 



Depois de fixados, e secas em temperatura ambiente, as lâminas foram lavadas com PBS (3 

vezes de 10 minutos) (Anexo B) e colocadas em Triton 0,5% em PBS durante 15 minutos. As 

lâminas foram lavadas novamente com PBS (3 vezes de 10 minutos), e posteriormente 

incubadas com soro normal de cavalo 1:50 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) 

durante 30 minutos. Após, as lâminas foram incubadas com anticorpo primário diluído em 

BSA 1% e deixadas overnight à 4ºC. Foram utilizados anticorpos primários contra: distrofina 

(anticorpo policlonal de coelho anti-distrofina, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

EUA, diluição 1:100 e 1:50), β-1 integrina (anticorpo monoclonal de camundongo anti-β-1 

integrina, Chemicon International Inc., Billerica, MA, EUA, diluição 1:200), albumina 

(anticorpo monoclonal de camundongo anti-albumina conjugada com FITC, Bethyl 

Laboratories Inc., Montgomey, Texas, EUA, diluição 1:600), α- actina sarcomérica (anticorpo 

monoclonal de camundongo anti-α-actina sarcomérica, clone 5C5, Sigma Co., St. Louis, MO, 

EUA, diluição 1:400), γ-sarcoglicana (anticorpo monoclonal de camundongo anti-γ-

sarcoglicana, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA, diluição 1:400), β-distroglicana 

(anticorpo monoclonal de camundongo anti-β-distroglicana, Vector Laboratories, diluição 

1:400), merosina laminina α-2 (anticorpo monoclonal de camundongo anti- merosina laminina 

α-2, Vector Laboratories, diluição 1:100), CD68 (anticorpo monoclonal de rato anti-CD68, 

Serotec Ltd., Kidlington, OX, Inglaterra, diluição 1:200), óxido nítrico sintase endotelial, 

eNOS (anticorpo policlonal de coelho anti-eNOS, Labvision Corp, Freemont, CA, EUA, 

diluição 1:150), CD4 (anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD4, BioLegend, San 

Diego, CA, EUA, diluição 1:100) e CD45 (Antígeno comum leucocitário, Ly-5; anticorpo 

monoclonal de camundongo anti-CD45, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA, diluição 1:100). 

As lâminas para as reações com anticorpos primários anti-γ-sarcoglicana, β-distroglicana e β-1 

integrina não foram fixadas com acetona.  

Após o anticorpo primário, as lâminas foram retiradas da geladeira até a temperatura 

estabilizar, lavadas com PBS (3 vezes de 10 minutos) e incubadas com anticorpo secundário. 

Foram utilizados como anticorpos secundários conjugados com fluoresceína: α-mouse-

IgG/FITC, α-mouse-IgG/AMCA, α-rabbit-IgG/Texas red (Vector Laboratories) 1:200 diluídos 

em HEPES 0,01 M, durante 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente lavadas com 



PBS (3 vezes de 10 minutos). Para marcação de actina foi utilizada faloidina (Molecular 

Probes, Eugene, OR, EUA) 1:200 diluída em BSA 0,1%. As lâminas foram deixadas na estufa 

a 37ºC por 30 minutos e lavadas novamente com PBS (3 vezes de 10 minutos). A marcação 

nuclear foi feita com 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihidrochloryde (DAPI, Molecular 

Probes) por 3 minutos. Posteriormente, as lâminas foram lavadas com PBS (3 vezes de 10 

minutos) e montadas com Prolong® (Invitrogen, Molecular Probes). As lâminas com marcação 

para merosina laminina α-2 foram fixadas em paraformoldeído 2% por 1 minuto após 

anticorpo secundário, antes de serem montadas. 

As lâminas foram analisadas através do programa Leica Qwin Software V 3.2.0 (Leica 

Imaging Systems Ltd., Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um microscópio de 

fluorescência Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemanha), 

videocâmera (Leica DC300F, Leica Mycrosysrems AG, Heerbrugg, Suíça) e um computador 

on-line.  

3.8 AVALIAÇÃO DA APOPTOSE  

A avaliação da apoptose no miocárdio dos animais controle e tratado com isoproterenol foi 

avaliada in situ utilizando-se o método do TUNEL (TdT-dUTP). Essa técnica detecta a 

fragmentação precoce do DNA, característica das células apoptóticas, através da incorporação 

de nucleotídeos biotinilados ao terminal 3’-OH do DNA fragmentado pela ação da enzima 

deoxinucleotidil transferase terminal (dUTP). Para realização da técnica foi utilizado um kit 

disponível comercialmente (Dead End Colorimetric TUNEL System, Promega Corporation, 

Madison, WI, EUA). Cortes de 5 μm foram obtidos de corações incluídos em parafina, 

transferidos para lâminas de vidro silanizadas, que posteriormente foram desparafinizadas em 

xilol, desidratadas em soluções crescentes de álcool 80%, 95% e 100% e lavadas em solução 

salina por 5 minutos. Os cortes foram tratados com Proteinase K 20 µg/ml (1:500), 

previamente diluída em água deionizada, durante 30 minutos em temperatura ambiente. As 

lâminas foram lavadas com PBS e colocadas no tampão de equilíbrio (200 mM de cacodilato 

de potássio, 25 mM Tris-HCl, pH 6,6, 0,2 mM DTT -Dithiothreitol, 2,5 mM cloridrato de 

cobalto e 0,25 mg/ml BSA, contidos em 9,6 ml - especificações do frabricante) por 10 



minutos. Posteriormente, as secções foram incubadas com uma solução contendo: mistura de 

nucleotídeos biotinilados, tampão de equilíbrio e a enzima TdT (Deoxiribonucleotidyl 

Transferase Terminal). Para uma lâmina utilizamos 98 μl de tampão de equilíbrio, 1 μl de mix 

de nucleotídeos biotinilados e 1 μl de TdT. Cada corte foi coberto com um recorte individual 

de plástico. Para incubação do anticorpo, as lâminas foram colocadas em câmara úmida na 

estufa à 37ºC durante 2 horas. Após esse período, as lâminas foram retiradas da estufa e a 

solução de incubação foi aspirada e a reação bloqueada com 2X SSC (sodium-chloride sodium 

citrate buffer) por 15 minutos. As lâminas foram lavadas com PBS durante 5 minutos e 

subseqüentemente, utilizou-se o peróxido de hidrogênio (H2O2) a 0,3% por 5 minutos para o 

bloqueio da peroxidase endógena. Após o bloqueio, as lâminas foram lavadas com PBS e 

incubadas com estreptoavidina HRP (streptoavidin horseradish peroxidase, 1:500), diluída em 

PBS, durante 30 minutos. As lâminas foram lavadas novamente com PBS durante 5 minutos e 

coradas com o cromógeno diaminobenzidina (DAB). A inserção dos nucleotídeos é revelada 

pela reação da peroxidase com a diaminobenzidina. Após a reação com DAB, as lâminas 

foram lavadas com PBS e depois com água destilada, contracoradas com Hematoxilina de 

Harris por 35 segundos e montadas com Permount® (Fischer Scientific, Pittsburgh, PA, EUA)  

3.9 ECOCARDIOGRAFIA 

Para análise da anatomia e da função cardíaca, foram avaliados os parâmetros 

ecocardiográficos dos animais dos grupos controle e experimental. Por causa das limitações de 

acurácia do transdutor do equipamento de ecocardiografia em nossa instituição e do curto 

período de experimento, foram utilizados animais com peso superior a 260g e duas doses 

diferentes de isoproterenol, 85 e 150 mg/kg. Os animais foram anestesiados com ketamina 

(Ketamina 10%, Agener União Química Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP, 

Brasil, 74 mg/Kg) e xilazina (Dopaser, Laboratórios Calier, SA, Barcelona, Espanha, 8 

mg/Kg) administrados por via intraperitoneal, o que permitiu ao animal manter a respiração 

espontânea durante o exame. Após anestesia, foi realizada a tricotomia da região anterior do 

tórax. Os animais foram posicionados em decúbito lateral esquerdo para melhor análise da 

função global do ventrículo esquerdo. Foi utilizado o aparelho de ecocardiografia 



bidimendional Sonos HP 5500 (Philips, Andover, MA, EUA), com transdutor pediátrico com 

freqüência de 12 MHz. 

Foram obtidas imagens bidimensionais e no modo-M dos eixos paraesternais longo e curto, 

visão apical e das quatro câmaras cardíacas, para serem gravadas em fita de vídeo. As 

melhores imagens foram usadas para avaliação off-line da função ventricular. A realização do 

exame e das medidas foi feita sempre pelo mesmo observador. A partir da projeção 

paraesternal do eixo curto do ventrículo esquerdo em nível de músculos papilares, foi usado o 

modo-M para quantificação das dimensões da cavidade do ventrículo esquerdo em diástole 

(DDVE) e sístole (DSVE), todos expressos em centímetros. Os valores referentes aos 

diâmetros da cavidade ventricular esquerda em sístole e em diástole foram utilizados para 

estimativa da função sistólica do ventrículo esquerdo através da fração de encurtamento do 

ventrículo esquerdo (Delta D). A fração de ejeção (FE) foi estimada pelo modo de Teicholtz e 

expressa em porcentagem. Todos os valores expressos representam a média de três valores 

consecutivos obtidos para cada animal.  

A avaliação da mobilidade de parede foi realizada em 16 segmentos (4 na região apical, 6 

na região média e 6 na região basal), baseados na visão de três eixos curtos do ventrículo 

esquerdo. Um escore de mobilidade foi utilizado para graduar o comprometimento da parede 

ventricular esquerda sendo, 1 para mobilidade normal, 2 para hipocinesia, 3 para acinesia, 4 

para discinesia e 5 para aneurismático, de acordo com as diretrizes da Sociedade Americana 

de Ecocardiografia (Schiller et al., 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abaixo estão descritas as fórmulas que o aparelho de ecocardiografia utiliza para calcular os 

valores do Delta D e da fração de ejeção do ventrículo esquerdo. 

 
 
a) Delta D (%) = (DDVE – DSVE / DDVE) x 100 
 
 
b) FE (%) = Volume diastólico – Volume Sistólico / Volume diastólico 
 
 
c) Volume diastólico = DDVE3 x (7 / 2,4 + DDVE) 
 
 
d) Volume sistólico = DSVE3 x (7 / 2,4 + DDVE) 

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa estatístico GraphPad Prism 4 

(Graph Pad Software In., San Diego, California, EUA). Foi aplicado o teste de Kolmogorov-

Smirnov para verificar se os dados apresentam distribuição normal. O teste t de Student foi 

utilizado para comparação entre duas variáveis com distribuição normal. Os dados são 

apresentados como média + erro padrão da média. O teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, 

seguido pelo pós-teste de Dunn’s, foi usado para determinar a diferença entre as médias dos 

escores estimados para cada região do ventrículo esquerdo dos animais tratados com 

isoproterenol, 85 ou 150 mg/kg em comparação com os valores correspondentes dos animais 

controle. Um nível de significância de 5% foi escolhido para mostrar a diferença entre as 

médias. 

 
 
 
 
 
 

 



 
4 RESULTADOS 

4.1 ESTADO GERAL DOS ANIMAIS 

Dos animais utilizados no estudo, 7,69% morreu antes do final do experimento, e este 

material foi desconsiderado. Similarmente, a taxa de mortalidade de 10% foi observada 

quando esta dose foi administrada em ratos com peso médio de 260g (Rona et al., 1959). Os 

animais que receberam isoproterenol, um bem conhecido mediador do estresse 

comportamental, apresentaram sintomas característicos após a injeção, tais como posturas 

incomuns, respiração difícil e perda de apetite. Não foi observado exsudato nas narinas ou 

edema susbcutâneo. O peso corporal inicial dos animais do grupo controle variou de 143 a 167 

g (média de 156,1 g) e, dos animais do grupo tratado com isoproterenol, o peso corporal 

inicial variou de 145 a 169 g (média de 159,1 g). O peso corporal final dos animais do grupo 

controle variou de 161 a 190 g (média de 175 g) e, dos animais tratados com isoproterenol, o 

peso corporal final variou de 148 a 192 g (média de 169,2 g). A tabela 1 mostra a média inicial 

e final do peso corporal, a taxa de crescimento corporal (g/dia/rato), o peso do coração e o 

índice de peso do coração (g/kg). Como conseqüência da perda de apetite, um retardo de 4% 

no ganho de peso corporal foi observado nos animais do grupo tratado com isoproterenol 

(169,2±1,97 g) quando comparados com os controles (175,0±1,51 g). Os valores referentes à 

taxa de crescimento corporal no grupo tratado com isoproterenol foram significantemente 

menores (3,34±0,47 g/dia/rato) em relação aos valores correspondentes ao grupo controle 

(6,31±0,39 g/dia/rato), que representa uma redução de 88%. O peso do coração dos animais do 

grupo tratado com isoproterenol (0,89±0,01 mg) foi significantemente maior quando 

comparado aos animais do grupo controle (0,74±0,01 mg), que representa um valor 21% 

superior. O índice de peso do coração foi 26% maior no grupo tratado com isoproterenol 

(5,35±0,13 g/kg) quando comparado com o grupo controle (4,23±0,09 g/kg). 

 

 



 

Tabela 1: Peso corporal, taxa de crescimento, peso do coração e índice de peso do coração dos animais 
dos grupos controle e tratado com isoproterenol. 

Peso corporal (g) Grupos 
Inicial Final 

Taxa 
Crescimento 

Corporal 

Peso coração 
(mg) 

Índice de peso 
do coração 

(g/Kg) 
Controle (n=26) 156,1±1,19 175,0±1,51  6,31±0,39 0,74±0,01  4,23±0,09 

ISO  (n= 24) 159,1±1,57 169,2±1.97*     3,34±0,47***       0,89±0,01***      5,35±0,13*** 

Os dados são a média + o erro padrão da média; *p<0.05; ***p<0.0001. ISO, isoproterenol. 
 

4.2 MORFOMETRIA 

A análise morfométrica demonstrou que a área da câmara ventricular esquerda dos corações 

dos animais do grupo tratado com isoproterenol foi significantemente maior (8,03±0,26 mm2) 

quando comparada com os corações dos animais do grupo controle (6,69±0,37 mm2), que 

representa um valor 20% superior. Não foram encontradas diferenças significantes na área da 

câmara ventricular direita do grupo tratado com isoproterenol (3,32±0,35 mm2) quando 

comparado com os controles (3,63±0,14 mm2) (Figura 2). Os valores referentes à espessura da 

parede livre do ventrículo esquerdo e do septo interventricular foram similares em ambos os 

grupos, tratado com isoproterenol (5,08±0,13 e 6,01±0,22 mm, respectivamente) e grupo 

controle (5,20±0,21 e 6,989±0,38 mm, respectivamente), embora esses valores apresentem 

tendência a diminuir nos animais do grupo tratado com isoproterenol. Ainda, a espessura da 

parede do ventrículo direito foi 26% menor no grupo tratado com isoproterenol (0,85±0,04 

mm) em comparação com o grupo controle (1,17±0,09 mm) (Figura 3).  
 

 

 

 

 

 
 



 

 

Figura 2: Área da câmara ventricular esquerda (A) e direita (B). Os dados são a média + erro padrão da média, 
*p<0,05. VE, ventrículo esquerdo; VD, ventrículo direito; NS, não significante. 

 

 

 

 

Figura 3: Espessura da parede do ventrículo esquerdo (A), septo (B) e ventrículo direito (C). Os dados são a 
média + erro padrão da média, *p<0,05. VE, ventrículo esquerdo; VD, ventrículo direito; NS, não significante. 
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4.3 MICROSCOPIA ÓPTICA CONVENCIONAL E DE ALTA RESOLUÇÃO 

O coração dos animais de ambos os grupos foram incluídos em parafina e resina plástica e 

examinados no microscópio de luz transmitida. Não foram encontradas alterações patológicas 

no miocárdio dos animais do grupo controle. Os achados histológicos nos corações dos 

animais do grupo tratado com isoproterenol podem ser graduados de acordo com a gravidade 

das lesões: graduação 1) focos de miócitos que apresentam edema intracelular (tumefação) e 

degeneração vacuolar; graduação 2) focos de miocitólise, muitos deles coalescentes, 

observamos a lise de miofilamentos associada a presença de infiltrado inflamatório 

mononuclear; graduação 3) focos de cardiomiócitos remanescentes, espaços vazios e a 

presença de poucas células inflamatórias (Figuras 4,6). 

O uso de material incluído em resina plástica e corado com azul de toluidina permitiu 

melhor resolução de detalhes estruturais para a realização das medidas das áreas de 

miocitólise. O miocárdio dos animais do grupo tratado com isoproterenol mostrou áreas focais 

e coalescentes de necrose miocitolítica predominantemente no ápice cardíaco, na região 

subendocárdica e subepicárdica do ventrículo esquerdo, no septo interventricular e na região 

subendocárdica do ventrículo direito. A distribuição média das áreas de necrose miocitolítica 

no miocárdio dos animais tratados com isoproterenol foi de 26,89+1,88% no ventrículo 

esquerdo, 36,12+2,7% no septo e 28,15+3,96% no ventrículo direito (Figura 5). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
Figura 4: Microscopia óptica convencional. A) Grupo controle sem alterações patológicas. B) Lesão grau 
1: edema intracelular e degeneração vacuolar (flechas). C) Lesão grau 2: lise de miofibras e infiltrado de 
células inflamatórias (flechas). D) Lesão grau 3: ausência de miofibras (flechas) e discreto infiltrado de 
células inflamatórias. Hematoxilina e eosina. Barra = 50µm. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 5: A) Representação gráfica e B) Microscopia óptica de alta resolução (aumento final 16x) referente às 
áreas de miocitólise. VD, ventrículo direito; VE, ventrículo esquerdo. 
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4.4 IMUNOFLUORESCÊNCIA 

O estudo do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina através de 

imunofluorescência revelou que a distrofina está focalmente reduzida ou completamente 

ausente no miocárdio dos animais tratados com isoproterenol. Essa alteração na expressão da 

distrofina foi observada antes da perda da actina. Nas secções transversas, a dupla marcação 

para distrofina e actina sarcomérica indicou a presença de três padrões diferentes de marcação 

de acordo com a graduação da gravidade das lesões miocárdicas: a) corespondente a 

graduação 1 de lesão miocárdica, observa-se a perda da distrofina e presença da actina 

sarcomérica e ausência de células inflamatórias; b) corespondente a graduação 2 de lesão 

miocárdica, observa-se a perda da distrofina, graus variados de dissolução da actina 

sarcomérica associada a um grande número de células inflamatórias mononucleares e, c) 

corespondente a graduação 3 de lesão miocárdica, observa-se a perda de distrofina e actina 

sarcomérica associada à discreta presença de células inflamatórias mononucleares (Figura 6). 

O grupo controle mostrou padrão de distribuição uniforme para a distrofina e para actina 

sarcomérica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Microscopia óptica de alta resolução (A, C, E, G) e imunofluorescência (B,D,F,H) para distrofina 
(fluorescência verde) e actina sarcomérica (fluorescência vermelha). A e B) Grupo controle sem alterações 
patológicas. C-H) Grupo tratado com isoproterenol. C) Edema intracelular e degeneração vacuolar – lesão grau 1 
(flechas). D) Perda de distrofina e concomitante presença de actina sarcomérica (flechas); E) Foco de miocitólise 
(flechas) associado a presença de infiltrado inflamatório mononuclear – lesão grau 2. F) Perda focal de distrofina 
e graus variados de dissolução da actina (flechas). A presença de infiltrado de células inflamatórias é revelada 
pela fluorescência azul (DAPI). G) Ausência de miofibras lisadas (flechas) e pequeno infiltrado inflamatório - 
lesão grau 3. H) Perda focal de distrofina e concomitante de actina (flechas) e discreta presença de células 
inflamatórias revelada pela fluorescência azul (DAPI). Barra = 50µm. 



A avaliação dos demais componentes do complexo de glicoproteínas, γ-sarcoglicana e β-

distroglicana, da β-1 integrina, e da matriz extracelular merosina laminina α-2, mostraram que 

estas estruturas desempenham papel secundário no processo de lise dos miócitos nas áreas de 

miocitólise. Observou-se que nos focos de miocitólise houve ligeira atenuação na intensidade 

de imunomarcação para γ-sarcoglicana, β-distroglicana, β-1 integrina e laminina α-2, 

associada à perda completa da actina nesses mesmos focos. Subseqüentemente à lise dos 

miofilamentos, que corresponde a graduação 3 de lesão miocárdica, pôde-se observar que 

essas estruturas podem estar colapsadas associada à presença de poucas células inflamatórias 

na área de miocitólise (Figuras 7-10). Para distinguirmos exatamente a reduzida expressão dos 

components do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina na mesma area, nós 

utilizamos a dupla marcação para distrofina e γ-sarcoglicana ou β-distroglicana ou β-1 

integrina ou merosina laminina α-2. Observamos que nas áreas de lesão miocárdica que 

correspondem ao grau 1, a perda da distrofina é claramente vista com a persistência dos 

elementos remanescentes do complexo de glicoproteínas e da merosina laminina α-2, embora 

atenuados, enquanto que nas áreas de lesão correspondentes aos graus 2 e 3, a perda da 

distrofina é claramente notada com a expressão atenuada ou com o colapso dos elementos 

remanascentes do complexo de glicoproteínas e da merosina laminina. No miocárdio dos 

animais do grupo controle não foi encontrado alterações patológicas. Na figura 11, a dupla 

marcação para distrofina e β-1 integrina ilustra claramente estes achados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Figura 7: Imunofluorescência para γ-sarcoglicana (fluorescência verde) e actina (faloidina, fluorescência 
vermelha). A) Grupo controle: marcação uniforme de γ-sarcoglicana delineando o perfil externo dos miócitos; a 
actina marca todos os miócitos. B) Grupo tratado com isoproterenol: redução da marcação, mas persistência do 
perfil miocelular delineado pela γ-sarcoglicana (flechas) e áreas de colapso (cabeças das flechas), com perda de 
actina. Barra = 50µm. 

 

 

 

 

Figura 8: Imunofluorescência para β-distroglicana. A) Grupo controle: marcação uniforme da β-distroglicana 
delineando o perfil externo dos miócitos. B) Grupo tratado com isoproterenol: redução da marcação, mas 
persistência do perfil miocelular delineado pela β-distroglicana (flechas) e áreas de colapso (cabeças das flechas). 
Barra = 50µm. 



 

 

 
 
Figura 9: Imunofluorescência para β-1 integrina. A) Grupo controle: marcação uniforme da β-1 integrina 
delineando o perfil externo dos miócitos. B) Grupo tratado com isoproterenol: redução da marcação, mas 
persistência do perfil miocelular delineado pela β-1 integrina (flechas) e áreas de colapso (cabeças das flechas). 
Barra = 50µm. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 10: Imunofluorescência para merosina laminina α-2 (fluorescência verde) e actina (faloidina, fluorescência 
vermelha). A) Grupo controle: marcação uniforme da merosina laminina α-2 delineando o perfil externo dos 
miócitos; a actina marca todos os miócitos. B) Grupo tratado com isoproterenol: redução da marcação, mas 
persistência do perfil miocelular delineado pela merosina laminina α-2 (flechas) e áreas de colapso (cabeças das 
flechas), com perda de actina. Barra = 50µm. 

 
 

 
 



 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11: Imunofluorescência para distrofina (fluorescência verde) e β1-integrina (fluorescência vermelha). Grupo controle (Sal): marcação uniforme da distrofina 
e da β-1 integrina, delineando o perfil dos miócitos. Grupo Isoproterenol: Lesão grau 1, perda da distrofina e expressão atenuada da β-1 integrina com persistência 
do perfil miocelular. Lesão graus 2-3, perda da distrofina e expressão atenuada ou o colapso da β-1 integrina. Na lesão graus 2-3 a presença de infiltrado 
inflamatório mononuclear foi evidenciada através da marcação nuclear com DAPI (fluorescência azul). Barra = 50µm



Considerando que o dano ao sarcolema poderia levar ao aumento da permeabilidade da 

membrana, a integridade do sarcolema foi avaliada através da imunofluorescência com 

dupla marcação para distrofina e albumina. O miocárdio do grupo controle mostrou 

marcação uniforme para a distrofina e presença de albumina no interstício, apenas com 

marcação dos pequenos vasos. O miocárdio dos animais do grupo tratado com 

isoproterenol mostrou áreas focais de células com perda de distrofina e intenso acúmulo de 

albumina no espaço intracelular revelada pela fluorescência verde e vermelha para 

albumina e distrofina respectivamente, ou até mesmo áreas sem marcação para a distrofina, 

mas com albumina marcada irregularmente revelando as células, o que claramente 

demonstra alterações na permeabilidade da membrana dos miócitos tratados com 

isoproterenol (Figura 12). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 12: Imunofluorescência para albumina (fluorescência verde) e distrofina (fluorescência vermelha). A) 
Grupo controle: marcação uniforme da distrofina e presença de albumina no interstício apenas marcando os 
pequenos vasos. B e C) Grupo tratado com isoproterenol. B) Perda da distrofina e acúmulo de albumina no 
espaço intracelular do miócito cujo citoplasma fluoresce discretamente em verde. C) perda da distrofina e 
albumina marcada irregularmente revelando as células. Barra = 50µm. 



Levando-se em consideração que mecanismos compensatórios desencadeados na 

isquemia induzida pelo isoproterenol estão ativados e é conhecido o efeito inotrópico 

negativo da enzima óxido nítrico sintase endotelial eNOS (Massion et al., 2005), a 

expressão da eNOS foi avaliada. Para este estudo, foi realizada imunofluorescência com 

dupla marcação para eNOS e faloidina. No miocárdio dos animais controle a marcação para 

eNOS foi positiva e marcou especificamente o endotélio dos pequenos vasos. No miocárdio 

dos animais tratados com isoproterenol, houve aumento na expressão de eNOS nos 

pequenos vasos, principalmente naqueles ao redor das áreas de miocitólise e, também no 

citoplasma dos miócitos adjacentes. A expressão de eNOS estava praticamente ausente nas 

áreas de miocitólise exceto nos pequenos vasos remanescentes do interstício (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 13: Imunofluorescência para eNOS (fluorescência verde) e actina (faloidina, fluorescência vermelha). A) 
Grupo controle: presença de actina e marcação positiva para eNOS no endotélio dos pequenos vasos. B e C) 
Grupo tratado com isoproterenol. B) Aumento da expressão de eNOS nos pequenos vasos perimiocitários 
(flechas) e no citoplasma das células, tornando menos distinta a fluorescência vermelha da actina (flechas). C) 
Área de miocitólise com perda de actina e ausência de marcação para eNOS (cabeças das flechas); fora da área 
de miocitólise nota-se, predominantemente em torno da área de miocitólise, a expressão de eNOS nos pequenos 
vasos perimiocitários. Barra = 50µm. 



O infiltrado inflamatório observado na microscopia de luz foi caracterizado através da 

imunofluorescência utilizando-se anticorpos primários anti-macrófago (CD68), anti-

linfócitos (CD4) e anti-antígeno comum leucocitário (CD45). Não foram encontradas 

células inflamatórias no miocárdio dos animais controle. O miocárdio dos animais do grupo 

tratado com isoproterenol mostrou infiltrado inflamatório caracterizado principalmente por 

células com marcação positiva para CD68 nas áreas de miocitólise (Figura 14 A e B). A 

marcação para CD45 reproduziu a marcação observada na reação com anticorpo anti-

CD68. A marcação para CD4 foi negativa no miocárdio de ambos os grupos, controle e 

tratado com isoproterenol. 

4.5 AVALIAÇÃO DA APOPTOSE 

Considerando a predominância absoluta de macrófagos nas áreas de miocitólise, a 

presença de células apoptóticas foi avaliada utilizando-se o método do TUNEL. Nas áreas 

de miocitólise com grau 1 a marcação positiva para células apoptóticas foi constante e 

claramente notada nos cardiomiócitos. Nas áreas de miocitólise graus 2-3 tanto os 

cardiomiócitos quanto os macrófagos (infiltrado celular mononuclear) foram constante e 

claramente marcados (Figura 14 C-E). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Imunofluorescência para CD68 (macrófagos, fluorescência verde), actina (faloidina, fluorescência vermelha) e marcação nuclear com fluorescência 
azul (DAPI). A) Grupo controle: presença de actina e ausência de macrófagos. B) Grupo tratado com isoproterenol: área de miocitólise com perda de actina e 
presença de infiltrado inflamatório predominantemente caracterizado por macrófagos (flechas). Método do TUNEL (C-E). C) Grupo controle: ausência de 
células apoptóticas. Grupo tratado com isoproterenol. B) Lesão grau 1 e C) Lesão graus 2-3. Em B e C observa-se marcação positiva para apoptose nos 
macrófagos e nos cardiomiócitos (flechas). Barra = 50µm. 



4.6 ECOCARDIOGRAFIA 

O peso corporal inicial dos animais do grupo controle variou de 292 a 348 g (média 326 

g) e, dos animais dos grupos tratados com isoproterenol 85 mg/kg, o peso corporal inicial 

variou de 277 a 340 g (média 303 g), e 150 mg/kg, variou de 289 a 328 g (média 315 g). O 

peso corporal final dos animais do grupo controle variou de 317 a 374 g (média 350 g) e, 

dos animais dos grupos tratados com isoproterenol 85 mg/kg, o peso corporal final variou 

de 266 a 363 g (média 296 g), e 150 mg/kg, variou de 287 a 328 g (média 301 g). Houve 

um retardo no ganho de peso corporal dos animais tratados com isoproterenol 85 e 150 

mg/kg (296+8,33 e 301+4,79 g, respectivamente) em relação aos animais do grupo controle 

(350+3,74 g). A freqüência cardíaca durante o exame de ecocardiografia não foi 

significativamente diferente entre os grupos: os animais do grupo controle apresentaram 

freqüência cardíaca de 311+13,6 bpm e os animais dos grupos tratados com 85 e 150 mg/kg 

de isoproterenol apresentaram 341+14,2 e 343+12,9 bpm, respectivamente. As imagens bi-

dimensionais e do modo-M obtidas ao nível dos músculos papilares mostraram diferenças 

significativas em relação ao DDVE e DSVE entre os animais dos grupos controle 

(0,600+0,01 e 0,271+0,02 cm, respectivamente) e tratado com isoproterenol 85 mg/kg 

(0,709+0,02 e 0,368+0,02 cm, respectivamente) e 150 mg/kg (0,698+0,04 e 0,380+0,04 cm, 

respectivamente) (Figura 15). Não foi observada diferença nos valores da fração de 

encurtamento do ventrículo esquerdo e na fração de ejeção (FE) entre os grupos controle 

(48,56+1,96 e 85,57+1,30 %, respectivamente), e tratado com isoproterenol 85 mg/kg 

(51,39+3,06 e 85,68+1,70 %, respectivamente) e 150 mg/kg (47,95+2,74 e 83,70+2,65 %, 

respectivamente). Os valores estão resumidos na tabela 2. A figura 16 mostra a 

representação ecocardiográfica no modo-M de animais do grupo controle e tratado com 

isoproterenol. 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 
Tabela 2: Parâmetros ecocardiográficos dos grupos controle e tratado com isoproterenol. 

Parâmetros  Controle (n=9) ISO 85 mg/kg (n=12) ISO 150 mg/kg (n=8) 
Peso final (g) 350+3,74   296+8.33***    301+4.79*** 
Freqüência cardíaca (bpm) 311+13.6 341+14.2 (NS) 343+12.9 (NS) 
DDVE (cm) 0,600+0,01 0,709+0,02* 0,698+0,04* 
DSVE (cm) 0,271+0,02   0,368+0,030** 0,380+0,04* 
Fração Encurtamento VE (%) 48,56+1,96    51,39+3,06 (NS)   47,95+2,74 (NS) 
Fração de ejeção (%) 85,57+1,30    85,68+1,70 (NS)   83,70+2,65 (NS) 

Os dados são a média + erro padrão da média. *p<0,05; ***p<0,0001; NS, não significante. VE, ventrículo esquerdo; VD, 
ventrículo direito; bpm, batimentos/min; ISO, isoproterenol; Diâmetro diastólico final VE (DDVE); Diâmetro sistólico final VE 
(DSVE). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
Figura 15: Diâmetros diastólico (A) e sistólico (B) do ventrículo esquerdo e fração de ejeção (C). Os dados são 
a média + erro padrão da média, *p<0,05; NS, não significante. DDVE, diâmetro diastólico do ventrículo 
esquerdo; DSVE, diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo; FE, fração de ejeção.  
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Figura 16: Representação ecocardiográfica do modo-M, visão paraesternal do eixo curto ao nível dos 
músculos papilares. A e C) Animais do grupo controle. B) Animal do grupo tratado com isoproterenol 85 
mg/kg. D) Animal do grupo tratado com isoproterenol 150 mg/kg.  
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O escore de mobilidade de parede foi utilizado no presente estudo levando em conta que 

o mesmo provê um acurado índice semiquantitativo da função ventricular em humanos e 

em pequenos animais (Morgan et al., 2004; Zhang et al., 2007). A média dos escores de 

mobilidade nas regiões basal e média nos animais tratados com isoproterenol 85 mg/kg (1 e 

1,04+0,04, respectivamente) ou 150 mg/kg (1 e 1,12+0,09, respectivamente) foram 

similares aos valores correspondentes nos animais do grupo controle (1 para ambos os 

segmentos). Em relação ao escore de mobilidade de parede da região apical encontramos 

uma importante diferença entre os animais dos grupos tratados com isoproterenol 85 mg/kg 

(2,21+0,34) e 150 mg/kg (2,70+0,20) quando comparados aos animais do grupo controle 

(1). (Figura 17). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Escore de mobilidade de parede dos animais do grupo controle e tratados com isoproterenol 85 
mg/kg ou 150 mg/kg. Os dados são a média + erro padrão da média, *p<0,05 e **p<0,01. 
 
 



 
5 DISCUSSÃO 

A administração de isoproterenol foi eficiente na indução da lesão semelhante ao infarto 

em animais, como descrito previamente (Rona et al., 1959; Ferrans et al., 1964). A 

microscopia óptica comum e de alta resolução revelou que o miocárdio dos animais 

tratados com isoproterenol apresentou áreas de miocitólise classificáveis em três graus 

distintos e diferentes de gravidade que podem ser descritos numa aparente seqüência de 

eventos: primeiro, observamos focos de células miocárdicas tumefeitas e degeneração 

vacuolar, segundo, focos de miocitólise associados a infiltrado inflamatório composto 

predominantemente por macrófagos, e terceiro, áreas focais com ausência de miofibras e 

escassa presença de macrófagos. Nessa fase aguda, após administração de isoproterenol, o 

papel principal desempenhado pelos macrófagos é o de fagocitar os debris celulares. Sua 

presença torna-se menos comum após a remoção do material fagocitado, seguido pela 

chegada de fibroblastos ao foco de lesão (van Amerongen et al., 2007). Muitos macrófagos 

e cardiomiócitos apoptóticos foram encontrados nos corações dos animais tratados com 

isoproterenol. Portanto, a apoptose desempenha papel importante no desaparecimento das 

células miocárdicas e do infiltrado celular mononuclear após a administração de 

isoproterenol. Essa observação corrobora com achados anteriores de que a ativação β-

adrenérgica causa morte dos cardiomiócitos tanto por necrose quanto por apoptose 

(Remondino et al., 2003). As lesões miocitolíticas estão predominantemente localizadas no 

ápice cardíaco, regiões subendocárdicas e subepicárdicas dos ventrículos esquerdo e direito 

e região subendocárdica do septo interventricular. As áreas de miocitólise representaram 

26,89%, 36,12% e 28,15% da área total do ventrículo esquerdo, septo e ventrículo direito, 

respectivamente.  

Na lesão induzida pelo uso de isoproterenol, os cardiomiócitos podem ser afetados em 

sua estrutura e função. Os cardiomiócitos são células especializadas em converter energia 

química em trabalho mecânico, que resulta em deformação das miofibrilas. O sistema 

contrátil de dentro das miofibrilas está intimamente conectado à membrana e à matriz 



extracelular através das proteínas que compõem o complexo de glicoproteínas associadas à 

distrofina, a integrina e a laminina, sendo que qualquer interferência na estrutura e nas 

funções das mesmas pode acarretar a perda de função e a morte celular (Lapidos et al., 

2004). 

O presente estudo demonstrou sensibilidade diferente dos componentes do complexo de 

glicoproteínas asssociadas à distrofina após administração de isoproterenol. 

Particularmente, a imunofluorescência revelou que a distrofina, um componente do 

citoesqueleto submembrana, é a mais sensível entre as estruturas que conectam a actina do 

citoesqueleto dos cardiomiócitos e a matriz extracelular representada pela laminina no 

presente estudo. Além disso, os dados mostraram que a dissolução da actina sarcomérica 

como parte do processo de miocitólise ou degeração miofibrilar, ocorreu após a redução ou 

a perda da distrofina. Subsenqüentemente à lise dos miofilamentos, a expressão da γ-

sarcoglicana, β-distroglicana, β1-integrina e laminina está reduzida, seguido pelo seu 

colapso. A dupla marcação confirmou claramente que a perda da distrofina ocorreu anterior 

à redução da expressão dos elementos remanescentes do complexo de glicoproteínas 

associadas à distrofina. É conhecido que a perda da distrofina leva à instabilidade 

secundária dos demais componentes do complexo de glicoproteínas (Ervasti et al. 1990). A 

distrofina se localiza logo abaixo do sarcolema e liga a actina através do complexo de 

glicoproteínas à matriz extracelular. Tem como função principal estabelecer uma ponte de 

ligação para a transferência da força mecânica gerada no sistema contrátil à matriz 

extracelular ou transmitir estímulo mecânico para o meio intracelular. Outra função 

fisiológica da distrofina é a de prevenir a expansão excessiva do sarcolema durante a 

contração muscular (Xi et al., 2000). A interação entre a distrofina e as distroglicanas e 

sarcoglicanas é importante para manter a relação espacial entre os componentes do 

citoesqueleto e a matriz extracelular nas células musculares. O complexo de distroglicana é 

importante na organização da matriz extracelular, especialmente através da interação com a 

laminina (Mcnally et al., 2003), mantendo a contínua ligação entre o citoesqueleto e a 

matriz extracelular (Winder, 2001). O complexo das sarcoglicanas compõe-se das 

subunidades α, β, γ, ε, ζ e δ-sarcoglicanas e, assim como a distrofina e as distroglicanas, 



estão envolvidas nas distrofias musculares (Kaprielian & Severs, 2000; Winder, 2001; 

Ganote & Armstrong, 2002; Kawada et al., 2005). Além do papel desempenhado pela 

distrofina, as distroglicanas e sarcoglicanas também são importantes para a manutenção da 

integridade do sarcolema (Lapidos et al., 2004). A perda de δ-sarcoglicana resulta na 

dissociação do complexo de distroglicanas do complexo das sarcoglicanas, causando dano à 

integridade do sarcolema e à matriz extracelular com conseqüente distrofia muscular e 

cardiomiopatia (Straub et al., 1998). Recentemente, demonstrou-se que a proteólise da 

distroglicana rompe a ligação entre o sarcolema e a matriz extracelular, que leva a 

degeneração muscular esquelética e a cardiomiopatia (Matsumura et al., 2003). A perda 

primária ou secundária de sarcoglicanas do sarcolema leva à degeneração celular focal. O 

processo degenerativo associado com a perda da distrofina é caracterizado como necrose, 

embora haja pequeno, mas significante aumento nos núcleos apoptóticos evidenciados pelo 

método do TUNEL (Tidball et al., 1995; Mcnally et al., 2003). As integrinas (α e β), 

consideradas proteínas transmembrana, são os principais receptores de adesão intercelular e 

estão envolvidas na manutenção da integridade celular e extracelular. Têm como funções 

principais, a ligação entre a matriz extracelular e o citoesqueleto e a transmissão de sinais 

bioquímicos e da força mecânica ao longo do sarcolema (Calderwood et al., 2000; van Der 

Flier & Sonnenberg 2001; Delon & Brown, 2007). A expressão da integrina parece estar 

intimamente relacionada e coordenada com a formação da matriz extracelular no coração 

adulto, e sua adequada expressão é necessária para uma função cardiovascular normal 

(Ross, 2002). A perda da associação entre as estruturas do complexo de glicoproteínas 

associadas à distrofina pode causar perda da integridade sarcolemal e degeneração 

miofibrilar, com conseqüente prejuízo da função contrátil (Rybakova et al., 2000; Lapidos 

et al., 2004; Heydemann & Mcnally, 2007). A expressão da laminina ainda estava presente, 

mas atenuada, nas áreas de miocitólise. Destacamos ainda, que nessas mesmas áreas, a 

laminina apresentava-se colapsada. A laminina (merosina) é o maior componente da 

membrana basal e conecta a actina à matriz extracelular (Mcnally et al., 2003). A perda da 

ligação entre a matriz extracelular e a actina é um fator determinante para necrose das 

miofibras (Kido et al., 2004; Allikian & Mcnally, 2007). A diminuição da expressão da 



laminina ocorre durante a transição para insuficiência cardíaca e predispõe os 

cardiomiócitos a apoptose, similar ao que ocorre nas distrofias musculares (Berk et al., 

2007).  

Tanto quanto saibamos, este é o primeiro relato que demonstra um padrão de 

sensibilidade das proteínas de ligação que compõem o citoesqueleto ao isoproterenol em 

um experimento. Estudo recente demonstrou sensibilidades diferentes das proteínas 

relacionadas à membrana na isquemia miocárdica experimental através da ligadura da 

artéria coronária esquerda em cachorros, onde, similarmente, a distrofina foi mais 

acometida do que as demais proteínas transmembrana distroglicanas, sarcoglicanas, 

sarcospana, distrobrevina e sintrofina, e que esta perda de ligação com o restante do 

citosesqueleto desestabiliza e deixa os miócitos mais vulneráveis ao dano isquêmico 

(Rodríguez et al., 2005).  

Marcação imunoistoquímica anormal para distrofina na lesão miocárdica induzida pelo 

isoproterenol (administração subcutânea de 100 mg/kg) em ratos foi descrita anteriormente 

por Miyazato et al. (1997). Em contraste com nossos achados, os autores relataram que os 

cardiomiócitos apresentaram três padrões diferentes de marcação: normal para actina, mas 

anormal para distrofina, anormal para actina, mas normal para distrofina e anormal para 

ambos, actina e distrofina. Os autores ressaltaram que os dois últimos padrões podem ter 

sido desviados devido à baixa sensibilidade ao método de imunoistoquímica, caso contrário 

haveria mais de um mecanismo responsável pela lesão miocárdica induzida pelo 

isoproterenol. Em outro estudo, a proposta foi correlacionar a perda da distrofina com a 

ocorrência de apoptose no período compreendido entre 4 a 18 horas após a administração 

intraperitoneal de isoproterenol (10 mg/kg). A degradação da distrofina seguida por 

apoptose dos cardiomiócitos progrediu em função da variação da duração do experimento. 

Nesse mesmo estudo os autores comentam ainda que a integridade do complexo de 

glicoproteínas associadas à distrofina pode prevenir a apoptose dos cardiomiócitos na lesão 

aguda induzida pelo isoproterenol (Xi et al., 2000). Recentemente, a insuficiência cardíaca 

após administração intraperitoneal aguda de isoproterenol (10 mg/kg) demonstrou estar 

associada ao rompimento da distrofina no miocárdio em falência (Toyo-Oka et al., 2004; 



Kawada et al., 2005). Estudo mais recente mostrou que a inibição da via de sinalização da 

apoptose regulada pela quinase-1 (ASK1) pode evitar a progressão para insuficiência 

cardíaca pela prevenção da apoptose do cardiomiócito e pela inibição da clivagem da 

distrofina mediada pela calpaína em hamsters com cardiomiopatia (Hikoso et al., 2007). 

Considerando nossos achados, tenta-se especular a hipótese de um mecanismo molecular 

da lesão miocárdica induzida pelo isoproterenol: a redução ou a perda da distrofina pode ser 

o evento primário que ocorre seguido pela degeneração miofilamentar e lise dos 

cardiomiócitos. Essa hipótese é sustentada por observações feitas na distrofia muscular de 

Duchenne produzida pela mutação do gene da distrofina no cromossomo X e em modelos 

murinos de mutação do gene da distrofina. Em cada uma das situações, a perda da 

distrofina desestabiliza o complexo de proteínas associadas a ela no sarcolema causando a 

destruição do miócito. Essa desestabilização do sarcolema também altera a permeabilidade 

da membrana levando ao aumento do conteúdo de cálcio intracelular (Straub et al., 1997), 

que por sua vez, estimula as proteases cálcio-ativadoras (calpaínas) que são capazes de 

fazer a proteólise das proteínas intracelulares, contribuindo para a destruição da célula 

muscular (Turner et al., 1991). A estimulação inotrópica excessiva e a ativação de cálcio 

dependente da adenosina trifosfatase são fatores principais que causam alterações nos 

miofilamentos (Rona et al., 1973). Tem sido demonstrado que a administração subcutânea 

de isoproterenol causa aumento da permeabilidade de membrana (Yunge et al., 1989) com 

aumento da concentração de cálcio intracelular, severo dano à fibra miocárdica, morte 

celular (Milei et al., 1978; Fleckenstein et al., 1983), e conseqüentemente, depressão da 

função contrátil (Tappia et al., 2001). A alta dose de isoproterenol altera a manutenção da 

homeostase do cálcio intracelular primariamente através de reações de oxidação com 

envolvimento de radicais livres, os quais promovem peroxidação lipídica com conseqüente 

dano ao sarcolema e aumento de permeabilidade (Singal et al., 1982; Dhalla et al., 1996; 

Tappia et al., 2001). Neste trabalho, a correlação entre a perda de distrofina e dano ao 

sarcolema com aumento de permeabilidade da membrana foi avaliado através da 

imunofluorescência para distrofina e albumina. No miocárdio dos animais do grupo 

controle, houve distribuição uniforme da distrofina, que delimitou bem a membrana e, a 



albumina, que marcou apenas os pequenos vasos. O miocárdio dos animais tratados com 

isoproterenol mostrou áreas focais de células com perda de distrofina e acúmulo de 

albumina no espaço intracelular ou áreas com perda de actina e acúmulo de albumina 

ocupando o lugar das células. Isto indica lesão grave ou irreversível dos cardiomiócitos. Em 

estudo feito em animais com deficiência de distrofina, os autores relataram que as fibras 

musculares marcadas com azul de Evans estavam transitória ou permanentemente 

permeáveis à albumina extracelular e outras proteínas séricas. Os pesos moleculares e os 

tamanhos desses marcadores séricos permitiram aos autores concluírem sobre a extensão do 

dano sarcolemal nas fibras afetadas (Straub et al., 1997). A correlação positiva entre a 

perda de distrofina e aumento da permeabilidade celular foi primeiramente descrita em 

estudo prévio com células isoladas (Armstrong et al., 2001). A perda primária e específica 

da distrofina pode explicar a base molecular fundamental da lesão miocárdica isquêmica 

irreversível (Fishbein et al., 1986; Armstrong et al., 2001; Rodríguez et al., 2005).  

Uma questão importante é “qual o mecanismo de redução da expressão da distrofina nos 

corações dos animais tratados com isoproterenol?” Primeiro, o estresse induzido pela 

isquemia poderia levar a perda da distrofina sarcolemal. A isquemia aguda pode causar 

perda da imunomarcação para distrofina e corresponde à depleção de distrofina nos 

cardiomiócitos in vitro (Armstrong et al., 2001). Segundo, o estresse mecânico poderia 

causar um estado de fragilidade da ligação distrofina-actina pela indução de alterações 

estruturais da distrofina. Alterações na expressão genética levam à mudança na expressão 

da distrofina in vivo (Sadoshima & Izumo, 1997). Terceiro, as proteases endógenas e 

exógenas poderiam causar perda da expressão de distrofina. Tem sido demonstrado que a 

protease 2A cliva diretamente a distrofina durante a infecção por vírus Coksackie em 

cultura de miócitos cardíacos e em corações de camundongos prejudicando a função da 

distrofina (Xiong et al., 2007). 

O complexo de glicoproteínas associadas à distrofina também desempenha papel na 

sinalização celular através das enzimas óxido nítrico sintases (Heydemann et al., 2004). A 

enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) está expressa no sarcolema e cavéolas dos 

túbulos T, que ocupam o mesmo lugar dos receptores beta 3-adrenérgicos no coração e nas 



células endoteliais (Massion et al., 2005). As enzimas óxido nítrico sintases são 

responsáveis pelo efeito inotrópico negativo através da sinalização celular pela liberação de 

óxido nítrico (Rozec et al., 2003). É sabido que a atenuação dos receptores β1/β2-

adrenérgicos aumenta o intropismo e o cronotropismo e reforça o controle vagal da 

contração cardíaca, e por meio disso previne a excessiva estimulação pelas catecolaminas 

através do efeito vasodilatador do NO. Em nossos achados, a expressão de eNOS estava 

praticamente ausente nas áreas de miocitólise, exceto nos pequenos vasos intersticiais 

remanescentes ao redor da área de lesão que apresentaram marcação mais proeminente em 

comparação com o miocárdio dos animais controles. Esses achados diferem dos resultados 

de estudo anterior realizado com camundongos deficientes de sarcoglicana, onde os autores 

relatam que a expressão de eNOS está aumentada especificamente nos cardiomiócitos 

lesados (Heydemann et al., 2004). Estudo recente demonstrou uma menor expressão de 

eNOS nos vasos sangüíneos e nos cardiomiócitos após infarto do miocárdio experimental 

em ratos (Berges et al., 2007). Especulamos que a maior expressão de eNOS, observada no 

citoplasma dos cardiomiócitos e nos pequenos vasos ao redor da área de miocitólise, sugere 

uma resposta compensatória à isquemia provocada pelo isoproterenol na tentativa de 

melhora do fluxo sangüíneo para as áreas de lesão. 

A análise morfométrica mostrou um aumento de 20% na área da câmara ventricular 

esquerda e um decréscimo de 26% na espessura da parede ventricular direita no miocárdio 

dos animais tratados com isoproterenol. A média da espessura das paredes ventricular 

esquerda e do septo interventricular não foram significativamente diferentes entre os 

grupos, embora esses valores apresentem tendência a diminuir nos corações dos animais 

tratados com isoproterenol. A ocorrência de aumento na câmara ventricular esquerda e 

redução na espessura da parede dos ventrículos direito e esquerdo e do septo nos animais 

tratados com isoproterenol avaliadas por morfometria são sugestivas de depressão da 

função miocárdica. Para confirmação desses dados foi proposta a análise da anatomia e 

função ventricular in vivo através da ecocardiografia. Os equipamentos ecocardiográficos 

de uso clínico são bastante utilizados em modelos experimentais com animais pequenos, 

mesmo possuindo limitações em relação à obtenção de imagens em alguns planos (Watson 



et al., 2004; Weytjens et al., 2006; Wasmeier et al., 2007). Os parâmetros avaliados pela 

ecocardiografia mostraram que os diâmetros sistólico e diastólico do ventrículo esquerdo 

estavam aumentados nos animais tratados com isoproterenol quando comparados aos 

animais controle, corroborando com os achados da morfometria. Em relação à fração de 

ejeção e função sistólica ventricular esquerda, os valores não indicaram alteração da função 

nos animais tratados com isoproterenol quando comparados com os do grupo controle. O 

curto período de duração do experimento, onde, provavelmente, os mecanismos 

compensatórios manteriam a função ventricular normal apesar de apresentarem severas 

alterações estruturais, poderiam explicar nossas observações. Estudo recente demonstrou 

que a administração crônica de isoproterenol a ratos promove dilatação e disfunção 

cardíacas sem insuficiência sistólica miocárdica intrínseca devido a um aumento da 

liberação de norepinefrina (Osadchii et al., 2007). Ademais, a localização predominante das 

lesões nos ápices dos corações, poderia, na fase precoce de análise, não refletir transtornos 

da ejeção e função sistólica ventricular esquerda. Devido a essas peculiaridades, o escore de 

mobilidade de parede foi usado como um índice adicional semiquantitativo da função 

miocárdica regional (Morgan et al., 2004). Hipocinesia ou acinesia nos segmentos apicais 

pôde ser observado nos corações dos animais tratados com isoproterenol em comparação 

com os controles. Essa observação confirma resultados anteriores de que o ápice cardíaco é 

a região mais acometida do coração onde predominam as lesões induzidas pelo 

isoproterenol (Rona et al., 1959). 

Além disso, corroboram com a ocorrência de disfunção cardíaca, as alterações individuais 

em cada componente do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina, na integrina e 

na laminina. A distrofina é o componente do complexo de glicoproteínas mais sensível à 

lesão miocárdica provocada pelo isoproterenol. A reduzida expressão ou colapso de γ-

sarcoglicana, β-dystroglicana, β1-integrina e laminina são considerados epifenômenos, ou 

seja, essas estruturas desempenharam um papel secundário no processo de miocitólise. 

Estudo recente utilizando amostras de biópsias miocárdicas de pacientes com insuficiência 

cardíaca mostrou alterações nas proteínas do citoesqueleto, e em particular que a falta da 

distrofina pode ser a via final para a disfunção contrátil na insuficiência cardíaca (Vatta et 



al., 2002). Estudo realizado em ratos demonstrou que a redução na expressão da distrofina e 

das sarcoglicanas desempenha um papel importante na patofisiologia da insuficiência 

cardíaca após infarto do miocárdio (Yoshida et al., 2003). Mais recentemente, um estudo 

usando hamsters com cardiomiopatia dilatada hereditária e corações humanos com 

cardiomiopatia dilatada mostraram que há uma estreita correlação entre a perda da 

distrofina e insuficiência cardíaca e que a perda da distrofina claramente precedeu a 

progressão da insuficiência cardíaca causada pela degradação dos cardiomiócitos (Toyo-

Oka et al., 2004). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 CONCLUSÃO 

Em sumário, a administração subcutânea de isoproterenol à ratos resulta na perda 

primária de distrofina, a estrutura mais sensível entre as proteínas do complexo de 

glicoproteínas associadas à distrofina que conecta a matriz extracelular ao citoesqueleto dos 

cardiomiócitos. A figura 18 mostra um diagrama esquemático representando a seqüencia de 

eventos observada: primeiro, a perda da distrofina e presença da actina sarcomérica, 

segundo, a perda da distrofina e graus variados de dissolução da actina sarcomérica e, 

terceiro, a perda da distrofina, da actina sarcomérica, e a redução da expressão da β-

distroglicana, da γ-sarcoglicana, da β1-integrina e da laminina α-2. Essas mudanças, 

relacionadas à injúria isquêmica, podem explicar as graves alterações na integridade 

estrutural do sarcolema dos cardiomiócitos e a lesão provocada pelo isoproterenol. 

Mecanismos compensatórios no curto período de nosso experimento poderiam manter a 

função cardíaca normal apesar das graves alterações morfológicas encontradas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Diagrama esquemático representando a seqüência de eventos observada: A) o complexo de 
glicoproteínas associadas à distrofina e as integrinas. A distrofina conecta a actina à proteína transmembrana 
distroglicana. A distroglicana liga-se à matriz extracelular através da laminina. As integrinas também ligam a 
actina à laminina. B-D) seqüencia de eventos observada. B) primeiro, a perda da distrofina e presença da actina 
sarcomérica. C) segundo, a perda da distrofina e graus variados de dissolução da actina sarcomérica. D) terceiro, 
a perda da distrofina, da actina sarcomérica, e redução da expressão da β-distroglicana, da γ-sarcoglicana, da β1-
integrina e da laminina α-2. 
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ANEXO A – Carta do Comitê de Ética 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO B – Reagentes e Soluções 

A) SOLUÇÃO DE NaCl 0,9% - SALINA 

Foram dissolvidos 9 g de NaCl em 1 litro de água destilada. 

B) PBS 

Foram dissolvidos 8,17 g de NaCl, 0,36g de fosfato de sódio monobásico, 1,05 g de 

fosfato de sódio dibásico e completado para um volume final de 1 litro com água destilada. 

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH 2M. 

C) SOLUÇÃO ÁLCOOL-ÁCIDO 

Foram misturados 99 ml de álcool 70% e 1 ml de ácido clorídrico concentrado. 

D) SOLUÇÃO EOSINA-FLOXINA 

Foram misturados 62,5 ml de solução estoque de eosina a 1%, 6,25% ml de solução 

estoque de floxina a 1% e 487,5% ml de ácido acético glacial. 

E) SOLUÇÃO PRÉ-INFILTRADORA 

Foram misturadas partes iguais de solução infiltradora e álcool 100%. 

F) SOLUÇÃO INFILTRADORA 

Foram misturados 100 ml de Historesin (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, 

Alemanha) e 1 g de Hardner (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha). 



G) SOLUÇÃO PARA INCLUSÃO 

Foram misturados 15 ml de solução infiltradora e 1 ml de Hardner II (Leica Instruments 

GmbH, Heidelberg, Alemanha). 

H) SOLUÇÃO AZUL DE TOLUIDINA 

Foram misturados 1 g de azul de toluidina e 1g de tetraborato de sódio a 100 ml de água 

destilada quente. A solução foi estocada, à temperatura ambiente, em frasco de vidro 

vedado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO C – Fixadores e Colorações 

A) FORMOL À 3,7% EM PBS 

Foram misturados 10 ml de formol a 3,7% e 90 ml de PBS para um volume final de 100 

ml. 

B) COLORAÇÃO DE HEMATOXILINA DE HARRIS 

As lâminas são deixadas na solução de hematoxilina por 5 a 8 segundos e lavadas com 2 

trocas de água corrente. Em seguida, são passadas pela água amoniacal por 30 segundos e 

lavadas com 2 trocas de água corrente. Por último, são desidratadas, diafanizadas e 

montadas. 

B) COLORAÇÃO HEMATOXILINA E EOSINA  

As lâminas foram desparafinizadas em série decrescente de álcoois e lavadas em água 

corrente. Em seguida, coradas pela Hematoxilina de Harris por 3-5 minutos. Lavadas em 

água corrente e diferenciadas em solução álcool ácido a 1% e lavadas por 15 minutos. 

Após, foram coradas em solução de eosina-floxina por 10 a 30 segundos e passadas em 

álcool 95% para a retirada do excesso de corante. As lâminas foram desidratadas, 

diafanizadas e montadas. 

C) COLORAÇÃO AZUL DE TOLUIDINA 

Os cortes foram cobertos com algumas gotas de solução corante por 3-5 minutos em 

platina aquecida à 55-60oC, lavados em água corrente e secos em platina aquecida. 


