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RESUMO 

Couto GK. Estudo da função em artérias de resistência de ratos pós-infarto do 
miocárdio. [Tese (doutorado em ciências)] São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo, 2012. 

Esta tese avaliou a função vascular em artérias de resistência do músculo 
esquelético (ARME) e coronárias (AC) septais de ratos com disfunção ventricular 
esquerda leve (LDV) e severa (SDV) pós-infarto do miocárdio (INF). Ratos Wistar 
foram submetidos à ligadura da AC descendente anterior, para indução do INF, ou à 
cirurgia fictícia (SHAM). Após 4 semanas, o grupo INF foi subdividido, baseado nas 
medidas hemodinâmicas, em:  INF LDV e INF SDV. Em seguida, as ARME e as AC 
septais foram montadas em miógrafo de arame. O relaxamento dependente do 
endotélio induzido pela acetilcolina (ACh) foi reduzido em ARME dos INF SDV e 
preservado nos INF LDV. Na AC septal dos INF SDV a resposta à ACh foi reduzida; 
enquanto que esta foi aumentada nos INF LDV. Por sua vez, o doador de óxido 
nítrico, nitroprussiato de sódio, teve seu relaxamento preservado em todas as 
artérias estudadas. Utilizando-se a sonda DAF-2 em cortes de AC septais, antes e 
após estimulação com ACh, detectou-se menor produção de óxido nítrico (NO) nos 
INF SDV; ao passo que nos INF LDV observou-se maior produção de NO. Na AC 
observou-se aumento das espécies reativas derivadas do oxigênio (EROs, 
utilizando-se a dihidroetidina) nos INF SDV e redução destas nos INF LDV. A 
incubação com os inibidores: L-NAME (inibidor da sintase de NO (NOS)); 7-NI 
(inibidor seletivo da NOS neuronal (nNOS)); ou LY294002 (inibidor da PI3-quinase); 
aboliu as diferenças no relaxamento à ACh entre as AC dos INF LDV e SHAM. 
Detectou-se maior expressão protéica da nNOS, da eNOS (NOS endotelial), e das 
isoformas da superóxido dismutase (SOD) na AC dos INF LDV em relação ao 
SHAM. Dessa forma, na AC dos INF SDV observa-se disfunção endotelial 
caracterizada pela redução da modulação nitrérgica associada ao estresse oxidativo; 
porém de forma inédita a AC dos INF LDV apresentaram ajustes compensatórios 
que levaram ao aumento da função endotelial devido à maior modulação nitrérgica, 
a qual decorreu de maior síntese (ativação da nNOS e da via PI3-
quinase/Akt/eNOS) e biodisponibilidade de NO (redução das EROs e aumento da 
defesa antioxidante mediada pela SOD). Perifericamente, somente observou-se 
disfunção endotelial na ARME dos INF SDV. Assim, pode-se concluir que a função 
nas ARME e nas AC é diferentemente modulada na dependência do estado da 
função cardíaca pós-infarto do miocárdio. 

Palavras-chaves: Artéria coronária. Artéria de resistência do músculo esquelético. 
Reatividade vascular. Infarto do miocárdio. Óxido nítrico. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Couto GK. Vascular resistance function in myocardial infarction rats. [PhD thesis 
(Science)] São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 
Paulo, 2012. 

This study assessed the reactivity in skeletal muscle resistance arteries (SMRA) and 
in septal coronary arteries (CA) from rats with slight (sliLVD) and severe (sevLVD) 
left ventricular dysfunction after myocardial infarction (MI). Male Wistar rats were 
submitted to CA ligation to produce MI or sham operation (SHAM). After 4 weeks, MI 
animals were subdivided according to hemodynamic parameters in: MI sliLVD and MI 
sevLVD. Afterwards, SMRA and the septal CA were mounted on a wire myograph. 
Acetylcholine (ACh)-induced endothelium-dependent relaxation was reduced in 
SMRA from MI sevLVD; but it was preserved in MI sliLVD. On the other hand, the 
relaxation to ACh was reduced in CA from MI sevLVD; while it was increased in MI 
sliLVD. The nitric oxide (NO) donor, sodium nitroprusside, relaxation was unchanged 
in all studied arteries. The NO production was analyzed by DAF-2 probe in septal CA 
before and after ACh stimulation. NO production was decreased in CA from MI 
sevLVD, while it was increased in MI sliLVD. Reactive oxygen species (ROS; 
measured by dihydroethidine) was increased in septal CA from MI sevLVD and it was 
reduced in MI sliLVD. The incubation with: L-NAME (NO synthase (NOS) inhibitor); 7-
NI (selective neuronal NOS (nNOS) inhibitor); or LY294002 (PI3-kinase inhibitor); 
abolished the differences in ACh-induced relaxation between septal AC from SHAM 
and MI sliLVD. nNOS, eNOS (endothelial NOS), and superoxide dismutase (SOD) 
isoforms protein expression was greater in CA from MI sliLVD as compared to 
SHAM. The present results suggest that septal CA from MI sevLVD present 
endothelium dysfunction characterized by reduced nitrergic modulation associated to 
oxidative stress.; however, for the first time, the present results show compensatory 
adjustment as increased nitrergic modulation, due to higher NO synthesis (nNOS and 
PI3-kinase/Akt/eNOS pathway activation) and bioavailability (reduction in ROS and 
increase in SOD antioxidant defense), in septal CA from MI sliLVD. Moreover, in the 
peripheral resistance arteries the endothelium dysfunction only was observed in 
SMRA from MI sevLVD. In conclusion, SMRA and CA function is differentially 
modulated on the dependency of the cardiac function after myocardial infarction. 

Key words: Coronary artery. Skeletal muscle resistance arteries. Vascular reactivity. 
Myocardial infarction. Nitric oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A principal função do sistema cardiovascular é fornecer fluxo sanguíneo para 

os tecidos de modo a atender as necessidades metabólicas dos mesmos (Opie, 

2004a). As pequenas artérias e arteríolas constituem o local do sistema circulatório 

de maior resistência periférica imposta ao fluxo sanguíneo e, esta maior resistência, 

em parte, é atribuída ao pequeno diâmetro destas artérias (Mulvany, Aalkjaer, 1990; 

Opie, 2004a). Esta resistência pode ser alterada, constantemente, pelo tônus do 

músculo liso vascular, que equivale ao balanço momentâneo entre as forças que 

induzem vasodilatação e vasoconstrição (Mulvany, Aalkjaer, 1990; Opie, 2004a). 

Assim, por meio de alterações dinâmicas do tônus do músculo liso vascular, as 

artérias coronárias e as artérias de resistência da musculatura esquelética ajustam, 

constantemente, o fluxo sanguíneo direcionado para as musculaturas cardíaca e 

esquelética, respectivamente.  

Vários são os fatores capazes de controlar o tônus vascular e, 

consequentemente, o fluxo sanguíneo para determinado território. Dentre estes 

fatores, destacam-se: o tônus miogênico; o controle metabólico; os fatores 

neurohumorais e o endotélio vascular (Delp, Laughlin, 1998; Feliciano, Henning, 

1999; Komaru et al., 2000; Segal, 2005). O endotélio é capaz de regular o tônus da 

célula de músculo liso vascular por meio da liberação de substâncias 

vasodilatadoras (EDRF), como óxido nítrico (NO); prostaciclina; e fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), e de substâncias vasoconstritoras 

(EDCF), como endotelina-1; prostaglandinas; angiotensina II; e espécies reativas 

derivadas do oxigênio (Vanhoutte, 1996; Gryglewski, 2005; Vanhoutte et al., 2009). 

Portanto, o endotélio contribui para a manutenção da homeostase circulatória por 

meio de um equilíbrio na liberação de EDRF e EDCF e, qualquer mudança neste 

equilíbrio, resulta em um processo conhecido como disfunção endotelial (Vanhoutte, 

1996; Gryglewski, 2005; Vanhoutte et al., 2009; Davel et al., 2011). 

Entre os fatores endoteliais derivados do endotélio, destaca-se o NO, o qual 

tem um papel crucial na regulação do tônus vascular (Palmer et al., 1987; Ignarro et 

al., 1987; Marín, Rodrigues-Martínez, 1995; Vanhoutte, 1996; Vanhoutte et al., 

2009). O NO é gerado pela sintase de óxido nítrico (NOS), a qual catalisa a 
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conversão do aminoácido L-arginina e o oxigênio molecular em NO e L-citrulina 

(Palmer et al., 1988; Marín, Rodríguez-Martínez, 1995; Alderton et al., 2001; 

Chatterjee et al., 2008; Fleming 2010; Förstermann, Sessa, 2011). Até o momento, 

foram descritos na parede vascular 3 isoformas da NOS: sintase de óxido nítrico 

neuronal (nNOS ou NOS I); sintase de óxido nítrico induzível (iNOS ou NOS II) e a 

sintase de óxido nítrico endotelial (eNOS ou NOS III) (Marín, Rodríguez-Martínez, 

1995; Alderton et al., 2001; Chatterjee et al., 2008; Fleming 2010; Förstermann, 

Sessa, 2011). A nNOS e a eNOS são expressas constitutivamente e a ativação 

destas enzimas, basicamente, é depende de Ca2+/ calmodulina, assim como por 

fosforilação dos sítios de ativação (Marín, Rodríguez-Martínez, 1995; Alderton et al., 

2001; Chatterjee et al., 2008; Fleming 2010; Förstermann, Sessa, 2011). Já a iNOS, 

geralmente, não é constitutivamente expressa nas células, no entanto a expressão 

desta enzima pode ser induzida por citocinas, endotoxinas, lipopolissacarídeos 

bacterianos e outros agentes. Depois de expressa, a iNOS é constantemente ativa, 

independente da concentração de cálcio intracelular (Marín, Rodríguez-Martínez, 

1995; Alderton et al., 2001; Chatterjee et al., 2008; Fleming 2010; Förstermann, 

Sessa, 2011). 

Em condições fisiológicas, a isoforma com maior atividade funcional nos 

vasos sanguíneos é a eNOS, a qual é principalmente expressa nas células 

endoteliais (Fleming 2010; Förstermann, Sessa, 2011); embora alguns trabalhos 

também atribuam o papel fisiológico da nNOS no controle do tônus vascular (Chen, 

Popel 2007; Seddon et al., 2009; Capettini et al., 2010). Conforme mencionado 

acima, com o aumento da concentração de cálcio intracelular, a atividade da eNOS 

aumenta. Desta forma, a tensão de cisalhamento, hormônios, peptídeos e/ ou neuro-

hormônios ligando-se a receptores específicos na membrana da célula endotelial, 

induzem aumento da concentração de cálcio intracelular, sendo, portanto, capazes 

de ativar a eNOS e aumentar a produção de NO (Palmer et al., 1988; Marín, 

Rodrigues-Martízes, 1995; Vanhoutte et al., 2009; Föstermann 2010; Michel, 

Vanhoutte, 2010).  

Estes mesmos estímulos mecânicos e/ou hormonais, nas células endoteliais, 

também podem regular a atividade da eNOS via fosforilação de resíduos de serina 

(Ser), treonina (Thr) e tirosina (Tyr) (Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999; Fulton 
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et al., 1999; Gallis et al., 1999; Boo et al., 2002; Michell et al., 2001, 2002; Fleming et 

al., 2001; 2010; Föstermann 2010), tal como demonstrado na figura 1.  

 

Figura 1 - Regulação da eNOS por fosforilação.  

      

 

Representação esquemática dos sítios de fosforilação da eNOS, assim como as consequências da 
ativação destes sítios na atividade da eNOS. Setas verdes representam ativação da eNOS; setas 
vermelhas representam inibição da eNOS; setas cinzas representam nenhum efeito direto sobre a 
atividade da eNOS. Os números referem-se à sequência humana. 
Fonte: modificado de Fleming, 2010. 

 

Existem numerosos sítios de fosforilação da eNOS (figura 1), no entanto, 

dentre estes sítios, as consequências funcionais da fosforilação dos resíduos de 

Ser1177 e Thr495 são as mais conhecidas (Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999; 

Fulton et al., 1999; Gallis et al., 1999; Fleming et al., 2001; Michell et al., 2001; 

Fleming 2010; Föstermann 2010). A fosforilação em Ser1177 aumenta a atividade 

da eNOS, aumentando, assim, a produção de NO (Chen et al., 1999; Dimmeler et 

al., 1999; Fulton et al., 1999; Gallis et al., 1999; Michell et al., 2001; Fleming 2010; 

Föstermann 2010). Após estímulo mecânico e/ou hormonal nas células endoteliais, 

várias proteínas quinases estão envolvidas na fosforilação da eNOS em Ser1177, 

tais como proteína quinase B/ Akt; proteína quinase ativada por AMP (AMPK); 

proteína quinase A (PKA); e proteína quinase dependente de Ca2+/ calmodulina II 

(CaMKII) (Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999; Gallis et al., 
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1999; Michell et al., 2001; Fleming 2010; Föstermann 2010). Por outro lado, a 

fosforilação no resíduo Thr495 da eNOS diminui a atividade desta enzima. Este 

resíduo de Thr495 está fosforilado na ausência de estímulo, provavelmente via 

proteína quinase C (PKC) (Fleming et al., 2001; Michell et al., 2001; Fleming 2010; 

Föstermann 2010).  

Depois de sintetizado nas células endoteliais, o NO se difunde para as células 

de músculo liso vascular e induz relaxamento nestas células (Rapopport, Murad, 

1983; Marín, Rodrigues-Martízes, 1995; Lincoln et al., 2001; Vanhoutte et al., 2009). 

A principal ação do NO, nas células de músculo liso vascular, ocorre via ativação da 

guanilato ciclase solúvel (GCs), com consequente aumento da concentração 

intracelular de GMP cíclico (GMPc) (Rapoport, Murad, 1983; Marín, Rodrigues-

Martízes, 1995; Lincoln et al., 2001; Vanhoutte et al., 2009). O GMPc, por sua vez, 

promove redução da concentração intracelular de cálcio, tanto por recapturar cálcio 

para o retículo sarcoplasmático como via extrusão de cálcio para o meio extracelular 

(Cornwell et al., 1991; Furukawa et al., 1991; Rembold, 1992; Marín, Rodrigues-

Martízes, 1995; Lincoln et al., 2001). Além disso, o GMPc diminui o influxo de cálcio 

por reduzir a probabilidade de abertura dos canais para cálcio na membrana do 

músculo liso vascular, assim como reduz a afinidade de proteínas contráteis ao 

cálcio (Tare et al., 1990; McDaniel et al., 1992; Rembold, 1992; Lincoln et al., 2001). 

Por outro lado, o NO, via ação direta ou via ativação de GMPc, também é capaz de 

induzir hiperpolarização do músculo liso vascular, tanto por aumentar a 

probabilidade de abertura de canais para potássio sensível ao cálcio, como por 

ativar a Na+/ K+ ATPase (Tare et al., 1990; Bolotina et al., 1994; Gupta et al., 1994; 

Lincoln et al., 2001).  

Além da importante ação vasodilatadora, o NO previne a adesão e agregação 

plaquetária; inibe a adesão e migração de leucócitos; inibe a proliferação das células 

de músculo liso vascular; limita a oxidação do LDL; estimula a angiogênese; e 

diminui a expressão de genes pró-inflamatórios, os quais estão aumentados na 

aterosclerose (Marín, Rodrigues-Martízes, 1995; Moncada, Higgs, 2006; Vanhoutte 

et al., 2009; Michel, Vanhoutte, 2010). Sendo assim, o NO endotelial é 

fisiologicamente importante na manutenção da homeostase vascular.  
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Pesquisas realizadas demonstram a presença de disfunção endotelial, 

caracterizada por redução da modulação nitrérgica, em artérias de pacientes com 

doenças cardiovasculares, tais como hipertensão; diabetes; infarto do miocárdio; e 

insuficiência cardíaca (Kubo et al., 1991; Panza et al., 1993; Cosentino, Lüscher, 

1998; Guazzi et al., 2009; Vanhoutte et al., 2009; Davel et al., 2011).   

No Brasil, a taxa de mortalidade devido às doenças do sistema cardiovascular 

corresponde a 30% da mortalidade geral e, dentre as doenças cardiovasculares, o 

infarto do miocárdio é responsável por 24% da mortalidade (Sistema de informação 

de mortalidade, DATASUS do Ministério da Saúde, 2008). De acordo com o estudo 

“Heart Disease and Stroke Statistics-2010 update” realizado nos Estados Unidos e 

coordenado pela American Heart Association, 33% dos homens e 43% das 

mulheres, com idade acima de 40 anos e que sobreviveram após um infarto do 

miocárdio, irão morrer dentro de 5 anos. Além disso, também foi estimado que 7% 

dos homens e 12% das mulheres desenvolverão sinais e sintomas de insuficiência 

cardíaca.  

O infarto do miocárdio ocorre quando uma isquemia prolongada leva a um 

dano irreversível na célula miocárdica com consequente necrose (Opie, 2004b; 

Antman, Braunwald, 2005; Amin, 2006; Gheorghiade, Forarow, 2007; White, Chew, 

2008). Na maioria dos casos, o infarto do miocárdio é resultante de processo 

aterosclerótico (Burke et al., 1997; Opie, 2004b; Antman, Braunwald, 2005; Amin, 

2006; White, Chew 2008); porém; também pode ser decorrente de outros processos 

patológicos não-aterogênicos que acometem as artérias coronárias e resultam em 

infarto, tais como a arterite e a trombose coronariana; oclusão coronariana por 

êmbolo; anomalias congênitas da artéria coronária; espasmo coronariano; além de 

causas hematológicas como trombocitose; coagulação intravascular disseminada; 

hipercoagubilidade; complicações do cateterismo cardíaco; e o abuso de cocaína 

(Tun, Khan, 2001; Opie 2004b; Antman, Braunwald, 2005; White, Chew 2008).  

Após a oclusão da artéria coronária, os miócitos supridos por esta artéria 

imediatamente perdem a capacidade contrátil, podendo apresentar áreas de 

dissincronismo, hipocinesia, acinesia e discinesia (Opie, 2004b; Antman, Braunwald, 

2005). Já o miocárdio não-infartado apresenta uma hipercinesia como resultado de 

mecanismos agudos de compensação, tais como ativação do sistema nervoso 
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simpático e do mecanismo de Frank-Starling (McAlpine et al., 1988; Cleland et al., 

1996; Schrier, Abraham, 1999; Francis et al., 2001; Gaballa, Goldman, 2002; Opie, 

2004b; Antman, Braunwald; 2005; Babick, Dhalla, 2007). Além do mais, em 

decorrência do infarto do miocárdio, também se observa remodelamento cardíaco 

caracterizado por hipertrofia do miocárdio não-infartado (Cleland et al., 1996; Opie, 

2004b; Antman, Braunwald, 2005; Babick, Dhalla, 2007). No entanto, estes 

mecanismos de compensação possuem uma finita capacidade de sustentar a função 

cardíaca e, se o miocárdio remanescente não sustentar a hemodinâmica dentro de 

limites normais, os pacientes podem desenvolver insuficiência cardíaca (Opie, 

2004b; Antman, Braunwald, 2005; Babick, Dhalla, 2007).  

O prognóstico de pacientes infartados depende de diversos fatores, dentre 

estes, pode-se citar a presença de circulação coronariana colateral e o tamanho da 

área infartada, assim como da presença de fatores de risco, tais como, 

envelhecimento, hipertensão arterial e diabetes (Amir et al., 2006; White, Chew, 

2008; Guazzi et al., 2009). Além disso, a presença de disfunção endotelial também 

pode ser considerada um importante fator envolvido no agravamento do prognóstico 

após o infarto do miocárdio (Amir et al., 2006; Guazzi et al., 2009). Neste sentido, foi 

observado que, após o infarto do miocárdio, alguns pacientes apresentavam 

disfunção endotelial, caracterizada pela redução da dilatação mediada pelo fluxo na 

artéria braquial; enquanto que, em outros pacientes infartados, este relaxamento era 

preservado (Amir et al., 2006; Guazzi et al., 2009). Nestes trabalhos, a presença de 

disfunção endotelial nos pacientes infartados estava associada a um pior 

prognóstico, como infarto do miocárdio recorrente e insuficiência cardíaca (Amir et 

al., 2006; Guazzi et al., 2009). Baseados em tais fatos expostos acima, torna-se de 

fundamental importância o melhor entendimento dos ajustes da função vascular e os 

possíveis mecanismos envolvidos nas alterações vasculares observadas após o 

infarto do miocárdio. 

Experimentalmente, as repercussões cardíacas e vasculares decorrentes do 

infarto do miocárdio podem ser estudadas no modelo de oclusão cirúrgica 

permanente de ramos da artéria coronária em ratos (Pfeffer et al., 1979; Mill et al., 

1990; Francis et al., 2001; Gaballa, Goldman, 2002; dos Santos et al., 2010). Pfeffer 

e colaboradores (1979) foram os primeiros pesquisadores a caracterizar a função 
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cardíaca neste modelo experimental. Estes pesquisadores observaram que o 

desempenho cardíaco após o infarto do miocárdio em ratos está na dependência do 

tamanho da área de infartada, e somente os animais com grandes áreas de infarto 

(45-59% da circunferência do ventrículo esquerdo) apresentaram hipertrofia 

ventricular direita; aumento da pressão diastólica final do ventrículo esquerdo; e 

redução do débito cardíaco, características estas presentes na insuficiência 

cardíaca. Um aspecto importante deste modelo experimental é que quaisquer que 

sejam as disfunções que surjam após o infarto, elas serão sempre reflexo da 

oclusão aguda da artéria coronariana, sem qualquer interferência de outros fatores 

de risco associados, como aterosclerose, hipercolesterolemia, diabetes ou 

hipertensão arterial. 

Neste modelo experimental, a maioria dos estudos avalia a função vascular 

após a instalação da insuficiência cardíaca e, nestes trabalhos, o que se observa é a 

presença de disfunção endotelial, caracterizada por redução da modulação 

nitrérgica, em vasos de condutância, como a aorta (Teerlink et al., 1993; 

Bauersaches et al., 1999; 2001; 2002; Indik et al., 2001; Gschwend et al., 2003; 

Schäfer et al., 2003; 2004; Thai et al., 2007; Fraccarollo et al., 2008). Esta redução 

da modulação nitrérgica está associada à menor síntese de NO, em decorrência da 

redução da expressão e/ou atividade da eNOS (Schäfer et al., 2004; Fraccarollo et 

al., 2008). Além disso, pesquisas realizadas demonstram que, neste mesmo modelo 

experimental, a redução da modulação nitrérgica também pode ser decorrente de 

redução da biodisponibilidade do NO, devido ao aumento da produção e/ ou menor 

degradação de espécies reativas derivadas do oxigênio, principalmente o ânion 

superóxido (Bauersaches et al., 1999; 2001; 2002; Indik et al., 2001; Schäfer et al., 

2004; Fraccarollo et al., 2008).  

O ânion superóxido reage rapidamente com o NO levando a formação de um 

potente oxidante, o peróxido nitrito, e, deste modo, reduz a biodisponibilidade do NO 

(Rubany, Vanhoutte, 1986; Beckman et al., 1990; Padmaja, Huie, 1993; Marín, 

Rodrigues-Martízes, 1995; Thomas et al., 2008; Föstermann 2010). Várias enzimas 

são capazes de liberar elétrons, os quais podem reduzir o oxigênio molecular, 

levando a formação do ânion superóxido, tais como: NAD(P)H oxidase; xantina 

oxidase; enzimas da cadeia respiratória da mitocôndria; e eNOS desacoplada 
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(Thomas et al., 2008; Föstermann 2010). Por outro lado, a inativação dos radicais 

livres é feita por sistemas enzimáticos eficientes, tais como: glutationa peroxidase; 

catalase; e superóxido dismutase (SOD) (Thomas et al., 2008; Föstermann 2010; 

Fukai, Ushio-Fukai et al., 2011). Dentre estas enzimas antioxidantes, a SOD tem um 

papel crucial na defesa antioxidante, uma vez que esta enzima cataliza a 

dismutação do ânion superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio, sendo 

assim, o maior sistema de defesa antioxidante contra o ânion superóxido (Thomas et 

al., 2008; Förstermann, 2010; Fukai, Ushio-Fukai et al., 2011). A SOD consiste em 3 

isoformas: 1) Cu/Zn-SOD ou SOD-1, a qual está presente no citosol; 2) Mn-SOD ou 

SOD-2, a qual está presente nas mitocôndrias; e 3) SOD extracelular (EC-SOD) ou 

SOD-3 (Thomas et al., 2008; Förstermann, 2010; Fukai, Ushio-Fukai et al., 2011). 

Na aorta de ratos infartados por oclusão permanente da artéria coronária, há 

relatos de que o aumento da geração de ânion superóxido é proveniente da 

NAD(P)H oxidase (Bauersachs et al., 1999; 2002) e/ ou devido à redução da defesa 

antioxidante, por exemplo, por redução da atividade da SOD (Indik et al., 2001).  

Um fato interessante é que a presença de disfunção endotelial na aorta de 

ratos infartados parece depender do tempo após o infarto do miocárdio (Teerlink et 

al., 1993). Neste sentido, Teerlink e colaboradores (1993) observaram que, após 1 

semana do infarto, os anéis de aorta não demonstraram evidências de disfunção 

endotelial, apesar dos animais já apresentarem hemodinâmica ventricular 

comprometida; entretanto progressiva disfunção endotelial foi observada após 4 e 16 

semanas de infarto quando comparado aos ratos controle (Teerlink et al., 1993). 

Estes pesquisadores concluíram que a disfunção endotelial é um processo 

progressivo e dependente do tempo, apresentando menor papel em estágios iniciais 

após o infarto e que, na aorta, a disfunção endotelial não é resultado direto de 

disfunção na hemodinâmica ventricular (Teerlink et al., 1993).  

Por outro lado, existem relatos na literatura de que, após o infarto do 

miocárdio em ratos, as artérias apresentam ajustes vasculares diferentes na 

dependência da área de infarto, assim como do estado da função cardíaca pós-

infarto (Thomas et al., 1998; Gschwend et al., 2003; Pereira et al., 2005).  

Gschwend e colaboradores (2003) demonstraram que a disfunção endotelial 

na aorta de ratos infartados somente esteve presente nos animais com grandes 
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áreas de infarto e, portanto, com sinais de falência cardíaca. Ao passo que, na aorta 

dos animais com pequenas áreas de infarto e com hemodinâmica ventricular similar 

aos controles, o relaxamento dependente do endotélio estava aumentado quando 

comparado às artérias dos animais controles (Gschwend et al., 2003). Este trabalho 

sugere que a presença de disfunção endotelial na aorta de ratos infartados está na 

dependência da área de infarto e, portanto, da severidade da doença após o infarto 

do miocárdio.  

Além disso, Pereira e colaboradores (2005) observaram que função no leito 

arterial caudal de ratos estava diferentemente modulada nos animais infartados com 

e sem sinais de insuficiência cardíaca e, portanto, com diferentes estágios de 

disfunção ventricular pós-infarto. Neste trabalho, estes pesquisadores demonstraram 

que, 4 semanas após o infarto do miocárdio em ratos, alguns animais apresentavam 

sinais de insuficiência cardíaca enquanto que outros não, apesar de apresentarem a 

mesma área de infarto (Pereira et al., 2005). Estes autores, por sua vez, observaram 

a presença de disfunção endotelial somente no leito arterial caudal de ratos 

infartados sem sinais de insuficiência cardíaca (Pereira et al., 2005). Já no leito 

caudal dos animais infartados com sinais de insuficiência cardíaca, a modulação 

endotelial estava aumentada, o que sugere a possível presença de mecanismos 

compensatórios para a redução do débito cardíaco e da perfusão tecidual na 

insuficiência cardíaca (Pereira et al., 2005). A presença de disfunção endotelial em 

animais infartados, sem sinais de insuficiência cardíaca, também foi observada em 

artérias do músculo esquelético de ratos infartados, com pequenas e médias áreas 

de infarto (Thomas et al., 1998).  

Baseado no exposto acima, conclui-se que a função vascular pode estar 

diferentemente modulada de acordo com o tempo, a área de infarto e a severidade 

da doença após o infarto do miocárdio. No entanto, ainda há muito a ser esclarecido 

sobre as repercussões vasculares pós-infarto e as possíveis implicações destas 

alterações no desenvolvimento e/ou manutenção da falência cardíaca após o infarto 

do miocárdio.  

Dentre os vasos sanguíneos, o estudo das alterações funcionais em artérias 

de resistência após o infarto do miocárdio é imprescindível, uma vez que estas 

artérias são responsáveis pelo controle do fluxo sanguíneo e, consequentemente, 
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pela redistribuição do débito cardíaco, o qual pode estar reduzido após o infarto do 

miocárdio. No entanto, diferente do observado na aorta de ratos infartados, ainda 

não é consenso na literatura a presença de disfunção endotelial em vasos de 

resistência após o infarto do miocárdio. Neste sentido, tem-se demonstrado que o 

relaxamento dependente do endotélio pode estar reduzido (Thuillez et al., 1995; 

Mulder et al., 1995; 1996; Didion, Mayham, 1997; Gaballa, Goldman, 1999; Varin et 

al., 1999; 2000; Wang et al., 2010) ou inalterado (Baggia et al., 1997; Prior et al., 

1998; Trautner et al., 2006; Xu et al., 2007) em artérias de resistência do leito 

mesentérico e muscular esquelético. Essa discrepância de relatos da literatura pode 

ser devido às distintas fases da disfunção cardíaca pós-infarto do miocárdio em 

ratos. 

Em meio às artérias de resistência, o estudo da função vascular em artérias 

de resistência da musculatura esquelética após o infarto do miocárdio merece 

atenção, pois um aumento do tônus destas artérias poderia contribuir para o 

aumento da resistência periférica total e, assim, aumentar a pós-carga contra a qual 

o coração, previamente prejudicado em decorrência do infarto, terá que ejetar 

sangue. Além disso, já é bem descrito que os pacientes com insuficiência cardíaca 

apresentam fadiga muscular esquelética nos membros, a qual é mais claramente 

demonstrada em resposta ao aumento dos níveis de esforço, como durante uma 

atividade física. Esta fadiga, em parte, é atribuída à redução do fluxo sanguíneo para 

a musculatura esquelética durante o exercício (Wilson et al., 1984; Minotti et al., 

1991; Duscha et al., 2008; Negrão, Middlekauff, 2008). Sendo assim, um aumento 

no tônus das artérias que irrigam a musculatura esquelética pode prejudicar o fluxo 

para a região esquelética agravando a fadiga muscular observada após a falência 

cardíaca. 

Até o presente momento, existe um número limitado de trabalhos que avaliam 

a função endotelial em arteríolas do leito muscular esquelético de ratos infartados 

após oclusão permanente da artéria coronária e, nestes trabalhos, foi observado que 

o relaxamento dependente do endotélio está reduzido (Mulder et al., 1996; Didion, 

Mayham, 1997; Gaballa, Goldman, 1999; Varin et al., 1999; 2000).  

Além das artérias de resistência do leito muscular esquelético, o estudo das 

artérias coronárias após o infarto do miocárdio também merece atenção, uma vez 
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que estas artérias são as responsáveis pela nutrição dos miócitos não-infartados, os 

quais se encontram hipertrofiados após o infarto. Deste modo, o aumento no tônus 

das artérias coronárias que irrigam os miócitos não-infartados poderia contribuir para 

a redução do fluxo sanguíneo coronariano e, consequentemente, reduzir a demanda 

de nutrientes para o miocárdio, o que poderia agravar o estado contrátil dos miócitos 

remanescentes e, portanto, agravar, ainda mais, o desempenho cardíaco após o 

infarto do miocárdio.  

Atualmente os relatos sobre a função coronariana após o infarto do miocárdio 

em ratos ainda são escassos e imprecisos (Berges et al., 2005; Ueda et al., 2005). 

Segundo Ueda e colaboradores (2005), o relaxamento mediado pelo fluxo nas 

artérias coronárias não está alterado; porém, estes autores observaram que, 

enquanto no animal controle este relaxamento era principalmente mediado pelo NO, 

nos animais infartados este relaxamento era principalmente mediado pelo EDHF. 

Estes resultados sugerem que, em arteríolas coronárias de ratos com infarto do 

miocárdio, o EDHF pode compensar a perda de NO mediando o relaxamento 

quando estimulado via estresse de cisalhamento (Ueda et al., 2005). Já Berges e 

colaboradores (2005), através da perfusão do coração pela técnica de Langerdoff, 

descreveram a presença de disfunção endotelial nas artérias coronárias de ratos, 

uma semana após o infarto do miocárdio.  

Com base no exposto acima, pode-se inferir que ainda há muito a ser 

esclarecido sobre as repercussões vasculares pós-infarto, principalmente em 

artérias de resistência do leio muscular esquelético e coronariano, e as possíveis 

implicações destas alterações vasculares no desenvolvimento e/ ou manutenção da 

falência cardíaca pós-infarto do miocárdio.  

Sabendo que, após o infarto do miocárdio em ratos induzido por oclusão da 

artéria coronária, observam-se animais com disfunção ventricular em distintos graus 

de severidade, a hipótese da presente tese é que a função vascular nas artérias de 

resistência do leito muscular esquelético e coronariano está diferentemente alterada 

na dependência da severidade da doença após o infarto do miocárdio.  



25 

 

 

 

2 OBJETIVO  

 

A presente tese tem como objetivo geral avaliar a função vascular em 

artérias de resistência do leito muscular esquelético e em artérias coronárias septais 

de ratos com disfunção ventricular esquerda leve e severa após o infarto do 

miocárdio.  



26 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais experimentais 

 

Foram utilizados ratos Wistar com idade entre 2 e 3 meses, pesando 280 ± 20 

g, provenientes do biotério de criação do Departamento de Fisiologia e Biofísica do 

ICB/ USP, os quais foram mantidos no biotério de manutenção do Departamento de 

Fisiologia e Biofísica do ICB/ USP, em gaiolas, sob condições controle de 

temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso à água e à 

alimentação.  

Os presentes protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética do Instituto de 

Ciências Biomédicas da USP (Protocolo registrado sob n0 114 nas fls. 51 do livro 2). 

 

3.2 Obtenção dos modelos experimentais 

 

Para a indução do infarto, os ratos foram anestesiados com solução contendo 

quetamina e xilazina (50 e 10 mg/ Kg, respectivamente; i.p.). Em seguida, foi feita 

toracotomia do lado esquerdo, entre o terceiro e quarto espaço intercostal. O 

músculo peitoral foi separado e as costelas expostas. O coração foi gentilmente 

exteriorizado e a artéria coronariana descendente anterior foi ligada, 

aproximadamente, a 3 mm distal à sua origem através do uso do fio mononylon 6.0 

(Pfeffer et al., 1979). Por meio de tal procedimento, obtiveram-se infartos 

transmurais, caracterizados por necrose isquêmica envolvendo toda, ou quase toda, 

a espessura da parede ventricular na distribuição de uma única artéria coronária 

(Antman, Braunwald, 2005). Posteriormente, o coração foi recolocado no lugar de 

origem e o tórax foi rapidamente fechado. O grupo sham passou pelas mesmas 

etapas descritas acima, com exceção da ligadura da artéria coronariana.  

Quatro semanas após a cirurgia, os ratos foram divididos em 3 grupos. 

Baseado no procedimento cirúrgico, os animais foram classificados em grupo sham 

(SHAM) ou grupo infarto (INF), e, de acordo com as medidas hemodinâmicas, o 

grupo INF foi classificado em grupo INF com leve disfunção ventricular esquerda 

(INF LDV) e grupo INF com severa disfunção ventricular esquerda (INF SDV). Os 
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animais foram classificados no grupo INF SDV quando apresentaram pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo superior ou igual a 20 mmHg; derivada de 

pressão pelo tempo positiva (dP/dt +) inferior ou igual a 5000 mmHg/ s e derivada de 

pressão pelo tempo negativa (dP/dt -) superior ou igual a -4000 mmHg/ s. 

 

3.3 Medidas hemodinâmicas 

 

Os animais foram anestesiados com uretana (1,6 mg/ Kg; i.p.) e submetidos à 

canulação da artéria carótida direita para realização das medidas hemodinâmicas do 

ventrículo esquerdo. Para tal, foi utilizado cateter de polietileno (PE-50) preenchido 

com solução salina heparinizada a temperatura ambiente (100U/ mL), o qual, após 

canulação da artéria, foi conectado ao transdutor de pressão (TRA 021, PanLab, 

Espanha), ligado, por sua vez, ao amplificador (ML224 Quad Bridge Amp, 

ADInstruments, New South Wales, Austrália), o qual estava acoplado ao sistema de 

aquisição de dados digital (PowerLab, ADInstruments, New South Wales, Austrália) 

para aquisição dos registros hemodinâmicos. A frequência de amostragem utilizada 

para aquisição dos registros foi de 1K/ s.  

A frequência cardíaca (FC) foi calculada a partir do registro da pressão arterial 

pulsátil. Os valores de pressão sistólica e diastólica final do ventrículo esquerdo, 

assim como a dP/dt + e dP/dt - foram coletados após estabilização do cateter dentro 

do ventrículo esquerdo. A análise destes parâmetros foi realizada utilizando um 

programa para análise de medidas hemodinâmicas (Blood Pressure Module, Chart 5 

for Windons, ADInstruments, New South Wales, Austrália). 

Após as medidas hemodinâmicas, os animais foram mortos e o coração 

retirado para remoção e isolamento da artéria coronária septal. Além disso, as 

artérias de resistência do leito muscular esquelético foram isoladas da pata traseira. 

Os pulmões e o fígado também foram retirados para avaliação de congestão 

pulmonar e hepática, respectivamente. 
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3.4 Avaliação de hipertrofia cardíaca e da área de infarto 

  

Os índices de hipertrofia dos ventrículos direito e esquerdo foram inferidos a 

partir da razão entre os pesos úmidos dos respectivos ventrículos sobre o 

comprimento da tíbia. Assim, após a retirada do coração da cavidade torácica, o 

mesmo foi lavado em solução de Krebs-Henseleit. Em seguida, os átrios foram 

separados dos ventrículos e a parede livre do ventrículo direito foi separada do 

ventrículo esquerdo e do septo interventricular. Os ventrículos foram pesados na 

balança analítica (BEL Equipamentos Analíticos Ltda., São Paulo, Brasil) para 

posteriormente calcular o índice de hipertrofia cardíaca. Cabe ressaltar que, o valor 

do peso do septo interventricular foi adicionado ao valor do ventrículo esquerdo. 

Após o isolamento da artéria coronária septal e a avaliação da hipertrofia 

cardíaca, foi feita a quantificação da área de infarto. Para tal, a área infartada do 

ventrículo esquerdo foi separada do restante do coração e, posteriormente, ambas 

as fatias foram escaneadas e quantificadas utilizando o programa Image J 1,4g 

(Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA). A área de infarto foi expressa 

como porcentagem da área total do ventrículo esquerdo e septo interventricular (Mill 

et al., 1990). Os corações com área de infarto inferior a 20% ou superior a 50% 

foram descartados da presente tese.    

 

3.5 Avaliação de congestão pulmonar e de congestão hepática 

 

Uma das características clínicas que marca a insuficiência cardíaca 

congestiva é a retenção de líquidos no pulmão e no fígado (Givertz et al., 2005). Na 

presente tese, a presença de congestão pulmonar e hepática foi inferida pelo teor de 

água (% água) presente nestes órgãos (Flumignan et al., 2006).  

Para tal, após o sacrifício dos animais, o pulmão e o fígado foram coletados, 

lavados em salina e pesados em balança analítica (BEL Equipamentos Analíticos 

Ltda, São Paulo, Brasil). Este valor corresponde ao peso úmido (PU) do órgão. Em 

seguida, estes órgãos foram colocados em estufa (modelo EL 1,0, Marte, São Paulo, 

Brasil) a 50 °C por 48 horas. Posteriormente, estes órgãos foram novamente 

pesados para obtenção do peso seco (PS). Cabe ressaltar que, após as 48 horas, 
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estes tecidos eram novamente pesados, diariamente, até que não houvesse 

variação nos valores do peso seco. De posse dos valores de PU e PS, foi possível 

calcular o teor de água (% água) presente nestes órgãos, utilizando a seguinte 

fórmula (Flumignan et al., 2006):  

   % água: [(PU – PS)/PU] x 100  

 

3.6 Metodologia empregada para estudo de reatividade em artérias coronárias 

septais e em artérias de resistência do leito muscular esquelético de ratos 

 

Para o estudo da reatividade nas artérias propostas na presente tese, foi 

utilizado o método descrito inicialmente por Mulvany e Halpern (1977). 

Primeiramente, a artéria coronária localizada no septo interventricular (Lynch et al., 

2006) e os terceiros ramos da artéria femoral (Sun et al., 1994; Trautner et al., 2006) 

foram dissecados e isolados com auxílio de lupa (Nikon SMZ 645, Melvile, New 

York, EUA). Após estarem livres do tecido conectivo, os mesmos foram colocados 

em uma placa de petri contendo solução de Krebs-Henseleit a 4º C (composição em 

mM: NaCl 118; KCl 4,7; NaHCO3 25; CaCl2.2H2O 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4.7H2O 1,2; 

EDTA 0,01 e glicose 11). Posteriormente, as artérias foram cortadas em segmentos 

de 1,5 - 2,0 mm de comprimento com o auxílio de lupa. Dois fios de tungstênio (40 

μm de diâmetro) foram inseridos no lúmen das artérias e montados em miógrafo 

para estudos de tensão isométrica (Danish Myo Tech, Modelo 610M, JP-Trading I/S, 

Aarhus, Dinamarca). Este miógrafo, por sua vez, estava conectado ao sistema para 

aquisição de dados (PowerLab/ 8SP, ADinstruments, Austrália) e este, ao 

computador (PC Pentium).  

 

3.6.1 Normalização das artérias coronárias septais e das artérias de músculo 

esquelético de ratos  

 

Após um período de estabilização de 15 minutos em solução de Krebs-

Henseleit (pH 7,4, a 37 C), as artérias foram estiradas a uma tensão de repouso 

considerada ótima em relação ao seu diâmetro interno. Para isso, em cada 

segmento arterial a relação tensão: diâmetro interno foi calculada e foi determinada 
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a circunferência interna correspondente a uma pressão transmural de 100 mmHg 

para um vaso relaxado in situ (L100) (Mulvany, Halpern, 1977). Para a realização dos 

experimentos, as artérias foram mantidas com uma circunferência interna L1, 

calculada por meio da fórmula L1 = 0,90 x L100, na qual o desenvolvimento de força é 

máximo, como previamente descrito por Mulvany e Halpern (1977). O diâmetro 

luminar efetivo (l1) foi determinado de acordo com a equação l1 = L1/, utilizando o 

programa específico para normalização de artérias de resistência (DMT 

Normalization Module, ADInstruments, Austrália).   

Depois do processo de normalização, foram aguardados 30 minutos e, em 

seguida, as artérias foram contraídas com cloreto de potássio (KCl, 120 mM), para 

avaliação da integridade funcional das mesmas. A administração de KCl repetiu-se 

por mais duas vezes, com intervalo de 15 minutos entre cada administração, até 

alcançar uma estabilidade na resposta de despolarização do músculo liso ao KCl. 

Em ambas as artérias, a média dos dois últimos valores de contração 

mediado por 120 mM de KCl foi utilizado para avaliar a integridade da maquinaria 

contrátil. Cabe ressaltar que as artérias, cujas contrações ao KCl foram menores do 

que 1 mN/ mm, foram excluídas dos estudos de reatividade vascular. 

 

3.6.2 Protocolo experimental para artérias coronárias septais e artérias de 

resistência do leito muscular esquelético de ratos 

 

3.6.2.1 Avaliação da resposta de relaxamento dependente e independente do 

endotélio  

 

Após 30 minutos da última contração induzida pelo KCl (120 mM), foram 

avaliadas as respostas de relaxamento e, para isso, inicialmente os anéis arteriais 

foram pré-contraídos com um mimético do tromboxano A2 (TxA2), o U46619, em 

uma concentração capaz de induzir entre 80 a 120% da resposta contrátil induzida 

pelo KCl (120 mM).  

Para avaliar o relaxamento dependente do endotélio, foram realizadas curvas 

concentração-resposta, cumulativas, ao agonista muscarínico acetilcolina (ACh;    
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10-10 a 10-4 M). Já o relaxamento independente do endotélio foi avaliado pelo 

relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS; 10-10 a 10-4M). 

Cabe ressaltar que as artérias coronárias com relaxamento à acetilcolina 

inferior a 50% e as artérias de resistência do músculo esquelético com relaxamento 

inferior a 80% foram excluídas dos estudos de reatividade vascular. Desta forma, 

todas as artérias utilizadas nos experimentos de reatividade vascular apresentaram 

endotélio intacto.  

 

3.6.2.2 Avaliação da resposta de relaxamento induzido pela estimulação dos 

receptores β-adrenérgicos e pelo ativador da adenilato ciclase  

 

Em outro grupo de anéis arteriais, após avaliação da integridade endotelial 

seguida de uma estabilização de 30 minutos em solução de Krebs, foi avaliado o 

relaxamento induzido pela estimulação dos receptores -adrenérgicos, por meio de 

uma curva concentração-resposta, cumulativa, ao isoproterenol (10-10 a 3x10-5 M) 

em anéis previamente contraídos com U46619.  

Cabe ressaltar que, para avaliar a resposta vasodilatadora mediada pelo 

isoproterenol, os anéis arteriais foram previamente incubados com fentolamina (10-5 

M), um antagonista dos receptores α1- e α2-adrenérgicos, por 30 minutos. Este 

bloqueio dos receptores α-adrenérgicos foi necessário, pois, segundo Rascado e 

Bendhack (2005) e Rascado (2007), o isoproterenol, por ser uma catecolamina, 

poderia ativar, além dos receptores β-adrenérgicos, os receptores α-adrenérgicos. 

Em outro grupo de anéis de artérias coronárias septais dos animais SHAM e 

INF LDV, também foi avaliado o relaxamento mediado pelo ativador da adenilato 

ciclase, o forskolin (10-8 a 3x10-5 M), em anéis pré-contraídos com U46619.  

 

3.6.2.3 Efeito do bloqueio da sintase de óxido nítrico sobre a resposta de 

relaxamento à acetilcolina e ao isoproterenol e do bloqueio da via de 

ativação da PI3-quinase sobre a resposta de relaxamento à acetilcolina 

 

Após avaliação da integridade endotelial seguida de uma estabilização de 30 

minutos em solução de Krebs, foi avaliada a modulação nitrérgica sobre a resposta 
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de relaxamento à acetilcolina e ao isoproterenol nas artérias coronárias dos animais 

do grupo SHAM e INF LDV. Para tal, os anéis de artérias coronárias foram pré-

incubados com NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 10-4 M), um inibidor não 

seletivo da sintase de óxido nítrico, durante 30 minutos e, em seguida, na presença 

deste inibidor, foram realizadas curvas concentração-resposta à acetilcolina (10-10 a 

10-4 M) ou ao isoproterenol (10-10 a 3x10-5 M), em anéis previamente contraídos com 

U46619. Cabe ressaltar que, para avaliar a modulação nitrérgica sobre a resposta 

ao isoproterenol, os anéis de artérias coronárias também foram pré-incubados com 

fentolamina (10-5 M) por 30 minutos.     

Para avaliar a participação da via PI3-quinase/ Akt/ eNOS e a participação do 

NO proveniente da nNOS na resposta de relaxamento à acetilcolina nas artérias 

coronárias dos animais SHAM e INF LDV, outro grupo de anéis foram pré-incubados 

com o inibidor da PI3-quinase, o LY 294002 (5 x 10-5 M), ou com o inibidor seletivo 

da nNOS, o 7-Nitroindazole (7-NI, 10-4 M), respectivamente, durante 30 minutos. Em 

seguida, na presença destes inibidores, foi realizada curva concentração-resposta à 

acetilcolina (10-10 a 10-4 M) nos anéis de artérias coronária previamente contraídos 

com U46619.   

 

3.6.2.4 Avaliação da resposta vasoconstritora 

 

Após 60 minutos da curva de relaxamento à acetilcolina, em alguns anéis de 

artéria coronária septal, foi realizada curva concentração-resposta à serotonina (10-8 

a 10-4 M). Por sua vez, nos anéis provenientes das artérias de resistência do leito 

muscular esquelético, foi realizada curva concentração-resposta ao agonista 

adrenérgico noradrenalina (10-8 a 3x10-4 M). 

 

3.7 Medida da produção de NO em secções transversais de artérias coronárias 

septais de ratos antes e após a estimulação com acetilcolina ou 

isoproterenol 

 

A produção de NO pelas artérias coronárias septais após estimulação com 

acetilcolina ou isoproterenol foi medida utilizando-se diacetato de 4,5-
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diaminofluoresceína (DAF-2; Sigma-Aldrich, EUA), um marcador fluorescente 

sensível ao NO (Kojima et al., 1998; Akamine et al., 2006). Para tal, imediatamente 

após a morte do animal, as artérias coronárias septais foram rapidamente isoladas, 

cobertas com meio de congelamento (Tissue Freezing Medium, EUA) e congeladas. 

Utilizando-se um criostato (Leica, Alemanha), cortes transversais (10 μm) das 

artérias coronárias septais dos ratos foram obtidos, coletados em lâminas de vidro 

(Star Frost, Alemanha), circulados com caneta hidrofóbica (ImmEdge, EUA) e 

incubados, a 37ºC, com DAF-2 (8 μM) em tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo 

CaCl2 (0,45 mM), por 25 minutos. Na sequência, os cortes foram estimulados com 

acetilcolina ou isoproterenol. 

A concentração de acetilcolina ou isoproterenol utilizada para estimular os 

cortes foi baseada nos experimentos de reatividade vascular, de modo que foram 

escolhidas as concentrações nas quais se observam as maiores diferenças nas 

respostas de relaxamento entre as coronárias dos animais infartados e SHAM. 

Assim, a concentração de acetilcolina utilizada para avaliar a produção de NO, entre 

as artérias coronárias dos animais SHAM e INF LDV, corresponde à EC50 obtida 

nos anéis de artéria coronária dos animais SHAM (10-6 M); enquanto que, para as 

coronárias dos animais SHAM e INF SDV, esta concentração corresponde à 

concentração capaz de induzir uma resposta máxima de relaxamento (Emax; 10-4 M) 

nas coronárias do grupo SHAM. Já a concentração de isoproterenol utilizada para 

determinar a produção de NO, entre as coronárias dos animais SHAM e INF LDV, 

corresponde à concentração capaz de induzir uma resposta máxima de relaxamento 

(Emax) na artéria coronária dos ratos SHAM (10-5 M). 

Cabe ressaltar que, os cortes controles receberam o mesmo volume de 

tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo CaCl2 sem a adição dos agonistas. Após 15 

minutos da estimulação, as imagens foram capturadas em microscópio (Nikon 

E1000, Japão) equipado com filtro padrão de fluoresceína. A análise das imagens foi 

feita no programa Image J 1,4 g (Wayne Rasband, National Institutes of Health, 

EUA), medindo-se densidade óptica média da fluorescência observada no endotélio 

em relação à marcação do fundo (intensidade de fluorescência relativa). Esta razão 

de fluorescência foi avaliada em pelo menos três locais em cada imagem.   
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Para confirmar a viabilidade da técnica em detectar a produção de NO, alguns 

cortes de artérias coronárias septais dos animais SHAM foram pré-incubados com L-

NAME (10-3 M), um inibidor não seletivo da sintase de óxido nítrico, assim como com 

nitroprussiato de sódio (3x10-6 M), um doador de óxido nítrico. 

 

3.8 Estudo da geração de espécies reativas derivadas do oxigênio em artérias 

coronárias septais de ratos  

 

A geração de espécies reativas derivadas do oxigênio nas artérias coronárias 

septais de ratos foi determinada utilizando-se a dihidroetidina (DHE) em cortes 

arteriais transversais (Davel et al., 2006; Wenceslau et al., 2011). A DHE, na 

presença de espécies reativas derivadas do oxigênio, é oxidada dando origem a 

produtos fluorescentes, os quais têm afinidade pelo DNA nuclear. 

Imediatamente após a morte do animal, as artérias coronárias septais foram 

rapidamente isoladas, cobertas com meio de congelamento (Tissue Freezing 

Medium, EUA) e congeladas. Utilizando-se um criostato (Leica, Alemanha), cortes 

transversais (10 μm) das artérias coronárias septais dos ratos foram obtidos, 

coletados em lâminas de vidro (Star Frost, Alemanha), circulados com caneta 

hidrofóbica (ImmEdge, EUA) e incubados, por 10 minutos, com tampão fosfato (0,1 

M, pH 7,4) contendo ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA; 100 µM), a 37 °C em 

câmara úmida protegida da luz. Na sequência, estes cortes foram incubados com 

novo tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo DTPA (100 µM) e DHE (2 µM), por 30 

minutos, a 37 °C em câmara úmida, protegidos da luz. 

Após este período, as imagens foram capturadas em microscópio (Nikon 

E1000, Japão) equipado com filtro para rodamina e, posteriormente, as imagens 

foram analisadas com o programa Image J 1,4g (Wayne Rasband, National Institutes 

of Health, EUA), medindo-se a densidade de núcleos corados com os produtos 

fluorescentes da oxidação da DHE.    
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3.9 Estudo da expressão protéica em artérias coronárias septais de ratos 

SHAM e INF LDV por Western Blot 

 

Após a morte dos animais SHAM e INF LDV, as artérias coronárias septais 

foram rapidamente isoladas e congeladas. Posteriormente, as artérias foram 

homogeneizadas com tampão de extração (tampão para lise celular (RIPA, Milipore, 

EUA) 1:10; fenilmetil sulfonil fluorida (PMSF) 1 mM; ortovanadato de sódio 1 mM; 

coquetel de inibidor de protease 2 μL/mL (Sigma, EUA); fluoreto de sódio 100 mM; 

pirofosfato de sódio 10 mM). Em seguida, este homogeneizado foi centrifugado 

(3000 rpm, 4ºC, 15 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para determinação do 

conteúdo protéico utilizando o método de Bicinchoninic Acid (BCA protein assay kit, 

Thermo Scientific, EUA). 

Quantidades iguais de proteínas (35 μg) provenientes da artéria coronária 

septal de cada animal; o peso molecular (Precision Plus Protein, Kaleidoscope, Bio-

Rad, EUA); e os controles positivos (para nNOS: 35 μg encéfalo; para Akt1/2/3: 50 

µg fígado) foram submetidos à separação eletroforética em gel de poliacrilamida 

7,5% com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) em aparelho para minigel (Mini 

Protean III, Bio-Rad, EUA). Após a separação eletroforética no gel, as proteínas 

foram transferidas para uma membrana Hybond-P PVDF (Amersham-GE 

Healthcare, Reino Unido) durante toda a noite a 4ºC.  

As membranas foram incubadas com solução bloqueadora contendo 5% de 

leite em pó desnatado em solução de lavagem (NaCl 100 mM; TRIS-HCl 10 mM; 

Tween-20 0,1%; pH 7,4), por 90 minutos, a temperatura ambiente. Após o bloqueio, 

as membranas foram incubadas, durante toda a noite a 4ºC, com solução 

bloqueadora contendo os seguintes anticorpos: anti-eNOS (1:1.000; BD 

Transduction, EUA), anti-nNOS (1:1.000; BD Transduction, EUA), anti-iNOS (1:600; 

Santa Cruz Biotechnology, EUA); anti-Akt1/2/3 (25:10.000; Santa Cruz 

Biotechnology, EUA), anti-AMPKα1/2 (1:500; Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-

EC-SOD (1:1.000; Stressgen, EUA), anti-Cu/Zn-SOD (1:1.500; Sigma, EUA)  e Mn-

SOD (1:2.000; Stressgen, EUA). Após marcação com anticorpo primário, as 

membranas foram incubadas, por 90 minutos, com solução de bloqueio contendo 

anticorpo secundário apropriado conjugado à peroxidase (anti-camundongo (Bio-
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Rad, EUA): 1:1.500 para eNOS, nNOS e Cu/Zn-SOD; anti-coelho (Amersham-GE 

Healthcare, Reino Unido): 1:8000 para EC-SOD e Mn-SOD; 1:2.500 para Akt1/2/3; 

1:1500 para iNOS; anti-cabra (Jackson Immuno Research, EUA): 1:4.000 para 

AMPKα1/2). Após as lavagens das membranas, foram adicionados os reagentes de 

detecção do kit de fluorescência (ECL, Amersham-GE Healthcare, Reino Unido). Em 

seguida, as membranas foram expostas, durante tempos variados, a filmes de raio-

X. Depois de revelados, estes filmes foram submetidos à análise de densitometria 

óptica pelo software Scion Image (Scioncorp, NIH, EUA).   

As mesmas membranas também foram usadas para determinar a expressão 

protéica da α-actina como controle interno, utilizando o anticorpo anti- α-actina 

(1:30.000, Sigma-Aldrich, EUA) e como anticorpo secundário, o anti-camundongo 

(1:10.000, Bio-Rad, EUA).  

 

3.10 Determinação da expressão protéica dos receptores β1-, β2- e β3-

adrenérgicos nas artérias coronárias dos animais SHAM e INF LDV por 

imunohistoquímica 

 

A localização e a expressão protéica dos subtipos de receptores β-

adrenérgicos foram realizadas pela técnica de imunohistoquímica em cortes arteriais 

(Ceravolo et al., 2007).  

Após a morte dos animais SHAM e INF LDV, as artérias coronárias septais 

foram isoladas e imersas na solução fixadora de paraformaldeído (PFA; 4%), por 6 

horas. Após a fixação, as coronárias foram mantidas em tampão fosfato (0,1 M, pH 

7,4), a 4 °C.  

Posteriormente, as artérias foram desidratadas em banhos de concentrações 

crescentes de etanol, passadas por banhos de xilol e emblocadas em parafina. Na 

sequência, com auxílio do micrótomo (Leica Microsystems Micrótomo, Alemanha), 

foram realizados cortes transversais (10 µm) nas artérias coronárias, os quais foram 

coletados em lâminas de vidro (Star Frost, Alemanha) com poli-L-lisina (Sigma-

Aldrich, EUA). Em seguida, as lâminas foram imersas em banhos de xilol, para 

remover a parafina dos cortes, e foram hidratadas, por meio de banhos de 

concentrações decrescentes de etanol, até serem banhadas em água. A 
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recuperação antigênica foi realizada pela imersão das lâminas em tampão citrato (10 

mM, pH 6,0), aquecido no microondas em potência máxima por 2-3 minutos. O 

bloqueio da peroxidase endógena foi realizado por meio da incubação das lâminas 

com tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo peróxido de hidrogênio (H2O2, 3%).   

Os anticorpos primários anti-receptor β1-adrenégico (1:50; Santa Cruz 

Biotechnology, EUA) e anti-receptor β2-adrenégico (1:25; Santa Cruz Biotechnology, 

EUA) foram diluídos em tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo Tween (0,3 %), 

albumina de soro bovino (BSA, 3 %) e soro normal de cabra (5 %). Já o anticorpo 

primários anti-receptor β3-adrenégico (1:25; Santa Cruz Biotechnology, EUA) foram 

diluídos em tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo Tween (0,3 %), BSA (3 %) e 

soro normal de coelho (5 %). Os cortes de artérias coronárias foram incubados com 

estas soluções, contendo os anticorpos primários, durante uma noite, a 4 °C. 

Paralelamente, foram realizadas reações controles substituindo o anticorpo primário 

por tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo Tween (0,3 %), BSA (3 %) e soro 

normal de coelho (5 %), para as lâminas controles das incubadas com anti-receptor 

β3-adrenégico, ou cabra (5 %), para as lâminas controles das incubadas com anti-

receptores β1- e β2-adrenégicos.  

 Após o período de incubação com os anticorpos primários, os cortes foram 

lavados em tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) e incubados com os anticorpos 

secundários conjugados a biotina (1:1000; Vector Laboratories, USA), por 1 hora, 

em câmara úmida e à temperatura ambiente. Os anticorpos secundários foram 

diluídos em tampão fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo Tween (0,3 %).   

Após a incubação com os anticorpos secundários, os cortes de artéria 

coronária foram novamente lavados em tampão fosfato e incubados, em câmara 

úmida, com solução do kit ABC Vectastain (Vector Laboratories, USA), por 1 hora, à 

temperatura ambiente. 

 A revelação da imunoreatividade foi realizada com diaminobenzidina (DAB, 

0,5 mg/ 1mL, Sigma Aldrich) e H2O2 (0,03 %). Os cortes foram lavados com tampão 

fosfato e água destilada e, após os cortes estarem secos, as lâminas foram 

montadas com Entellan (Sigma-Aldrich, EUA). 
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3.11 Drogas e diluições 

 

Todos os sais utilizados no preparo da solução de Krebs-Henseleit e no 

preparo do tampão fosfato contendo CaCl2 foram comprados da Synth (Brasil). As 

drogas: acetilcolina (cód. A6625); nitroprussiato de sódio (cód. S0501); isoproterenol 

(cód. I6504); forskolin (cód. F6886); fentolamina (cód. P7547); L-NAME (cód. 

N5751); 7-NI (cód. N7778); serotonina (cód. H9523); noradrenalina (cód. A7256); 

U46619 (cód. D8174); DAF-2 (cód. D225); e DTPA (cód. D6518); utilizadas no 

presente estudo, foram compradas da Sigma-Aldrich (EUA). A Dihidroetidina (cód. 

D23107) foi comprada da Invitrogen (EUA) e o LY 294002 (cód. 9901) foi comprado 

da Cell Signalling (EUA). Todas as drogas foram diluídas em água destilada, exceto 

para o U46619 e para o foskolin, os quais foram diluídos em etanol; e para o LY 

294002, o qual foi diluído em DMSO. As soluções-estoque foram mantidas a -20ºC e 

as diluições a serem utilizadas foram preparadas antes de cada lote de 

experimentos.  

 

3.12 Expressão dos dados e análise estatística 

 

Nos anéis arteriais dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV, a resposta 

vascular de contração ao KCl (120 mM), assim como os resultados das curvas 

concentração-resposta aos agonistas contráteis (serotonina e noradrenalina) foram 

calculados como tensão vascular ativa (aumento da força a partir da tensão basal 

dividida por duas vezes o comprimento de cada segmento arterial, mN/ mm) 

(Mulvany, Halpern, 1977). Os resultados das curvas concentração-resposta aos 

agentes vasodilatadores (acetilcolina, nitroprussiato de sódio, isoproterenol, 

forskolin) foram expressos como porcentagem de contração residual em relação ao 

valor da pré-contração com U46619. Para determinação da pD2 (logarítimo negativo 

da concentração do fármaco capaz de induzir 50 % da resposta máxima) foi 

realizada uma análise de regressão não-linear, obtida através da análise das curvas 

concentração-resposta utilizando o programa GraphPad Prism Software (San Diego, 

CA, E.U.A).  
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Os resultados da fluorescência emitida pelo DAF-2 são expressos como 

porcentagem da intensidade de fluorescência relativa observada nas coronárias dos 

animais SHAM. Já os resultados da oxidação da DHE são expressos como 

porcentagem da densidade de núcleos corados com os produtos fluorescentes 

provenientes da oxidação da DHE observados nas coronárias dos animais SHAM.  

Os resultados de expressão protéica analisados pela técnica de Western Blot 

são expressos como razão entre o sinal obtido para a proteína (eNOS, nNOS, 

Akt1/2/3, AMPKα1/2, EC-SOD, Mn-SOD e Cu/Zn-SOD) pela banda correspondente 

de α-actina na mesma amostra. Enquanto que, os resultados da expressão protéica 

dos receptores β1-, β2- e β3-adrenérgicos são expressos como densidade óptica 

média. 

Os resultados dos animais dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV são 

expressos como média ± EPM. A análise estatística dos resultados foi realizada por 

teste t de Student não-pareado para comparação entre dois grupos, ou por análise 

de variância (ANOVA), uma ou duas vias, completamente randomizada. Quando a 

ANOVA apresentou significância estatística, o teste post-hoc de Bonferroni foi 

aplicado (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram 

considerados estatisticamente significantes para valores de p<0,05. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Hemodinâmica arterial e ventricular, índice de hipertrofia ventricular e área 

de infarto  

 

A área de infarto foi estatisticamente maior nos animais INF SDF quando 

comparado aos animais do grupo INF LDV (tabela 1). Cabe ressaltar que todos os 

animais submetidos à cirurgia de ligadura da artéria coronária apresentaram uma 

área necrosada tanto no epicárdio como no endocárdio, o que caracteriza os infartos 

como transmurais, onde a área de necrose isquêmica envolve toda ou quase toda a 

espessura da parede ventricular (Antman, Braunwald, 2005).  

O peso corporal (PC) foi reduzido nos animais do grupo INF LDV quando 

comparado ao peso dos animais SHAM, assim como foi reduzido nos INF SDV tanto 

em relação aos SHAM quanto em relação aos INF LDV (tabela 1). O comprimento 

da tíbia não foi alterado entre os grupos estudados (tabela 1). Os animais do grupo 

INF LDV e INF SDV apresentaram aumento da razão peso do ventrículo direito pelo 

comprimento da tíbia (VD/T) em relação ao grupo SHAM (tabela 1), o que sugere a 

presença de hipertrofia ventricular direita após o infarto do miocárdio; no entanto 

esta razão foi de maior magnitude nos animais INF SDV (tabela 1). Já a razão peso 

do ventrículo esquerdo pelo comprimento da tíbia (VE/T) foi reduzida nos animais 

INF LDV e INF SDV quando comparado ao SHAM (tabela 1).  

A figura 2 representa um registro típico da hemodinâmica arterial e ventricular 

nos animais SHAM, INF LDV e INF SDV. A pressão arterial sistólica (PAS) e a 

pressão sistólica do ventrículo esquerdo (PSVE) foram reduzidas nos animais INF 

LDV e INF SDV quando comparado ao grupo SHAM (tabela 1). Já a pressão arterial 

diastólica (PAD) não foi alterada entre os grupos estudados (tabela 1). A pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo (PDfVE) foi aumentada nos animais INF LDV 

e INF SDV quando comparado ao SHAM, no entanto este aumento foi maior nos 

animais INF SDV (tabela 1). A frequência cardíaca (FC) não foi alterada entre os 

animais SHAM, INF LDV e INF SDV (tabela 1). A contratilidade cardíaca, avaliada 

pela dP/dt +, foi reduzida em ambos os grupos infartados (INF LDV e INF SDV) 

quando comparado ao SHAM, no entanto esta redução foi maior no grupo INF SDV 
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(tabela 1). Já o índice de relaxamento cardíaco, a dP/dt -, não foi alterado nos 

animais do grupo INF LDV, mas foi reduzido nos animais do grupo INF SDV (tabela 

1).  

 

 

 
Figura 2 - Registro típico da hemodinâmica arterial (painel superior) e ventricular (painel inferior) dos 

animais SHAM, INF LDV e INF SDV.  

 

 

 

Pressão arterial, PA; pressão ventricular, PV; derivada de pressão pelo tempo, dP/dt.  
Fonte: Couto (2012). 
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Tabela 1 - Avaliação da área de infarto; peso corporal; comprimento da tíbia; índices de hipertrofia 

cardíaca; e parâmetros hemodinâmicos arterial e ventricular avaliados nos ratos dos 
grupos SHAM, INF LDV e INF SDV. 

 

 
SHAM 
(n=53) 

INF LDV 
(n=40) 

INF SDV 
(n=8) 

Área infartada (%) - 32,6 ± 1,1 38,9 ± 1,1 * 

PC (g) 390 ± 5  
 

370 ± 6 * 331 ± 12 * # 

Tíbia (mm) 39,2 ± 0,2 39,1 ± 0,2   38,3 ± 0,2 

VD/Tíbia (mg/mm) 5,4 ± 0,1 8,6 ± 0,4 * 12,4 ± 0,7 * # 

VE/Tíbia (mg/mm) 18,1 ± 0,2 17,2 ± 0,3 * 15,5 ± 0,6 * 

PAS (mmHg) 121,3 ± 1,6 112,7 ± 1,5 * 108,9 ± 2,2 * 

PAD (mmHg) 76,0 ± 1,8     84,4 ± 2,3  83,0 ± 3,5 

FC (bpm) 377 ± 5 374 ± 6 357 ± 8 

PSVE (mmHg) 127,9 ± 1,9 118,0 ± 1,5 * 113,8 ± 3,3 * 

PDfVE (mmHg) 7,2 ± 0,3 11,7 ± 0,4 * 25,3 ± 1,3 * # 

dP/dt + (mmHg/s) 7339 ± 194 6095 ± 140 * 4712 ± 162 * # 

dP/ dt - (mmHg/s) -4521 ± 80 -4301 ± 89 -3410 ± 110 * # 

 
O número de animais utilizado em cada grupo experimental (n) está entre parênteses; PC, peso 
corporal; VD/T, relação entre o peso do ventrículo direito e comprimento da tíbia; VE/T, relação entre 
o peso do ventrículo esquerdo e comprimento da tíbia; PAS, pressão arterial sistólica; PAD, pressão 
arterial diastólica; FC, frequência cardíaca; PSVE, pressão sistólica no ventrículo esquerdo; PDfVE, 
pressão diastólica final no ventrículo esquerdo; dP/dt +, derivada de pressão pelo tempo positiva; 
dP/dt -, derivada de pressão pelo tempo negativa. Os resultados são expressos como média ± EPM. 

ANOVA (1 via): * p<0,05 vs. SHAM; 
# 

p<0,05 vs. INF LDV. 
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4.2 Avaliações de congestão pulmonar e de congestão hepática 

 

Sabendo que o aumento do teor de água no pulmão e no fígado representa 

um índice de congestão pulmonar e hepática, respectivamente, estes parâmetros 

foram avaliados em todos os grupos experimentais estudados (tabela 2). 

 Como observado na tabela 2, o teor de água no pulmão não foi diferente entre 

os grupos analisados. Já o teor de água no fígado foi similar entre os animais INF 

LDV e SHAM e foi aumentado nos animais INF SDV, tanto em relação aos animais 

SHAM e quanto em relação aos animais INF LDV (tabela 2). 

 

 

 

 

 

Tabela 2 - Avaliação de congestão pulmonar e hepática nos ratos dos grupos SHAM, INF LDV e INF 
SDV. 

 

 
SHAM 
(n= 53) 

INF LDV 
(n=40) 

INF SDV 
(n=8) 

Teor de água no pulmão (%) 79,0 ± 0,2 78,4 ± 0,2 78,6 ± 0,4 

Teor de água no fígado (%) 68,5 ± 0,1 68,7 ± 0,1 69,7 ± 0,5 * # 

 
O número de animais utilizado em cada grupo experimental (n) está entre parênteses. Os resultados 

são expressos como média ± EPM. ANOVA (1 via): * p<0,05 vs. SHAM; 
# 

p<0,05 vs. INF LDV. 
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4.3 Reatividade nas artérias de resistência do leito muscular esquelético de 

ratos 

 

4.3.1 Diâmetro luminar efetivo e tensão vascular ativa nas artérias de resistência do 

leito muscular esquelético de ratos  

 

O diâmetro luminar efetivo e os valores da tensão vascular ativa das artérias 

de resistência do leito muscular esquelético, provenientes dos animais dos grupos 

SHAM, INF LDV e INF SDV estão representados na tabela 3. 

Não foram observadas alterações significativas nos valores de diâmetro 

interno das artérias de resistência do leito muscular esquelético dos animais 

utilizados na presente tese (tabela 3). 

A tensão vascular ativa foi reduzida em ambos os grupos infartados (INF LDV 

e INF SDV) quando comparada à tensão das artérias dos animais SHAM (tabela 3). 

 

 

 

Tabela 3 - Valores do diâmetro interno (μm) e da tensão ativa (mN/mm) dos anéis vasculares de 
artérias de resistência do músculo esquelético dos ratos dos grupos SHAM, INF LDV e 
INF SDV. 

 

 
SHAM 
(n=18) 

INF LDV 
(n=11) 

INF SDV 
(n=8) 

Diâmetro 209,2 ± 9,0 240,3 ± 9,3 232,4 ± 8,4 

Tensão Ativa 2,71 ± 0,10 2,30 ± 0,09 * 1,93 ± 0,13 * 

 
O número de animais utilizados em casa grupo experimental (n) está entre parênteses. Os resultados 
são expressos como média ± EPM. ANOVA (1via): * p<0,05 vs. SHAM. 
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4.3.2 Respostas de relaxamento dependente e independente do endotélio nas 

artérias de resistência do leito muscular esquelético de ratos  

 

 Nos anéis vasculares de todos os animais, previamente contraídos com 

U46619, a acetilcolina induziu relaxamento na dependência da concentração 

utilizada (figuras 3A e 3B). Não foram observadas diferenças significativas entre as 

curvas concentração-resposta à acetilcolina das artérias dos animais SHAM e INF 

LDV (figura 3A e tabela 4). Já nas artérias de resistência do leito muscular 

esquelético dos animais INF SDV, observa-se redução da sensibilidade no 

relaxamento mediado pela acetilcolina quando comparado ao relaxamento nas 

artérias dos animais SHAM (figura 3B e tabela 5).  

Similar ao observado no relaxamento à acetilcolina, o NPS promoveu 

relaxamento de modo dependente da concentração utilizada nos anéis de artéria de 

resistência do leito muscular esquelético de ratos (figuras 3C e 3D). Não foram 

observadas diferenças significativas no relaxamento induzido pelo NPS nem nas 

artérias dos animais do grupo SHAM e INF LVD (figura 3C e tabela 4) nem nas 

artérias dos animais do grupo SHAM e INF SDV (figura 3D e tabela 5). 
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Figura 3 - Curva concentração-resposta à acetilcolina (A e B) e ao nitroprussiato de sódio (NPS) (C e 

D) em artérias de resistência do leito muscular esquelético de ratos dos grupos SHAM, 
INF LDV e INF SDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias): * p<0,05 vs. respectivo SHAM. 
Fonte: Couto (2012). 
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4.3.3 Resposta de relaxamento ao isoproterenol nas artérias de resistência do leito 

muscular esquelético de ratos  

 

Para avaliar a resposta de relaxamento induzida pela estimulação dos 

receptores β-adrenérgicos, foi realizada curva concentração-resposta ao 

isoproterenol. A figura 4 representa o relaxamento dependente da concentração 

promovido pelo isoproterenol em artérias de resistência do músculo esquelético de 

ratos. Não foram observadas diferenças significativas nas curvas concentração-

resposta ao isoproterenol nem nas artérias dos animais do grupo SHAM e INF LDV 

(figura 4A e tabela 4) nem nas artérias dos animais do grupo SHAM e INF SDV 

(figura 4B e tabela 5).  

 

 

Figura 4 - Curva concentração-resposta ao isoproterenol (A e B) em artérias de resistência do leito 
muscular esquelético de ratos dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias).  
Fonte: Couto (2012). 



48 

 

 

 

4.3.4 Resposta de contração à noradrenalina em artérias de resistência do leito 

muscular esquelético de ratos  

 

A noradrenalina aumentou, de maneira dependente da concentração, o tônus 

basal dos anéis de artéria de resistência do músculo esquelético de ratos SHAM, 

INF LDV e INF SDV (figura 5). Não foram observadas diferenças significativas nas 

curvas concentração-resposta à noradrenalina entre as artérias dos animais do 

grupo SHAM e INF LDV (figura 5A e tabela 4) nem nas artérias dos animais do 

grupo SHAM e INF SDV (figura 5B e tabela 5).  

 

 

Figura 5 - Curva concentração-resposta à noradrenalina (A e B) em artérias de resistência do leito 
muscular esquelético de ratos dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias).  
Fonte: Couto (2012). 
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Tabela 4 - Valores de sensibilidade (pD2) e resposta máxima (Rmax) obtidos por meio de curvas 
concentração-resposta à acetilcolina (ACh), ao nitroprussiato de sódio (NPS), ao 
isoproterenol (ISO) e à noradrenalina (NOR) nas artérias de resistência do leito muscular 
esquelético dos animais SHAM e INF LDV. 

 

                     SHAM                    INF LDV 

 pD2 Rmax  pD2 Rmax  

ACh 7,93 ± 0,06 -98,1 ± 0,2 % (11) 8,02 ± 0,06 -98,1 ± 0,3 % (11) 

NPS 7,33 ± 0,09  -95,0 ± 1,3 % (8) 7,61 ± 0,15 -95,6 ± 0,9 % (7) 

ISO 8,05 ± 0,16 -97,4 ± 0,3 % (5) 7,94 ± 0,08 -98,2 ± 0,3 % (9) 

NOR 3,77 ± 0,2 3,7 ± 0,3 mN/mm (10) 4,30 ± 0,17 3,6 ± 0,2 mN/mm (10) 

 
O número de animais analisados em cada grupo experimental está entre parênteses. Os resultados 
são expressos como média ± EPM. Teste-t. 

 

 

 

 

Tabela 5 - Valores de sensibilidade (pD2) e resposta máxima (Rmax) obtidos por meio de curvas 
concentração-resposta à acetilcolina (ACh), ao nitroprussiato de sódio (NPS), ao 
isoproterenol (ISO) e à noradrenalina (NOR) nas artérias de resistência do leito muscular 
esquelético dos animais SHAM e INF SDV. 

 

                     SHAM                    INF SDV 

 pD2 Rmax  pD2 Rmax  

ACh 8,00 ± 0,06 -97,8 ± 0,2 % (7)   7,64 ± 0,06 * -97,8 ± 0,4 % (7) 

NPS 8,08 ± 0,15 -96,8 ± 0,6 % (5) 7,93 ± 0,20 -94,7 ± 2,8 % (5) 

ISO 7,98 ± 0,15 -98,7 ± 0,2 % (4) 7,92 ± 0,11 -97,7 ± 0,6 % (4) 

NOR 4,03 ± 0,03 3,4 ± 0,4 mN/mm (4) 4,16 ± 0,02 3,6 ± 0,2 mN/mm (3) 

 
O número de animais analisados em cada grupo experimental está entre parênteses. Os resultados 
são expressos como média ± EPM. Teste-t: * p<0,05 vs. respectivo SHAM. 
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4.4 Reatividade nas artérias coronárias septais de ratos  

 

4.4.1 Diâmetro luminar efetivo e tensão vascular ativa nas artérias coronárias septais 

de ratos 

 

O diâmetro luminar efetivo e os valores da tensão vascular ativa das artérias 

coronárias septais provenientes dos animais dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV 

estão representados na tabela 6. 

O diâmetro interno das artérias coronárias foi maior nos animais do grupo INF 

LDV e INF SDV quando comparado ao diâmetro das artérias dos animais SHAM 

(tabela 6).  

Não foram observadas alterações significativas na tensão vascular ativa das 

artérias coronárias dos animais utilizados no presente estudo (tabela 6). 

 

 

 

Tabela 6 - Valores do diâmetro interno (μm) e da tensão ativa (mN/ mm) dos anéis vasculares de 
artérias coronárias septais dos ratos dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV. 

 

 SHAM  
(n=37) 

INF LDV 
 (n=25) 

INF SDV  
(n=6) 

Diâmetro 270,9 ± 5,6 300,4 ± 7,5 * 330,2 ± 27,7 * 

Tensão Ativa 1,81 ± 0,06 1,89 ± 0,08 1,70 ± 0,24 

 
O número de animais analisados em casa grupo experimental (n) está entre parênteses. Os 
resultados são expressos como média ± EPM. ANOVA (1via): * p<0,05 vs. SHAM. 
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4.4.2 Respostas de relaxamento dependente e independente do endotélio nas 

artérias coronárias septais de ratos  

 

Nos anéis vasculares de todos os animais, previamente contraídos com 

U46619, a acetilcolina induziu relaxamento na dependência da concentração 

utilizada (figuras 6A e 6B). Nas artérias coronárias septais dos animais do grupo INF 

LDV observa-se aumento tanto da sensibilidade quanto da resposta máxima no 

relaxamento mediado pela acetilcolina quando comparado ao relaxamento 

observado nas artérias dos animais SHAM (figura 6A e tabela 7). Entretanto, 

diferente do observado para as artérias coronárias dos animais INF LDV, nas 

artérias coronárias dos animais do grupo INF SDV observa-se redução da resposta 

máxima no relaxamento à acetilcolina, sem alteração na sensibilidade a este 

agonista, quando comparado ao relaxamento nas artérias dos animais SHAM (figura 

6B e tabela 8).  

O NPS também promoveu relaxamento de modo dependente da 

concentração utilizada nos anéis de artéria coronária septal de ratos previamente 

contraídos com U46619 (figuras 6C e 6D). Não foram observadas diferenças 

significativas entre as curvas concentração-resposta ao NPS nas artérias dos 

animais do grupo SHAM e INF LDV (figura 6D e tabela 7) e entre as artérias dos 

grupos SHAM e INF SDV (figura 6B e tabela 8).  
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Figura 6 - Curva concentração-resposta à acetilcolina (A e B) e ao nitroprussiato de sódio (NPS) (C e 

D) em artérias coronárias septais de ratos dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias): * p<0,05 vs. respectivo SHAM. 
Fonte: Couto (2012). 
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4.4.3 Efeito do bloqueio da sintase de óxido nítrico e da via da PI3-quinase sobre a 

resposta de relaxamento à acetilcolina em artérias coronárias septais de ratos  

 

Sabendo que o relaxamento mediado pela acetilcolina foi aumentado nas 

artérias coronárias dos animais do grupo INF LDV, na sequência, foram avaliados os 

possíveis mecanismos envolvidos neste aumento da função endotelial.  

Assim, para avaliar o papel do óxido nítrico sobre a resposta de relaxamento 

à acetilcolina em artérias coronárias septais dos ratos SHAM e INF LDV, alguns 

anéis arteriais, com endotélio intacto, foram previamente incubados, durante 30 

minutos, com o inibidor não-seletivo da sintase de óxido nítrico (NOS), o L-NAME 

(10-4 M), ou com o inibidor seletivo da isoforma neuronal de NOS (nNOS), o 7-

Nitroindazole (7-NI, 10-4 M).   

Nos anéis de artéria coronária dos grupos SHAM e INF LDV, a incubação 

com L-NAME reduziu o relaxamento mediado pela acetilcolina (figuras 7A, 7B e 

tabela 9), assim como aboliu as diferenças nas respostas de relaxamento à 

acetilcolina observadas entre as artérias coronárias destes grupos (figuras 7A, 7B e 

tabela 9).  

A incubação com 7-NI não alterou a resposta de relaxamento à acetilcolina 

observada nas artérias dos animais SHAM (figura 7C e tabela 9). Por outro lado, a 

incubação com 7-NI reduziu tanto a sensibilidade quanto da resposta máxima de 

relaxamento à acetilcolina nas artérias coronárias dos animais do grupo INF LDV 

(figura 7D e tabela 9).  
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Figura 7 - Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME (LN) (A e B) e 7-NI (C e D) 

sobre a resposta de relaxamento induzida pela acetilcolina em artérias coronárias septais 
de ratos SHAM e INF LDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias): * p<0,05 vs. SHAM; # p< 0,05 vs. INF LDV.  
Fonte: Couto (2012). 
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Para avaliar o envolvimento da via PI3-quinase/ Akt/ eNOS no relaxamento à 

acetilcolina em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV, anéis arteriais, 

com endotélio intacto, foram previamente incubados, durante 30 minutos, com o 

inibidor da PI3-quinase, o LY 294002 (5 x 10-5 M). 

A incubação com LY 294002 reduziu a resposta máxima de relaxamento à 

acetilcolina nas artérias coronárias dos animais SHAM (figuras 8A e tabela 9) e 

reduziu tanto a sensibilidade quanto a resposta máxima de relaxamento à 

acetilcolina nas coronárias dos animais INF LDV (figuras 8B e tabela 9). Além disso, 

após a incubação com LY 294002, a resposta máxima de relaxamento à acetilcolina 

foi menor nas coronárias dos animais INF LDV (tabela 9).  

 

 

Figura 8 - Efeito do bloqueio da via da PI3-quinase com LY 294002 sobre a resposta de relaxamento 
induzida pela acetilcolina em artérias coronárias septais de ratos SHAM (A) e INF LDV (B). 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias): * p<0,05 vs. SHAM; # p< 0,05 vs. INF LDV.  
Fonte: Couto (2012). 
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4.4.4 Resposta de relaxamento ao isoproterenol nas artérias coronárias septais de 

ratos  

 

 A figura 9 representa o relaxamento dependente da concentração promovido 

pelo isoproterenol em artérias coronárias septais de ratos. As artérias dos animais 

do grupo INF LDV apresentaram aumento significativo da sensibilidade e da 

resposta máxima no relaxamento mediado isoproterenol, sem alteração na 

sensibilidade, quando comparado às artérias dos animais do grupo SHAM (figura 9A 

e tabela 7). Por sua vez, as artérias coronárias do grupo INF SDV apresentaram 

redução da resposta máxima do relaxamento mediado pelo isoproterenol quando 

comparado ao relaxamento observado nas artérias dos animais SHAM (figura 9B e 

tabela 8). 

Nas artérias coronárias septais dos animais INF LDV e SHAM, também foi 

avaliada a resposta de relaxamento mediado pelo forskolin, um ativador da adenilato 

ciclase. O forskolin promoveu um relaxamento na dependência da concentração 

utilizada nas artérias de ambos os grupos, sem alterações significativas entre os 

grupos (figura 9C e tabela 7). 
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Figura 9 - Curva concentração-resposta ao isoproterenol (A e B) em artérias coronárias septais de 

ratos dos grupos SHAM, INF LDV e INF SDV, e ao forskolin (C) em artérias coronárias 
septais dos animais SHAM e INF LDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias): * p<0,05 vs. respectivo SHAM.  
Fonte: Couto (2012). 
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4.4.5 Efeito do bloqueio da sintase de óxido nítrico sobre a resposta de relaxamento 

ao isoproterenol em artérias coronárias septais de ratos  

 

Para avaliar o papel do óxido nítrico sobre a resposta de relaxamento ao 

isoproterenol em artérias coronárias septais dos ratos SHAM e INF LDV, os anéis 

arteriais, com endotélio intacto, foram previamente incubados, durante 30 minutos, 

com o inibidor não-seletivo da sintase de óxido nítrico (NOS), o L-NAME (10-4 M).   

Nos anéis de artéria coronária de ambos os grupos experimentais, a 

incubação com L-NAME reduziu o relaxamento mediado pelo isoproterenol (figuras 

10A e 10B), assim como aboliu as diferenças nas respostas de relaxamento 

mediado pelo isoproterenol observadas nas artérias coronárias dos animais SHAM e 

INF LDV (resposta máxima (Rmax; % de relaxamento) ao isoproterenol: SHAM: -82,5 

± 2,0; SHAM/ L-NAME: -40,7 ± 7,4 *; INF LDV: -91,8 ± 1,4 *; INF LDV/ L-NAME: -

23,9 ± 6,8 #; ANOVA (1 via): * p<0,05 vs. SHAM; # p<0,05 vs. INF LDV).  

 

Figura 10 - Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME (LN) sobre a resposta de 
relaxamento induzida pelo isoproterenol em artérias coronárias septais de ratos SHAM 
(A) e INF LDV (B).  
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias): * p<0,05 vs. SHAM; # p< 0,05 vs. INF LDV. 
Fonte: Couto (2012). 
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4.4.6 Resposta de contração à serotonina em artérias coronárias septais de ratos  

 

A resposta vasoconstritora nos anéis de artéria coronária septal de ratos foi 

avaliada pela contração induzida pela serotonina. A serotonina aumentou, de 

maneira dependente da concentração, o tônus basal dos anéis de artéria coronária 

septal de ratos (figura 11). Não foram observadas diferenças significativas na 

resposta de contração mediada pela serotonina entre as artérias dos animais SHAM 

e INF LDV (figura 11 e tabela 7). 

 

 

 

Figura 11 - Curva concentração-resposta à serotonina em artérias coronárias septais de ratos dos 
grupos SHAM e INF LDV. 
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Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental (n) está entre parênteses. ANOVA (2 vias).  
Fonte: Couto (2012). 
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Tabela 7 - Valores de sensibilidade (pD2) e resposta máxima (Rmax) obtidos por meio de curvas 
concentração-resposta à acetilcolina (ACh), ao nitroprussiato de sódio (NPS), ao 
isoproterenol (ISO), ao forskolin (FORS) e à serotonina (SER) nas artérias coronárias 
septais dos animais SHAM e INF LDV. 

 

                    SHAM                   INF LDV 

 pD2 Rmax pD2 Rmax 

ACh 6,14 ± 0,13 - 82,8 ± 1,4 % (11) 6,65 ± 0,09 * -90,6 ± 1,3 % (9) * 

NPS 6,68 ± 0,17 -89,3 ± 0,6 % (8) 6,89 ± 0,15 -89,0 ± 3,7 % (6) 

ISO 7,26 ± 0,04 -82,5 ± 2,0 % (7) 7,49 ± 0,10 * -91,8 ± 1,4 % (7) * 

FORS 6,21 ± 0,10 -99,8 ± 1,8 % (8) 6,13 ± 0,16 -98,9 ± 0,5 % (7) 

SER 5,45 ± 0,11 1,3 ± 0,2 mN/mm (11) 5,46 ± 0,15 1,5 ± 0,4 mN/mm (9) 

 
O número de animais analisados em cada grupo experimental está entre parênteses. Os valores 
estão expressos como média ± EPM. Teste-t: * p<0,05 vs. SHAM. 

 

 

 

 

Tabela 8 - Valores de sensibilidade (pD2) e resposta máxima (Rmax) obtidos por meio de curvas 
concentração-resposta acetilcolina (ACh), ao nitroprussiato de sódio (NPS) e ao 
isoproterenol (ISO) nas artérias coronárias septais dos animais SHAM e INF SDV. 

 

                     SHAM                   INF SDV 

 pD2 Rmax pD2 Rmax 

ACh 6,18 ± 0,16 -80,0 ± 4,3 % (5) 6,14 ± 0,19 -53,8 ± 5,5 % (4) * 

NPS 6,76 ± 0,15 -95,9 ± 3,7 % (6) 6,64 ± 0,08 -94,4 ± 8,9 % (4) 

ISO 7,37 ± 0,11 -89,0 ± 4,4 % (3) 7,34 ± 0,10 -62,4 ± 8,0 % (4) * 

 
O número de animais analisados em cada grupo experimental está entre parênteses. Os valores 
estão expressos como média ± EPM. Teste-t: * p<0,05 vs. SHAM. 
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Tabela 9 - Valores de sensibilidade (pD2) e resposta máxima (Rmax; %) obtidos por meio de curvas 

concentração-resposta à acetilcolina (ACh) na ausência e presença dos inibidores  L-
NAME (LN), 7-NI ou LY 294002 (LY) nas artérias coronárias septais dos animais SHAM e 
INF LDV. 

 

                    SHAM                   INF LDV 

 pD2 Rmax pD2 Rmax 

ACh 6,14 ± 0,13 - 82,8 ± 1,4 % (11) 6,65 ± 0,09 * -90,6 ± 1,3 % (9) * 

ACh/ LN - -6,2 ± 5,8 % (6) * - -11,6 ± 3,1 % (5) # 

ACh/ 7-NI 5,91 ± 0,11 -75,9 ± 6,2 % (9) 5,96 ± 0,10 # -83,8 ± 2,8 % (9) # 

ACh/ LY 5,83 ± 0,18 -64,3 ± 5,3 % (6) * 5,76 ± 0,17 # -48,8 ± 6,9 % (5) # $ 

 
O número de animais analisados em cada grupo experimental está entre parênteses. Os valores 
estão expressos como média ± EPM. ANOVA (1 via): * p<0,05 vs. ACh SHAM; # vs. ACh INF LDV; $ 
vs. ACh/ LY SHAM. 
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4.5 Medida da produção de NO em artérias coronárias septais de ratos 

 

Primeiramente buscou-se avaliar a viabilidade da técnica em detectar a 

produção de NO em cortes transversais de artérias coronárias septais de ratos 

SHAM. Como pode ser observada na figura 12A, a fluorescência emitida pelo DAF-2 

adicionado aos cortes das artérias coronárias previamente incubadas com L-NAME 

(10-3 M) foi menor quando comparada ao corte controle (Basal), enquanto que, no 

corte incubado com NPS (3x10-6 M), observou-se aumento da fluorescência emitida 

pelo DAF-2. Assim, este resultado sugere que esta técnica é sensível para 

determinar a produção de NO. 

Na sequência, buscou-se avaliar a produção de NO tanto no basal quanto 

após a estimulação com acetilcolina nas artérias coronárias dos animais do grupo 

SHAM, INF LDV e INF SDV. A produção basal de NO não foi alterada nas artérias 

coronárias septais dos ratos INF LDV quando comparada à produção basal de NO 

nas coronárias dos ratos SHAM (figura 12B). A estimulação com acetilcolina (10-6 M) 

aumentou a produção de NO nas artérias coronárias do grupo SHAM e INF LDV 

(figura 12B). No entanto, a magnitude deste aumento foi maior nas artérias 

coronárias dos animais do grupo INF LDV quando comparada às artérias do grupo 

SHAM (figuras 12B).  

Por sua vez, nas artérias coronárias dos animais do grupo INF SDV, a 

produção de NO no basal foi reduzida quando comparada à produção basal de NO 

nas coronárias dos animais SHAM (figuras 12C). A estimulação com acetilcolina (10-

4 M) aumentou a produção de NO tanto nas artérias coronárias dos animais SHAM 

quanto nas artérias dos animais INF SDV (figuras 12C). No entanto, a magnitude 

deste aumento foi menor nas artérias dos animais INF SDV quando comparada às 

artérias dos animais SHAM (figuras 12C). 
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Figura 12 - A) Imagens representativas do efeito do L-NAME (10
-3

M) e do nitroprussiato de sódio 
(NPS, 3x10

-6
 M) na produção de NO indicado por diacetato de 4,5-diaminofluoresceína 

(DAF-2) em cortes de artérias coronárias septais de ratos SHAM. B) Imagens 
representativas (painel superior) e quantificação (painel inferior) da produção de NO 
indicado por DAF-2 em cortes de artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV 
no basal e após a estimulação com acetilcolina (ACh). C) Imagens representativas 
(painel superior) e quantificação (painel inferior) da produção de NO indicado por DAF-2 
em cortes de artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF SDV no basal e após a 
estimulação com ACh.  
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A barra de escala representa 50µm. Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de 
animais analisados em cada grupo experimental está indicado dentro das barras. ANOVA (2 vias): * 
p<0,05 vs. SHAM Basal; # p<0,05 vs. INF LDV Basal ou INF SDV Basal; + p<0,05 vs. SHAM ACh. 
Fonte: Couto (2012). 
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Nas artérias coronárias dos animais SHAM e INF LDV, também foi avaliada a 

produção de NO após a estimulação com isoproterenol (10-5 M). A produção basal 

de NO não foi diferente entre as artérias dos animais do grupo SHAM e INF LDV 

(figura 13). A estimulação com isoproterenol aumentou a produção de NO nas 

artérias coronárias de ambos os grupos, no entanto a magnitude deste aumento foi 

maior nas artérias coronárias dos animais do grupo INF LDV quando comparada às 

artérias do grupo SHAM (figura 13).   

 

 

Figura 13 - Imagens representativas (painel superior) e quantificação (painel inferior) da produção de 
NO indicado por diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2) em cortes de artérias 
coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV no basal e após a estimulação com 
isoproterenol (ISO).  
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A barra de escala representa 50µm. Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de 
animais analisados em cada grupo experimental está indicado dentro das barras. ANOVA (2 vias): * 
p<0,05 vs. SHAM Basal; # p<0,05 vs. INF LDV Basal; + p<0,05 vs. SHAM ISO. 
Fonte: Couto (2012). 
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4.6 Avaliação das espécies reativas derivadas do oxigênio nas artérias 

coronárias septais de ratos  

 

Para investigar as espécies reativas derivadas do oxigênio, cortes 

transversais de artérias coronárias septais dos animais SHAM, INF LDV e INF SDV 

foram incubados com dihidroetidina (DHE). A DHE, quando oxidada pelas espécies 

reativas derivadas do oxigênio, resulta em produtos fluorescentes, os quais possuem 

afinidade pelo DNA nuclear. Desta forma, a quantidade de núcleos corados com os 

derivados da oxidação da DHE é indicativa da produção de espécies reativas 

derivadas do oxigênio.  

A porcentagem de núcleos corados com os produtos da oxidação da DHE é 

menor nas artérias coronárias do grupo INF LDV quando comparada às artérias dos 

animais SHAM (figura 14A e 14B). Por outro lado, esta porcentagem de núcleos 

corados foi maior nas artérias coronárias dos animais INF SDV, tanto quando 

comparada a porcentagem dos SHAM quanto a porcentagem dos INF LDV (figura 

14A e 14B). 
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Figura 14 – A) Imagens representativas dos cortes das artérias coronárias septais dos animais 
SHAM, INF LDV e INF SDV captadas na ausência (painel superior) e presença (painel 
inferior) do filtro de rodamina. B) Quantificação da densidade de núcleos corados com 
os produtos fluorescentes provenientes da oxidação da dihidroetidina (DHE) em 
artérias coronárias septais de ratos SHAM, INF LDV e INF SDV. 
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A barra de escala representa 50µm. A densidade de núcleos corados com os produtos fluorescentes 
da oxidação da DHE nas artérias coronárias dos animais infartados (INF LDV e INF SDV) foi 
normalizada pela densidade de núcleos corados nas artérias dos animais SHAM. Os resultados são 
expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo experimental está 
indicado dentro das barras. ANOVA (1 via): * p<0,05 vs. SHAM; # p<0,05 vs. INF LDV. 
Fonte: Couto (2012). 
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4.7 Expressão protéica da eNOS, nNOS, Akt1/2/3, AMPKα1/2 e das isoformas 

da SOD em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV 

 

Como observado na figura 15, a expressão protéica da eNOS (figura 15A) e 

da nNOS (figura 15B) foi maior nas artérias coronárias septais do grupo INF LDV 

quando comparada às artérias dos animais SHAM. Já a expressão protéica da iNOS 

nas coronárias dos animais SHAM e INF LDV não foi detectada pela técnica 

utilizada (dados não demonstrados).  

 

Figura 15 - O painel superior demonstra blots representativos da expressão protéica da eNOS (A) e 
nNOS (B) em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV, assim como o 
controle positivo para nNOS, encéfalo de rato (B). O painel inferior representa a análise 
densitométrica da expressão protéica da eNOS (A) e nNOS (B) em artérias coronárias 
septais de ratos SHAM e INF LDV.   

 
A) B) 

SHAM INF LDV 
 Controle 

positivo       SHAM INF LDV 
 

 

eNOS (140 kDa) 

 

nNOS (155 kDa) 

 
α-actina (40 kDa) 

 
α-actina (40 kDa) 

SHAM INF LDV
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

6 7

*

e
N

O
S

/ 
-a

c
ti

n
a

 

SHAM INF LDV
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

6 7

*

n
N

O
S

/ 
-a

c
ti

n
a

 

A expressão protéica da eNOS e nNOS foram normalizadas pela expressão protéica de α-actina. Os 
resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental está indicado dentro das barras. Teste-t: * p<0,05 vs. SHAM. 
Fonte: Couto (2012). 
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Como observado na figura 16, a expressão protéica da AMPKα1/2 (figura 

16A) não foi diferente entre as artérias coronárias septais dos animais SHAM e INF 

LDV. Já a expressão protéica da Akt1/2/3 foi maior nas artérias coronárias septais 

do grupo INF LDV quando comparada às artérias dos animais SHAM (figura 16B).  

 

Figura 16 - O painel superior demonstra blots representativos da expressão protéica da AMPKα1/2 
(A) e Akt1/2/3 (B) em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV. O painel 
inferior representa a análise densitométrica da expressão protéica da AMPKα1/2 (A) e 
Akt1/2/3 (B) em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV. 
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A expressão protéica da AMPKα1/2 e Akt1/2/3 foi normalizada pela expressão protéica de α-actina. 
Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais analisados em cada grupo 
experimental está indicado dentro das barras. Teste-t: * p<0,05 vs. SHAM. 
Fonte: Couto (2012). 

 

Como observado na figura 17, a expressões protéicas da EC-SOD (figura 

17A), da CuZn-SOD (figura 17B) e da Mn-SOD (figura 17C) foram maiores nas 

artérias coronárias septais dos animais INF LDV quando comparada às artérias dos 

animais SHAM.  
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Figura 17 - O painel superior demonstra blots representativos da expressão protéica da EC-SOD (A), 
Cu/Zn-SOD (B) e Mn-SOD (C) em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV. 
O painel inferior representa a análise densitométrica da expressão protéica EC-SOD (A), 
Cu/Zn-SOD (B) e Mn-SOD (C) em artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV. 
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A expressão protéica da EC-SOD, Cu/Zn-SOD e Mn-SOD foram normalizadas pela expressão 
protéica de α-actina. Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de animais 
analisados em cada grupo experimental está indicado dentro das barras. Teste-t: * p<0,05 vs. SHAM. 
Fonte: Couto (2012). 
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4.8 Localização e quantificação da expressão protéica dos subtipos de 

receptores β-adrenérgicos nas artérias coronárias dos animais SHAM e INF 

LDV  

 

As artérias coronárias septais dos animais SHAM e INF LDV apresentaram 

imunorreatividade aos anticorpos anti-receptor β1-adrenérgico (figura 18A), anti-

receptor β2-adrenérgico (figura 18B) e anti-receptor β3-adrenérgico (figura 18C).  

A expressão protéica do receptor β1-adrenérgico nas coronárias dos grupos 

SHAM e INF LDV localizou-se tanto no endotélio quanto nas camadas de células de 

músculo liso (figura 18A). A expressão protéica do receptor β2-adrenérgico também 

foi localizada no endotélio e nas camadas de células de músculo liso, no entanto 

observa-se predomínio desta expressão nas camadas musculares (figura 18B). Já a 

expressão protéica do receptor β3-adrenérgico foi localizada no endotélio e nas 

camadas de músculo liso vascular, porém observa-se uma preponderância na região 

endotelial (figura 18C). Os controles negativos dos anticorpos anti-receptor β1-, anti-

receptor β2-, e anti-receptor β3-adrenérgico não apresentaram nenhum tipo de 

marcação. 

Não foram observadas diferenças na expressão protéica dos receptores β1-, 

β2- e β3-adrenérgico entre as coronárias dos animais SHAM e INF LDV (figura 18A, 

18B e 18C, respectivamente). 

 

 



71 

 

 

 

Figura 18 – Localização e expressão dos receptores β-adrenérgicos nas artérias coronárias septais 
de ratos SHAM e INF LDV. Imagens representativas (painel superior) e quantificação da 
expressão (painel inferior) da imunoreatividade para os anticorpos: anti-receptor β1-
adrenérgico (A); anti-receptor β2-adrenérgico (B); e anti-receptor β3-adrenérgico (C) em 
cortes de artérias coronárias septais de ratos SHAM e INF LDV.  
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A barra de escala representa 50µm. Os resultados são expressos como média ± EPM. O número de 
animais analisados em cada grupo experimental está indicado dentro das barras. Teste-t. 
Fonte: Couto (2012). 
 



72 

 

 

 

4.9 Sumário dos resultados  

 

Perifericamente, as artérias de resistência do leito muscular esquelético dos 

animais INF SDV apresentaram disfunção endotelial; enquanto que a função 

endotelial está preservada nas artérias dos animais INF LDV. Por outro lado, não se 

observaram modificações significativas no relaxamento mediado pelo isoproterenol 

nas artérias de resistência do leito muscular esquelético de ambos os animais 

infartados (INF LDV e INF SDV). A resposta de contração induzida por altas 

concentrações de potássio (120 mM) foi reduzida nas artérias de resistência do leito 

muscular esquelético dos animais INF SDV e IND LDV, enquanto que a resposta 

contrátil à noradrenalina não foi alterada em ambos os grupos infartados. 

Por outro lado, enquanto as coronárias dos animais INF SDV apresentaram 

disfunção endotelial, caracterizada por redução da modulação nitrérgica associada 

ao estresse oxidativo; as coronárias dos animais INF LDV apresentaram aumento da 

função endotelial, caracterizada por aumento da modulação nitrérgica. Este aumento 

da modulação nitrérgica foi associado à maior ativação da nNOS e da via PI3-

quinase/ Akt/ eNOS; assim como redução das espécies reativas de oxigênio, 

provavelmente em decorrência do aumento do sistema de defesa antioxidante 

mediado pelas isoformas da SOD (EC-SOD; Mn-SOD e Cu/Zn-SOD). Do mesmo 

modo, utilizando outro agonista vasodilatador, o isoproterenol (agonista dos 

receptores β-adrenérgicos), foi observado, nas coronárias dos animais INF SDV, 

redução do relaxamento mediado pelo isoproterenol; ao passo que, nas coronárias 

dos animais INF LDV, esta resposta de relaxamento estava aumentada. Este 

aumento do relaxamento ao isoproterenol nas coronárias dos animais INF LDV 

também está associado à maior modulação nitrérgica, provavelmente em 

decorrência de maior ativação das isoformas da NOS (eNOS e nNOS), cujas 

expressões estão aumentadas após o infarto do miocárdio. Uma vez que não foram 

observadas nem alterações significativas na densidade de receptores β-

adrenérgicos e nem na via de sinalização mediada pela adenilato ciclase. Por sua 

vez, as respostas contráteis nas artérias coronárias de ambos os animais infartados 

(INF SDV e INF LDV) não foram alteradas.   
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5 DISCUSSÂO  

 

O achado original da presente tese é que a reatividade nas artérias coronárias 

septais, assim como nas artérias de resistência do leito muscular esquelético, foi 

modulada diferentemente na dependência do estado da função cardíaca pós-infarto 

do miocárdio.  

Os pacientes infartados podem apresentar redução do desempenho cardíaco, 

o qual pode progredir para a insuficiência cardíaca em decorrência de vários fatores, 

dentre estes, pode-se citar o tamanho da área de infarto (Amir et al., 2006; White, 

Chew, 2008; Guazzi et al., 2009). Assim como observado em humanos, a oclusão 

permanente da artéria coronária em ratos promove disfunção cardíaca em 

decorrência de infarto do miocárdio, a qual pode evoluir para a insuficiência cardíaca 

(Pfeffer et al., 1979; Thomas et al., 1998; Gschwend et al., 2003; Pereira et al., 2005; 

dos Santos et al., 2010). Pfeffer e colaboradores (1979) foram os primeiros 

pesquisadores a caracterizar a função ventricular neste modelo experimental. Desde 

então, diversos trabalhos utilizam este modelo para avaliar as repercussões 

cardíacas e vasculares observadas após o infarto do miocárdio e após a sua 

progressão para a insuficiência cardíaca.  

Pfeffer e colaboradores (1979) observaram que, após 4 semanas do infarto do 

miocárdio em ratos, somente os animais com grandes áreas de infarto (47-59% da 

circunferência do ventrículo esquerdo) apresentaram hipertrofia ventricular direita, 

aumento da pressão diastólica final do ventrículo esquerdo e redução do débito 

cardíaco, características estas presentes na insuficiência cardíaca; enquanto que os 

animais com pequenas (4-30% da circunferência do ventrículo esquerdo) e médias 

(31-46% da circunferência do ventrículo esquerdo) áreas de infarto apresentaram 

hemodinâmica ventricular similar aos animais SHAM. Este mesmo padrão de 

resposta foi observado por dos Santos e colaboradores (2010), no qual o 

desempenho cardíaco após o infarto do miocárdio em ratos está na dependência do 

tamanho da área infartada.  

No entanto, neste mesmo modelo experimental, Pereira e colaboradores 

(2005) descreveram que, 4 semanas após o infarto do miocárdio, os animais 

infartados se subdividiam naturalmente em dois grupos, apesar de apresentarem a 
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mesma área de infarto (aproximadamente 30% da área do ventrículo esquerdo). Um 

grupo de animais apresentava sinais de insuficiência cardíaca como: (1) aumento da 

relação peso pulmão/ peso corporal e da relação peso do ventrículo direito/ peso 

corporal; (2) disfunção do ventrículo esquerdo, caracterizada por redução da 

pressão sistólica do ventrículo esquerdo, da derivada de pressão sobre a derivada 

de tempo positiva (dP/dt +) e negativa (dP/dt -), e por aumento da pressão diastólica 

final do ventrículo esquerdo; e (3) redução da pressão arterial sistólica. No entanto, 

um segundo grupo de animais, apesar de apresentar a mesma área de infarto, não 

demonstrava as características de insuficiência cardíaca e eram caracterizados por: 

(1) valores normais da relação peso pulmão/ peso corporal e da relação peso do 

ventrículo direito/ peso corporal; (2) função ventricular em níveis normais; e (3) 

aumento da pressão arterial sistólica e diastólica. Logo, baseado nestes trabalhos, 

pode-se concluir que, após a oclusão permanente da artéria coronária em ratos, os 

animais infartados apresentam distintos desempenhos cardíacos e, portanto, uma 

avaliação criteriosa deve ser abordada ao estudar este modelo experimental (Pfeffer 

et al., 1979; Thomas et al., 1998; Gschwend et al., 2003; Pereira et al., 2005; dos 

Santos et al., 2010).  

Conforme descrito na introdução da presente tese, o infarto do miocárdio 

ocorre quando uma isquemia prolongada leva a dano irreversível na célula 

miocárdica com consequente necrose (Opie, 2004b; Antman, Braunwald, 2005; 

Amin, 2006; Gheorghiade, Forarow, 2007; White, Chew, 2008). Na presença de um 

distúrbio primário do desempenho cardíaco, como observado após o infarto do 

miocárdio, o organismo aciona diversos mecanismos de ajustes de modo a 

manterem a função de bomba do coração e, consequentemente, o débito cardíaco e 

a perfusão tecidual (McAlpine et al., 1988; Cleland et al., 1996; Schrier, Abraham, 

1999; Francis et al., 2001; Opie, 2004b; Antman, Braunwald, 2005). Dentre estes 

mecanismos, os mais importantes são: mecanismo de Frank-Starling; ativação de 

sistemas neurohumorais; e o remodelamento do miocárdio (McAlpine et al., 1988; 

Cleland et al., 1996; Schrier, Abraham, 1999; Francis et al., 2001; Gaballa, Goldman, 

2002; Opie, 2004b; Antman, Braunwald, 2005).  

O remodelamento após o infarto do miocárdio é caracterizado por hipertrofia 

ventricular, a qual envolve ambos os ventrículos (Rubin et al., 1983; Anversa et al., 
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1985; Francis et al., 2001; Gaballa, Goldman, 2002; Babick, Dhalla, 2007). Deste 

modo, no modelo experimental de ratos com infarto do miocárdio induzido por 

oclusão permanente da artéria coronária, tem-se extensivamente demonstrado a 

presença de hipertrofia ventricular direita por meio da razão peso do ventrículo 

direito pelo peso corporal (Pfeffer et al., 1979; Litwin et al., 1991; Teerlink et al., 

1994; Mill et al., 1994, 1998; Thomas et al., 1998; Pereira et al., 2005; dos Santos et 

al., 2010). Ao encontro destes trabalhos, na presente tese, tanto os animais INF LDV 

quanto os animais INF SDV apresentaram hipertrofia do ventrículo direito (avaliada 

pela razão peso do ventrículo direito pelo comprimento da tíbia), a qual foi de maior 

magnitude nos animais INF SDV. No entanto, utilizando-se a razão do peso do 

ventrículo esquerdo pelo peso corporal, a maioria dos trabalhos não detecta a 

hipertrofia dos miócitos remanescentes no ventrículo esquerdo, provavelmente 

devido à grande área de necrose observada no ventrículo esquerdo após o infarto 

do miocárdio (Pfeffer et al., 1979; Litwin et al., 1991; Mill et al., 1994, 1998; Pereira 

et al., 2005). Na presente tese, a razão peso do ventrículo esquerdo pelo 

comprimento da tíbia foi reduzida em ambos os animais infartados (INF LDV e INF 

SDV), possivelmente em decorrência da grande área de necrose no ventrículo 

esquerdo.  

Esta hipertrofia pós-infarto do miocárdio inicialmente parece ser um processo 

benéfico para compensar a perda dos miócitos ventriculares, assim como um 

importante mecanismo para a manutenção da força contrátil dos ventrículos e, 

consequentemente, de manutenção do débito cardíaco (Rubin et al., 1983; Anversa 

et al., 1985; Francis et al., 2001; Gaballa, Goldman, 2002; Babick, Dhalla, 2007). No 

entanto, a crônica sobrecarga do miocárdio não-infartado e a crônica ativação dos 

sistemas neurohumorais promovem disfunções contráteis nos miócitos 

hipertrofiados, as quais, no ventrículo esquerdo, leva à redução dos índices de 

contratilidade (dP/dt +) e relaxamento (dP/dt -) ventricular; redução da PSVE; e induz 

aumento da PDfVE como resultado do aumento do volume diastólico final (Pfeffer et 

al., 1979; DeFelice et al., 1989; Teerlink et al., 1993; Mill et al., 1994; Bauersachs et 

al., 1999; Pereira et al., 2005; Antonio et al., 2009; dos Santos et al., 2010). Na 

presente tese, os animais do grupo INF LDV apresentaram disfunção contrátil 

avaliada pela redução da dP/dt + e da PSVE, assim como aumento da PDfVE. Já os 
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animais do grupo INF SDV apresentaram um pior desempenho cardíaco do que o 

observado nos animais INF LDV, caracterizado por maior redução da dP/dt +, pela 

redução da PSVE e pela redução da dP/dt -, assim como pelo maior aumento da 

PDfVE tanto em relação aos animais SHAM quando em relação aos animais INF 

LDV. 

Sabe-se que a disfunção ventricular severa, tal como a observada na 

insuficiência cardíaca, pode levar a redução do volume sistólico e do débito 

cardíaco, assim como ao aumento do volume e da pressão nos átrios, no sistema 

venoso e nos capilares (Pfeffer et al., 1979; Givertz et al., 2005). O aumento das 

pressões nos capilares induz aumento da permeabilidade de fluidos dos leitos 

capilares para o espaço intersticial (Givertz et al., 2005). Este aumento da 

permeabilidade capilar, no pulmão, gera o edema pulmonar e, no fígado, gera o 

edema hepático (Givertz et al., 2005).  

Na presente tese, os animais do grupo INF LDV não apresentaram vestígios 

de edema pulmonar ou hepático. Já os animais INF SDV apresentaram edema 

hepático, no entanto não foi observado alteração no teor de água presente no 

pulmão. Outros trabalhos na literatura demonstraram a presença de edema 

pulmonar em ratos com insuficiência cardíaca após o infarto do miocárdio (Francis et 

al., 2001; Pereira et al., 2005, Fraccarollo et al., 2008; Antonio et al., 2009; dos 

Santos et al., 2010; Machackova et al., 2010). Observando-se que os animais do 

grupo INF SDV desenvolveram somente edema hepático, uma possível explicação 

seria que a ausência de edema pulmonar seja em decorrência de disfunção 

ventricular direita nestes animais. Deste modo, é provável que a presença de 

disfunção ventricular direita nos animais INF SDV poderia reduzir a sobrecarga 

pressórica no leito pulmonar, reduzindo, assim, o extravasamento de fluidos neste 

leito e, consequentemente, o edema pulmonar. No entanto, na presente tese, esta 

hipótese não pôde ser confirmada, pois não foram avaliadas as medidas 

hemodinâmicas no ventrículo direito. 
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Associada às alterações cardíacas, após o infarto do miocárdio e na 

insuficiência cardíaca, também se observam alterações na função vascular de 

pacientes. Neste sentido, existem relatos na literatura da presença de disfunção 

endotelial nas artérias que irrigam a musculatura esquelética e nas artérias 

coronárias de pacientes infartados e de pacientes com insuficiência cardíaca (Mohri 

et al., 1997; Fischer et al., 2005; Katz et al., 2005; Poelz et al., 2005; Santos et al., 

2005; Amir et al., 2006; Guazzi et al., 2009; Shechter et al., 2009).  

Assim como observado em humanos, prévios trabalhos na literatura têm 

demonstrado a presença de disfunção endotelial em artérias de condutância no 

modelo de insuficiência cardíaca induzida por infarto do miocárdio em ratos (Teerlink 

et al., 1993; Bauersachs et al., 1999; 2001; 2002; Indik et al., 2001; Schäfer et al., 

2004; Thai et al., 2007; Fraccarollo et al., 2008). No entanto, diferente do observado 

para as artérias de condutância, ainda não é consenso na literatura a presença de 

disfunção endotelial em vasos de resistência após o infarto do miocárdio e na sua 

progressão para a insuficiência cardíaca. Neste sentido, tem-se demonstrado que, 

após a instalação da insuficiência cardíaca induzida por infarto do miocárdio em 

ratos, o relaxamento dependente do endotélio pode estar reduzido (Thuillez et al., 

1995; Mulder et al., 1995; 1996; Didion, Mayham, 1997; Gaballa, Goldman, 1999; 

Varin et al., 1999; 2000; Wang et al., 2010) ou inalterado (Baggia et al., 1997; Prior 

et al., 1998; Trautner et al., 2006; Xu et al., 2007) em artérias periféricas de 

resistência, tais como nas artérias de resistência do leito mesentérico e muscular 

esquelético. Do mesmo modo, nas artérias coronárias de ratos infartados o 

relaxamento dependente do endotélio pode estar reduzido (Berges et al., 2005; 

Mulder et al., 2008) ou inalterado (Ueda et al., 2005). Assim, sugere-se que esta 

discrepância de relatos da literatura pode ser devido às distintas fases da disfunção 

cardíaca pós-infarto do miocárdio em ratos. Conforme mencionado anteriormente, 

após a oclusão permanente da artéria coronária em ratos, observa-se grande 

variabilidade da área de infarto e, consequentemente, da severidade da disfunção 

cardíaca (Pfeffer et al., 1979; Thomas et al., 1998; Gschwend et al., 2003; Pereira et 

al., 2005; dos Santos et al., 2010), o que poderia levar a diferentes ajustes 

vasculares. Portanto, uma avaliação criteriosa deve ser abordada ao se estudar a 
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função vascular em decorrência do infarto do miocárdio por oclusão da artéria 

coronária em ratos.   

Baseado em tais fatos descritos acima, buscou-se avaliar, na presente tese, a 

função endotelial em artérias de resistência do leito muscular esquelético e em 

artérias coronárias septais de ratos com distintos desempenhos cardíacos pós-

infarto do miocárdio.  

Observou-se, na presente tese, que as artérias de resistência do leito 

muscular esquelético e as artérias coronárias dos animais INF SDV apresentaram 

redução do relaxamento dependente do endotélio mediado pela acetilcolina, 

enquanto que o relaxamento independente do endotélio não foi alterado, o que 

caracteriza a presença de disfunção endotelial nestas artérias. Estes resultados vão 

ao encontro de prévios trabalhos na literatura os quais demonstraram a presença de 

disfunção endotelial em artérias do músculo esquelético (Mulder et al., 1996; Didion, 

Mayham, 1997; Gaballa, Goldman, 1999; Varin et al., 1999; 2000) e em coronárias 

(Berges et al., 2005; Mulder et al., 2008) de ratos pós-infarto do miocárdio. Além 

disso, em outros modelos experimentais de insuficiência cardíaca (Wang et al., 

1994; Sun et al., 2000; Grieve et al., 2001; Chen et al., 2005) e em pacientes com 

insuficiência cardíaca (Treasure et al., 1990; Holdright et al., 1994; Inoue et al., 1994; 

Mohri et al., 1997; Landmesser et al., 2002; Fischer et al., 2005; Poelz et al., 2005; 

Santos et al., 2005; Bitar et al., 2006) também se tem observado a presença de 

disfunção endotelial nas artérias do músculo esquelético e em coronárias.  

 Sabe-se que o endotélio, por meio de liberação de EDCF e EDRF, é capaz 

de modular o tônus vascular e, consequentemente, a perfusão tecidual (Vanhoutte, 

1996; Gryglewski, 2005; Vanhoutte et al., 2009). Assim, como observado na 

presente tese, a presença de disfunção endotelial nas artérias coronárias dos 

animais INF SDV poderia prejudicar a perfusão e, consequentemente, a nutrição 

para o tecido cardíaco não-infartado, agravando, ainda mais, o desempenho 

cardíaco após o infarto do miocárdio. Já nas artérias de resistência da musculatura 

esquelética, a presença de disfunção endotelial poderia contribuir para o aumento da 

resistência vascular periférica e, consequentemente, da pós-carga contra a qual o 

coração, já prejudicado em decorrência do infarto do miocárdio, terá que ejetar 

sangue. Além disso, a presença de disfunção endotelial nas artérias de resistência 
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do leito muscular esquelético pode levar à redução da perfusão para a musculatura 

esquelética, o que poderia estar envolvido na gênese da fadiga muscular esquelética 

observada em casos de falência cardíaca, tais como na insuficiência cardíaca.   

Diferente do observado para as artérias de resistência do músculo esquelético 

dos animais INF SDV, nos animais INF LSV, a função endotelial nestas artérias foi 

preservada. Por outro lado, na presente tese, foi observado, pela primeira vez na 

literatura, que as artérias coronárias dos animais INF LDV apresentaram aumento da 

função endotelial, caracterizada por aumento no relaxamento dependente do 

endotélio, enquanto que o relaxamento independente do endotélio foi preservado. 

Este aumento da função endotelial pode ser um mecanismo de ajuste vascular 

importante, de modo a favorecer melhor perfusão para o miocárdio remanescente, o 

qual se encontra hipertrofiado após o infarto do miocárdio. Entretanto, é provável 

que o acionamento deste mecanismo de compensação seja uma especificidade das 

artérias coronárias, provavelmente por um mecanismo de ação local, uma vez que a 

função endotelial não foi modificada nas artérias de resistência do músculo 

esquelético dos animais INF LDV.  

Existem relatos na literatura de que, nas artérias coronárias, a acetilcolina 

induz relaxamento principalmente por meio da síntese e liberação de NO após 

ativação dos receptores muscarínicos nas células endoteliais (Amezcua et al., 1989; 

Chu et al., 1991; García et al., 1992; Parent et al., 1992, 1996; Smith et al., 1993; 

Altman et al., 1994; Tschudi et al., 1994; Muramatsu et al., 1994; Fernández et al., 

2000; Vásquez-Pérez et al., 2001). Sabendo que as artérias coronárias dos animais 

INF SDV apresentaram disfunção endotelial, enquanto que as artérias coronárias 

dos animais INF LDV apresentaram aumento da função endotelial, foi avaliada a 

produção de NO, antes e após a estimulação com acetilcolina, em cortes 

transversais de artérias coronárias dos animais SHAM, INF LDV e INF SDV por meio 

da sonda fluorescente DAF-2.  

Nas artérias coronárias dos animais IND SDV a produção de NO foi reduzida, 

o que sugere que a disfunção endotelial nas coronárias dos animais INF SDV é 

decorrente de menor modulação nitrérgica. Corroborando o presente resultado, em 

vasos periféricos deste mesmo modelo experimental, como a aorta, tem-se 

observado disfunção endotelial, caracterizada por redução da modulação nitrérgica 
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(Bauersaches et al., 1999; 2001; 2002; Indik et al., 2001; Gschwend et al., 2003; 

Schäfer et al., 2003; 2004; Thai et al., 2007; Fraccarollo et al., 2008). Nestes 

trabalhos a redução da modulação nitrérgica foi associada à menor síntese (Schäfer 

et al., 2004; Fraccarollo et al., 2008) e/ou menor biodisponibilidade de NO, 

provavelmente devido ao estresse oxidativo observado nestas artérias (Bauersaches 

et al., 1999; 2001; 2002; Indik et al., 2001; Schäfer et al., 2004; Fraccarollo et al., 

2008). De fato, na presente tese, utilizando o método da DHE em cortes transversais 

de artérias coronárias septais, foi observado aumento das espécies reativas de 

oxigênio nas artérias coronárias dos animais INF SDV. Assim, nas coronárias dos 

animais INF SDV a disfunção endotelial, caracterizada por redução da modulação 

nitrérgica, está associada ao estresse oxidativo. 

Por outro lado, na presente tese, foi observada que a produção de NO foi 

aumentada nas coronárias dos animais INF LDV quando comparada à produção nas 

coronárias dos SHAM. Assim, pode-se concluir que o aumento da função endotelial 

nas coronárias dos animais INF LDV é devido à maior modulação nitrérgica (maior 

síntese e/ou biodisponibilidade de NO). Conforme mencionado anteriormente, o 

estresse oxidativo tem papel fundamental na disfunção endotelial observada em 

vasos de condutância após o infarto do miocárdio, uma vez que o ânion superóxido, 

por reagir rapidamente com o NO, reduz a biodisponibilidade do NO (Bauersaches et 

al., 1999; 2001; 2002; Indik et al., 2001; Schäfer et al., 2004; Fraccarollo et al., 

2008). Porém, outro fato inédito observado na presente tese é que as artérias 

coronárias dos animais INF LDV, associado ao aumento da modulação nitrérgica, 

apresentaram redução das espécies reativas de oxigênio pelo método da DHE.  

Existem relatos na literatura de que o aumento da defesa antioxidante, com 

consequente redução das espécies reativas de oxigênio, está envolvido na 

prevenção da disfunção endotelial após o infarto do miocárdio (Miller et al., 2010; 

Lida et al., 2005). Neste sentido, Miller e colaboradores (2010) demonstraram que, 

após o infarto do miocárdio em camundongos fêmeas, observa-se aumento da 

expressão gênica de todas as isoformas da SOD na aorta, assim como aumento da 

expressão gênica da eNOS. Como neste trabalho o relaxamento dependente do 

endotélio na aorta não foi alterado, os autores especularam que o aumento da 

expressão da eNOS e das isoformas da SOD poderia ter auxiliado na proteção da 
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disfunção endotelial observada após o infarto do miocárdio em camundongos 

fêmeas (Miller et al., 2010). Além disso, Lida e colaboradores (2005) demonstraram 

que o aumento da defesa antioxidante via transferência gênica da EC-SOD reverte a 

disfunção endotelial e reduz o aumento do ânion superóxido na aorta e na artéria 

mesentérica superior de ratos com insuficiência cardíaca induzida por infarto do 

miocárdio. Em conjunto, estes trabalhos demonstram a importante função da defesa 

antioxidante mediada pela SOD na preservação da função endotelial após o infarto 

do miocárdio. Por outro lado, a redução da atividade da SOD está envolvida na 

disfunção endotelial observada na aorta de ratos infartados (Indik et al., 2001) e em 

artérias de pacientes com insuficiência cardíaca (Landmesser et al., 2002).  

Na presente tese, a expressão protéica das isoformas da SOD (EC-SOD, 

Cu/Zn-SOD e Mn-SOD) foi aumentada nas coronárias dos animais INF LDV. Este 

resultado sugere o possível envolvimento da defesa antioxidante mediada pelas 

isoformas da SOD na inibição da oxidação do NO pelo ânion superóxido e, portanto, 

o possível envolvimento destas isoformas da SOD na maior biodisponibilidade do 

NO observada nas coronárias dos animais INF LDV.  

Baseado nestes resultados, pode-se inferir que o aumento da modulação 

nitrérgica nas coronárias dos animais INF LDV pode ser um possível mecanismo 

envolvido na prevenção da instalação de um pior desempenho cardíaco após o 

infarto do miocárdio. Deste modo, focou-se o presente estudo na elucidação dos 

mecanismos envolvidos neste aumento da modulação nitrérgica nas coronárias dos 

animais INF LDV. 

Primeiramente, foi demonstrada, funcionalmente, a maior modulação 

nitrérgica na resposta de relaxamento à acetilcolina nas coronárias dos animais INF 

LDV por meio da curva concentração-resposta à acetilcolina na presença do inibidor 

não seletivo da sintase de óxido nítrico (NOS), o L-NAME. A incubação com L-NAME 

promoveu inibição no relaxamento à acetilcolina de maior magnitude nas coronárias 

dos animais INF LDV quando comparado à inibição nas coronárias dos animais 

SHAM. Associado ao aumento da modulação nitrérgica, as artérias coronárias dos 

animais INF LDV apresentaram aumento da expressão protéica das isoformas 

endotelial e neuronal da NOS (eNOS e nNOS, respectivamente). Já a expressão 
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protéica da isoforma induzível da NOS (iNOS) não foi detectada pela técnica 

utilizada.  

A presente tese foi pioneira em demonstrar aumento da expressão protéica 

da nNOS em artérias de ratos após o infarto do miocárdio e, para avaliar 

funcionalmente o envolvimento do NO proveniente da nNOS no relaxamento à 

acetilcolina, foi realizada curva concentração-resposta à acetilcolina na presença do 

inibidor seletivo da nNOS, o 7-NI. A incubação com 7-NI reduziu a resposta de 

relaxamento à acetilcolina somente nas coronárias dos animais INF LDV quando 

comparada às coronárias dos SHAM, o que sugere a presença de maior modulação 

nitrérgica via ativação da isoforma neuronal da NOS nas coronárias dos animais INF 

LDV. No entanto, cabe ressaltar que, embora a nNOS esteja envolvida na síntese de 

NO (Alderton et al., 2001; Chen, Popel; 2007; Zhou, Zhu, 2009; Förstermann, Sessa, 

2011), outros trabalhos também relatam a importante contribuição da nNOS na 

geração de peróxido de hidrogênio (Tsai et al., 2005; Weaver et al., 2005; Capettini 

et al., 2008; 2010), o qual, nas células de músculo liso vascular das artérias 

coronárias, induz relaxamento principalmente via abertura de canais para potássio 

ativados por cálcio e hiperpolarização da musculatura lisa (Barlow, Wite, 1998; 

Barlow et al., 2000; Yada et al., 2003; Miura et al., 2003; Shimokawa, Matoba, 2004). 

Logo, não se pode excluir a hipótese de que, nas artérias coronárias dos animais 

INF LDV, o aumento da função endotelial pode ser, pelo menos em parte, devido à 

maior síntese de peróxido de hidrogênio proveniente da nNOS. 

Por sua vez, existem relatos na literatura de que, enquanto a expressão da 

iNOS somente é modificada nas artérias em uma fase aguda após o infarto do 

miocárdio (Bauersachs et al., 1999; Sartório et al., 2005; Berges et al., 2007), a 

expressão da eNOS, nos vasos arteriais, pode estar reduzida ou até mesmo 

aumentada (Comini et al., 1996; Smith et al., 1996; Bauersachs et al., 1999; Varin et 

al., 1999; Gaballa, Goldman, 1999; Berges et al., 2005; Fraccarollo et al., 2008) após 

o infarto do miocárdio, assim como em outros modelos de cardiomiopatia. Neste 

sentido, existem relatos de que a expressão protéica da eNOS está reduzida na 

aorta de cães com insuficiência cardíaca induzida por marcapasso ectópico (Smith 

et al., 1996), assim como na aorta de ratos com insuficiência cardíaca induzida por 

monocromalina (Comini et al., 1996). No modelo experimental de ratos com 
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insuficiência cardíaca induzida por infarto do miocárdio, também foi observada 

redução da expressão protéica e gênica da eNOS em artérias da musculatura 

esquelética (Gaballa, Goldman, 1999; Varin et al., 1999) e na aorta (Fraccarollo et 

al., 2008). Nestes trabalhos, a redução da expressão da eNOS foi associada à 

redução do relaxamento dependente do endotélio (Gaballa, Goldman, 1999; Varin et 

al., 1999; Fraccarollo et al., 2008).  

Por outro lado, o aumento da expressão protéica da eNOS e o consequente 

aumento da síntese de NO, nas células endoteliais, demonstrou exercer efeito 

cardioprotetor após o infarto do miocárdio em ratos e camundongos, impedindo, 

assim, o desenvolvimento da falência cardíaca neste modelo experimental (Jones et 

al., 2003; Fraccarollo et al., 2008). Jones e colaboradores (2003) demonstraram que 

os camundongos transgênicos que super-expressam eNOS apresentaram menor 

mortalidade após o infarto do miocárdio, assim como aumento do débito cardíaco e 

da fração de ejeção quando comparados aos animais controles infartados. Já o 

aumento da expressão protéica da eNOS por meio do tratamento farmacológico com 

AVE 9488, um composto que aumenta a expressão da eNOS e, consequentemente, 

a liberação de NO, foi capaz de restaurar a redução do relaxamento mediado pela 

acetilcolina, o qual era previamente observado na aorta de ratos com insuficiência 

cardíaca induzida por infarto do miocárdio, assim como também foi capaz de 

melhorar a função contrátil e o remodelamento cardíaco nestes animais (Fraccarollo 

et al., 2008).  

Além disso, embora ainda não haja relatos na literatura da expressão da 

nNOS nos vasos arteriais após o infarto do miocárdio, recentes trabalhos sugerem o 

efeito cardioprotetor da nNOS após o infarto do miocárdio em camundongos, uma 

vez que os camundongos com deleção gênica da nNOS apresentaram um pior 

desempenho cardíaco e aumento da mortalidade após o infarto do miocárdio 

(Saraiva et al., 2005; Burger et al., 2009). 

Assim, com os resultados obtidos na presente tese, pode-se inferir que o 

aumento da expressão protéica da eNOS e nNOS nas artérias coronárias dos 

animais INF LDV promove aumento da liberação de NO quando estas artérias são 

estimuladas, o qual poderia favorecer a perfusão e, consequentemente, manter 
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adequada nutrição para o miocárdio remanescente hipertrofiado, prevenindo, assim, 

a instalação de um pior desempenho cardíaco pós-infarto do miocárdio. 

Na sequência, buscou-se elucidar os mecanismos intracelulares pelos quais a 

acetilcolina, via ativação da eNOS, induz aumento da modulação nitrérgica nas 

artérias coronárias dos animais INF LDV. Para tal, primeiramente, foi avaliada a 

expressão protéica da AMPK e da Akt, uma vez que, como mencionado na 

introdução da presente tese, as vias de sinalização destas quinases são capazes de 

modular a atividade da eNOS por meio da fosforilação dos sítios de ativação da 

eNOS (Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999, Michel et al., 

2001; Fleming 2010). Na presente tese, enquanto que a expressão protéica da 

AMPK não foi diferente entre as coronárias dos animais SHAM e INF LDV, a 

expressão protéica da Akt foi maior nas coronárias dos animais INF LDV quando 

comparado às coronárias dos animais SHAM.  

Sabendo que, nos tecidos vasculares, a ativação da fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3-quinase) fosforila a Akt, a qual diretamente fosforila a eNOS nos sítios 

de ativação (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999) e sabendo que a incubação 

com acetilcolina promove relaxamento por meio da ativação da via PI3-quinase/ Akt/ 

eNOS em artérias (Kitayama et al., 2000; Zecchin et al., 2007; Wang et al., 2010), na 

presente tese, buscou-se comprovar funcionalmente o envolvimento da via PI3-

quinase/ Akt no relaxamento à acetilcolina nas coronárias dos animais SHAM e INF 

LDV. Para isto, foi realizada, nas artérias coronárias, uma curva concentração-

resposta à acetilcolina na presença do inibidor da PI3-quinase, o LY 294002. A 

incubação com LY 294002 promoveu inibição no relaxamento à acetilcolina de maior 

magnitude nas coronárias dos animais INF LDV quando comparado à inibição nas 

coronárias dos animais SHAM, o que demonstra, pela primeira vez, maior 

envolvimento desta via no relaxamento à acetilcolina nas coronárias dos animais INF 

LDV. 

De encontro aos resultados obtidos na presente tese, Wang e colaboradores 

(2010), observaram, na artéria de resistência do leito mesentérico de ratos 

infartados, que a redução do relaxamento mediado pela acetilcolina foi devido à 

menor ativação da via PI3-quinase/ Akt/ eNOS. Por outro lado, o exercício físico foi 

capaz de restaurar a disfunção endotelial nestas artérias por aumentar a ativação da 
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via PI3-quinase/ Akt/ eNOS, o que sugere o importante envolvimento desta via de 

sinalização na preservação da função endotelial após o infarto do miocárdio (Wang 

et al., 2010).  

Assim, como conclusão parcial tem-se que as artérias coronárias dos animais 

INF LDV apresentaram aumento da modulação nitrérgica devido à maior síntese de 

NO em decorrência de maior ativação da nNOS e da via PI3-quinase/ Akt/ eNOS. 

Além disso, também foi observado nas coronárias dos animais INF LDV redução das 

espécies reativas de oxigênio, provavelmente decorrente do aumento da defesa 

antioxidante mediada pelas isoformas da SOD e, portanto, além da maior síntese de 

NO, o aumento da modulação nitrérgica também foi decorrente de maior 

biodisponibilidade de NO.    

 

Conforme descrito anteriormente, é bem demonstrado que após o infarto do 

miocárdio, observa-se a ativação de sistemas neurohumorais, tais como o sistema 

nervoso simpático (McAlpine et al., 1988; Cleland et al., 1996; Schrier, Abraham, 

1999; Francis et al., 2001; Gaballa, Goldman, 2002; Opie, 2004b; Antman, 

Braunwald, 2005). O sistema nervoso simpático é capaz de modular o tônus 

vascular pela ação das catecolaminas nos receptores α- e β-adrenérgicos 

(Guimarães, Moura 2001; Davis et al., 2008). No entanto, tanto as artérias de 

resistência do músculo esquelético quanto as artérias coronárias possuem grande 

densidade de receptores β-adrenérgicos (Komaru et al., 2000; Guimarães, Moura 

2001; Davis et al., 2008; Barbato, 2009). Sendo assim, na presente tese, também se 

buscou avaliar o relaxamento mediado pela ativação dos receptores β-adrenérgicos 

nas artérias coronárias septais e nas artérias de resistência do músculo esquelético 

de ratos infartados (grupos INF LDV e INF SDV) e SHAM operados.  

Os receptores β-adrenérgicos estão localizados tanto nas células endoteliais 

quanto nas células de músculo liso vascular (Rubany, Vanhoutte 1986; Kamata et 

al., 1989; Akimoto et al., 2002; Ferro et al., 2004; Briones et al., 2005; Mallen et al., 

2005; Figueroa et al., 2009). Nas células endoteliais, a ativação dos receptores β-

adrenérgicos induz vasodilatação mediada, principalmente, pela síntese de NO, via 

ativação tanto da PKA como da Akt (Blankesteijin, Thien, 1993; Parent et al., 1993; 

Dawes et al., 1997; Ming et al., 1997; Xu et al., 2000; Akimoto et al., 2002; Ferro et 
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al., 2004; Fernández et al., 2000; Figueroa et al., 2009). Já nas células de músculo 

liso vascular, a estimulação do receptor β-adrenérgico promove vasodilatação pela 

ativação da via adenilato ciclase/ AMPc/ PKA, a qual promove hiperpolarização e 

diminui a sensibilidade dos miofilamentos ao cálcio (Rembold, Chen, 1998; Ferro et 

al., 2004).  

Nas artérias coronárias dos animais INF SDV, foi observada redução do 

relaxamento mediado pelo isoproterenol. Sabendo que após o infarto do miocárdio 

observa-se uma hiperatividade simpática, a redução do relaxamento mediado pela 

ativação dos receptores β-adrenérgicos nas coronárias dos animais INF SDV, 

associada à presença de disfunção endotelial, pode ser mais um mecanismo 

vasodilatador prejudicado o que agravaria, ainda mais, a perfusão para o miócito 

remanescente. No entanto, nas artérias de resistência do leito muscular esquelético 

destes animais, o relaxamento mediado pelo isoproterenol foi preservado, o que 

sugere que a disfunção dos receptores β-adrenérgicos vascular nos animais INF 

SDV está na dependência do leito vascular estudado. 

Existem relatos na literatura de que o relaxamento mediado pela ativação dos 

receptores β-adrenérgicos está preservado nas artérias da musculatura esquelética 

de ratos com insuficiência cardíaca após o infarto do miocárdio (Mulder et al., 1997) 

e de cães com insuficiência cardíaca induzida por marcapasso ectópico (Frey et al., 

1989). Enquanto que, na aorta e na artéria pulmonar de ratos com insuficiência 

induzida por infarto do miocárdio (Nasa et al., 1996; Toyoshima et al., 1998; Gaballa 

et al., 2001; Spooner et al., 2004), assim como, na artéria pulmonar e na artéria 

coronária de cães com insuficiência cardíaca induzida por marcapasso ectópico 

(Mathew et al., 1993; Larosa, Foster, 1996), observa-se redução do relaxamento 

mediado pela ativação dos receptores β-adrenérgicos. 

Por outro lado, na presente tese, foi demonstrado pela primeira vez na 

literatura, que as artérias coronárias dos animais do grupo INF LDV apresentaram 

aumento do relaxamento mediado pela ativação dos receptores β-adrenérgicos, 

associado ao aumento da função endotelial. Logo, o aumento do relaxamento 

mediado pela ativação dos receptores β-adrenérgicos pode ser outro importante 

mecanismo de ajuste vascular compensatório de modo a aumentar o fluxo 

coronariano e, assim, manter uma adequada perfusão para o miocárdio não-
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infartado. Já nas artérias de resistência do leito muscular esquelético dos animais do 

grupo INF LDV, não foi observada alteração na resposta de relaxamento mediada 

pelo isoproterenol, o que reforça a hipótese de que o acionamento dos mecanismos 

de ajustes vasculares compensatórios, observado nos animais INF LDV, é uma 

especificidade das artérias coronárias.  

  Até o presente momento, tem-se descrito que a redução do relaxamento 

mediada pela ativação dos receptores β-adrenérgicos, observada nas artérias dos 

modelos experimentais de infarto do miocárdio e de insuficiência cardíaca, está 

associada a: (1) a redução na densidade de receptores β-adrenérgicos ao mesmo 

tempo em que há aumento dos níveis da quinase do receptor β-adrenérgico (βARK), 

a qual fosforila o receptor β-adrenérgico e, assim, promove desensibilização do 

mesmo (Kiuchi et al., 1993; Gaballa et al., 2001); (2) a presença de prejuízo na via 

de sinalização dos receptores β-adrenérgicos, avaliada pela redução do relaxamento 

ao NKH477 (um análogo do forskolin solúvel em água) (Nasa et al., 1996; 

Toyoshima et al., 1998); e (3) a menor participação do NO no relaxamento mediado 

pelo isoproterenol (Nasa et al., 1996; Toyoshima et al., 1998). 

Sabendo que, nas coronárias dos animais INF LDV, o aumento do 

relaxamento mediado isoproterenol pode ser outro importante mecanismo de ajuste 

compensatório, o qual poderia estar envolvido na prevenção do agravamento do 

desempenho cardíaco após o infarto do miocárdio, na presente tese, buscou-se 

avaliar os possíveis mecanismos envolvidos neste aumento da função β-

adrenérgica. 

 Como o relaxamento mediado pelo ativador da adenilato ciclase, o forskolin, 

não foi diferente entre as coronárias dos animais SHAM e INF LDV, pode-se concluir 

que este aumento do relaxamento ao isoproterenol, observado nas coronárias dos 

animais INF LDV, não ocorreu em decorrência da potencialização da cascata de 

sinalização mediada pela adenilato ciclase. Além disso, por meio da técnica de 

imunohistoquímica, não foram observadas diferenças na expressão e localização 

dos receptores β-adrenérgicos entre as artérias coronárias dos animais SHAM e INF 

LDV. No entanto, foi observada maior modulação nitrérgica na resposta de 

relaxamento ao isoproterenol nas coronárias dos animais INF LDV, uma vez que a 

incubação com L-NAME promoveu inibição no relaxamento ao isoproterenol de 
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maior magnitude nas coronárias dos animais INF LDV quando comparado à inibição 

nas coronárias dos animais SHAM. Ao encontro dos resultados funcionais, por meio 

da incubação de cortes transversais de artérias coronárias com a sonda fluorescente 

DAF-2, foi possível confirmar que o fator de relaxamento envolvido no aumento da 

vasodilatação ao isoproterenol era o NO, já que, após a estimulação com 

isoproterenol, a liberação de NO foi maior nas coronárias dos animais INF LDV 

quando comparada às coronárias dos SHAM.  

Assim, sabendo da importante função dos receptores β-adrenérgicos na 

modulação do tônus das artérias coronárias (Komaru et al., 2000; Barbato, 2009), 

pode-se especular que o aumento da resposta vasodilatadora induzida pela 

estimulação dos receptores β-adrenérgicos nos animais INF LDV ocorreu devido à 

maior modulação nitrérgica, provavelmente em decorrência da maior ativação da 

eNOS e nNOS, uma vez que, como relatado anteriormente, estas isoformas da NOS 

estão aumentadas nas coronárias dos animais INF LDV. Este aumento do 

relaxamento mediado pela estimulação dos receptores β-adrenérgicos nas 

coronárias dos animais INF LDV poderia contribuir para uma maior vasodilatação, 

principalmente mediada pelas catecolaminas endógenas, e assim levar a uma 

melhora do fluxo sanguíneo para o miocárdio não-infartado.  

 

A presença de mecanismos de ajustes vasculares compensatórios também foi 

relatada em coronárias de cobaias com cardiomiopatia induzida por coarctação da 

aorta, em uma fase da doença que precede a instalação da insuficiência cardíaca 

neste modelo (Grieve et al., 2001). Grieve e colaboradores (2001) observaram 

aumento do NO basal nas coronárias de cobaias após 3 semanas da coarctação da 

aorta, fase na qual os animais apresentaram hipertrofia ventricular esquerda sem 

disfunção cardíaca. No entanto, este aumento da modulação nitrérgica não foi 

observado 8-10 semanas após a coarctação da aorta, fase na qual os animais 

apresentavam, além da hipertrofia cardíaca, sinais de insuficiência cardíaca, tais 

como edema pulmonar, redução da dP/dt + e do trabalho cardíaco (Grieve et al., 

2001). Além disso, enquanto que o relaxamento mediado bradicinina e pelo doador 

de NO foi preservado nas artérias coronárias de cobaias com 3 semanas após a 

coarctação da aorta, estas respostas de relaxamento foram reduzidas nas 
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coronárias dos animais após 8-10 semanas de coarctação da aorta (Grieve et al., 

2001). Estas reduções das respostas de relaxamento nos animais com insuficiência 

cardíaca foi associada à redução da expressão da eNOS (Grieve et al., 2001).  

Já na aorta de ratos infartados, Gschwend e colaboradores (2003) também 

demonstraram a presença de ajustes vasculares compensatórios antes da 

instalação da insuficiência cardíaca induzida por infarto do miocárdio. Neste 

trabalho, foi observado aumento do relaxamento mediado pela acetilcolina, devido 

ao aumento da modulação nitrérgica, nas aortas dos animais infartados com 

pequena área de infarto e, portanto, sem sinais de insuficiência cardíaca (Gschwend 

et al., 2003). No entanto, esta resposta de relaxamento foi reduzida, devido à menor 

participação do EDHF, nas aortas dos animais infartados com grandes áreas de 

infarto e com sinais de insuficiência cardíaca (Gschwend et al., 2003).  

Assim, baseado nestes trabalhos, é provável que, após uma sobrecarga 

cardíaca, inicialmente observa-se a ativação de mecanismos de compensação nas 

artérias, tais como aumento da participação do NO, de modo a manter uma 

adequada perfusão e nutrição tecidual, assim como reduzir a pós-carga cardíaca. No 

entanto, posteriormente, é provável que este mecanismo de compensação entre em 

falência e o que se observa é a redução dos EDRF, o que poderia contribuir para a 

redução da perfusão tecidual e aumento da pós-carga, auxiliando assim na 

instalação e/ou manutenção da falência cardíaca. 

Por outro lado, a presença dos mecanismos vasculares de compensação, 

antes da instalação da falência cardíaca, ainda não é consenso na literatura e, nesta 

fase, alguns autores sugerem que a função arterial pode estar normal (Sun et al., 

2000) ou prejudicada (Thomas et al., 1998; Pereira et al., 2005).  

Pereira e colaboradores (2005) observaram, no leito arterial caudal de ratos 

infartados sem sinais de insuficiência cardíaca, redução do relaxamento dependente 

do endotélio e aumento da resposta contrátil à fenilefrina, mecanismos estes que 

podem contribuir para a redução da perfusão tecidual e aumentar a pós-carga 

cardíaca após o infarto do miocárdio. Entretanto, nos animais infartados com sinais 

de insuficiência cardíaca, o relaxamento mediado pela acetilcolina no leito arterial 

caudal foi preservado, enquanto que a contração à fenilefrina foi reduzida em 

decorrência da maior modulação nitrérgica (Pereira et al., 2005). Similar ao 
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observado para o leito arterial caudal dos animais infartados sem sinais de 

insuficiência cardíaca, nas artérias de resistência do leito muscular esquelético 

também foi observado redução do relaxamento mediado pela adenosina em ratos 

infartados com disfunção cardíaca, porém sem sinais de insuficiência cardíaca 

(Thomas et al., 1998).  

Já Sun e colaboradores (2000) observaram que, após 3 semanas de 

implantação do marcapasso em cães, os animais apresentaram disfunção cardíaca 

sem sinais de insuficiência cardíaca, enquanto que os animais com 5 semanas de 

implantação do marcapasso apresentaram sinais de insuficiência cardíaca, tais 

como edema, dispnéia, ascite, assim como pressão diastólica final do ventrículo 

esquerdo superior a 25 mmHg (Sun et al., 2000). Neste estudo, o relaxamento 

dependente do endotélio foi preservado nas artérias coronárias após 3 semanas de 

implantação de marcapasso, estágio no qual os animais não apresentaram sinais de 

insuficiência cardíaca, e foi reduzido, devido à menor modulação nitrérgica, após 5 

semanas de implantação de marcapasso, fase na qual os animais desenvolveram 

insuficiência cardíaca (Sun et al., 2000).  

Deste modo, pode-se concluir que o acionamento de mecanismos vasculares 

de compensação, antes de instalação da falência cardíaca, depende, 

principalmente, do leito vascular, da severidade da cardiomiopatia, assim como do 

modelo experimental em estudo. 

 

Além das respostas de relaxamento, após o infarto do miocárdio, também se 

pode observar alteração na resposta contrátil. Neste sentido, existem relatos na 

literatura de que a resposta contrátil à noradrenalina ou à fenilefrina em artérias de 

ratos após o infarto do miocárdio pode estar aumentada (Teerlink et al., 1994; 

Okumura et al., 1996; Stassen et al., 1997; Miller et al., 2000; Koida et al., 2006), 

reduzida (Stassen et al., 1997; Trautner et al., 2006) ou até mesmo inalterada 

(Okumura et al., 1996; Mulder et al., 1997; da Cunha et al., 2004). Assim como 

observado nas respostas de relaxamento, esta discrepância de resultados pode ser 

devido aos distintos tempos após o infarto do miocárdio, assim como pode estar 

relacionada à área de infarto e à severidade da doença após o infarto do miocárdio. 

Logo, na presente tese, também se buscou avaliar as respostas de contração nas 
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artérias coronárias septais e nas artérias de resistência do leito muscular esquelético 

de ratos infartados com disfunção ventricular leve (INF LDV) e severa (INF SDV) 

após o infarto do miocárdio, assim como nos animais SHAM operados.   

A contração mediada por altas concentrações de potássio é amplamente 

utilizada para avaliar o aparato contrátil das células de músculo liso vascular, uma 

vez que o aumento da concentração extracelular de potássio induz contração 

independente da ativação de receptores.  

Nas artérias coronárias de ambos os animais infartados (INF LDV e INF SDV) 

e SHAM, a resposta contrátil foi avaliada tanto pela incubação das artérias com altas 

concentrações de potássio (KCl, 120 mM) quanto pela contração induzida pela 

serotonina. A contração mediada por altas concentrações de potássio não foi 

alterada nas coronárias dos animais INF LDV e INF SDV, o que sugere que o 

aparato contrátil foi preservado nas coronárias de ratos após o infarto do miocárdio. 

Do mesmo modo, a contração à serotonina, nas artérias coronárias de ambos os 

animais infartados, também não foi alterada após o infarto do miocárdio.  Desse 

modo, embora se tenha observado, na presente tese, diferentes ajustes vasculares 

nas respostas de relaxamento dependente do endotélio e mediado pela ativação dos 

receptores β-adrenérgicos, as repostas contráteis não foram alteradas nas artérias 

coronárias dos animais infartados.   

Já nas artérias de resistência do leito muscular esquelético dos animais INF 

LDV e INF SDV, a contração mediada por altas concentrações de potássio foi 

reduzida, o que sugere a presença de alteração nas proteínas contráteis e/ou 

sensibilidade ao cálcio nas células de músculo liso das artérias de resistência do 

leito muscular esquelético após o infarto do miocárdio.  

Relatos na literatura também demonstraram a presença de alteração no 

aparato contrátil das células de músculo liso vascular em artérias de animais 

infartados (Teerlink et al., 1994; Stassen et al., 1997; Trautner et al., 2006). Trautner 

e colaboradores (2006) observaram redução da sensibilidade de proteínas contráteis 

ao cálcio nas artérias de resistência do músculo esquelético de ratos com 

insuficiência cardíaca 5 semanas após o infarto do miocárdio. Além disso, outros 

trabalhos observaram redução da contração induzida por altas concentrações de 

potássio em anéis de aorta provenientes de ratos com insuficiência cardíaca após 1 
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semana do infarto do miocárdio (Teerlink et al., 1994), assim como nas artérias 

mesentéricas de ratos com insuficiência cardíaca, 5 semanas após o infarto do 

miocárdio (Stassen et al., 1997). Em conjunto, estes trabalhos descrevem a 

presença de disfunção no aparato contrátil nas células de músculo liso vascular de 

ratos após o infarto do miocárdio.  

Nas artérias mesentéricas de ratos infartados, associada à redução do 

aparato contrátil, Stassen e colaboradores (1997) também observaram redução da 

resposta contrátil a outros agentes, tais como noradrenalina, fenilefrina, serotonina e 

vasopressina. Cabe ressaltar que esta hiporreatividade observada nas artérias 

mesentéricas dos animais infartados não foi associada à alteração na estrutura 

vascular e, portanto, estes resultados confirmam a presença de disfunção no 

aparato contrátil das células de músculo liso vascular (Stassen et al 1997).  

Por outro lado, Teerlink e colaboradores (1994) observaram, na aorta de ratos 

1 semana após o infarto do miocárdio, que a contração mediada por altas 

concentrações de potássio estava reduzida, sugerindo a presença de disfunção no 

aparato contrátil, ao passo que a contração à noradrenalina estava aumentada na 

aorta dos animais infartados quando comparada aos animais SHAM. Neste trabalho, 

o aumento da contração à noradrenalina, nas aortas dos animais infartados, ocorreu 

devido à menor modulação do NO no basal, embora a liberação de NO estimulada, 

avaliada pelo relaxamento à acetilcolina, não tenha sido alterada (Teerlink et al., 

1994). Assim, 1 semana após o infarto do miocárdio, já se observa modificação da 

modulação endotelial na aorta, mesmo com inalterado relaxamento à acetilcolina 

(Teerlink et al., 1994). Como estes pesquisadores observaram que o relaxamento à 

acetilcolina na aorta de ratos infartados está prejudicado 4 semanas após o infarto 

do miocárdio, é possível que a disfunção endotelial possa estar presente, em 

diferentes graus de severidade, dependendo, por exemplo, da fase evolutiva na qual 

a doença se encontra, e acredita-se que quanto maior o tempo de instalação da 

doença maior o prejuízo da função endotelial (Teerlink et al., 1993; 1994).  

Na presente tese, embora a contratilidade do músculo liso vascular, mediada 

por altas concentrações de potássio, esteja reduzida nas artérias de resistência do 

leito muscular esquelético de ambos os ratos infartados, a contração mediada pela 

noradrenalina permaneceu inalterada. Baseado nestes resultados, uma hipótese 
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plausível é que, apesar da disfunção do aparato contrátil observada nas artérias de 

resistência do leito muscular esquelético dos animais infartados, a preservação da 

contração à noradrenalina pode ser devido à menor modulação endotelial no basal, 

a qual poderia ocorrer em decorrência de redução da liberação de EDRF e/ou 

aumento da liberação de EDCF no basal. Cabe ressaltar que, a menor modulação 

endotelial na resposta contrátil pode ocorrer mesmo diante de função endotelial 

preservada, avaliada pela acetilcolina (Teerlik et al., 1994). Assim, nas artérias de 

resistência do leito muscular esquelético dos animais com disfunção ventricular leve 

(INF LDV), apesar da inalterada resposta vasodilatadora mediada pela acetilcolina, a 

modulação endotelial no basal poderia estar reduzida. Já nas artérias de resistência 

do leito muscular esquelético dos animais com disfunção ventricular severa (INF 

SDV), associada à disfunção endotelial mediada pela acetilcolina, também se 

poderia observar redução da modulação endotelial. No entanto, o envolvimento da 

modulação do NO no basal nas artérias de resistência do leito muscular esquelético 

de ratos infartados será alvo dos próximos estudos. 
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6 CONCLUSÃO  

 

De posse dos resultados obtidos na presente tese, pode-se concluir que a 

reatividade nas artérias coronárias septais, assim como nas artérias de resistência 

do leito muscular esquelético, é modulada diferentemente na dependência do estado 

da função cardíaca pós-infarto do miocárdio.  

Neste sentido, nas artérias coronárias septais dos animais infartados com 

severa disfunção cardíaca após o infarto do miocárdio (INF SDV) observa-se 

redução das respostas de relaxamento, as quais podem prejudicar a nutrição do 

tecido cardíaco agravando, ainda mais, o desempenho cardíaco após o infarto do 

miocárdio. Já em artérias periféricas, a presença de disfunção endotelial nas artérias 

de resistência do leito muscular esquelético dos animais INF SDV poderia contribuir 

para o aumento da resistência vascular periférica e, consequentemente, da pós-

carga contra a qual o coração, já prejudicado em decorrência do infarto, terá que 

ejetar sangue. Além disso, a disfunção endotelial nas artérias de resistência do leito 

muscular esquelético pode levar à redução da perfusão para a musculatura 

esquelética, o que poderia estar envolvido na gênese da fadiga muscular esquelética 

observada na falência cardíaca, tal como na insuficiência cardíaca.  

Por outro lado, de forma inédita, as coronárias dos animais com leve 

disfunção cardíaca pós-infarto do miocárdio (INF LDV) apresentam ajustes 

vasculares compensatórios, tais como aumento das respostas de relaxamento em 

decorrência da maior modulação nitrérgica, a qual decorreu de maior síntese e maior 

biodisponibilidade de óxido nítrico. Estes mecanismos compensatórios, observados 

nas coronárias dos animais INF LDV, por aumentar o fluxo coronariano e, assim, 

manter uma adequada perfusão para o miocárdio remanescente, poderiam estar 

envolvidos na prevenção do agravamento do desempenho cardíaco após o infarto 

do miocárdio. No entanto, este mecanismo de ajuste vascular é uma especificidade 

das artérias coronárias, uma vez que, perifericamente, em artérias de resistência do 

leito muscular esquelético destes animais, as respostas de relaxamento foram 

preservadas.   
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