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RESUMO 
 
Ramalho LS. SAMβA: uma nova estratégia terapêutica para insuficiência cardíaca 
com fração de ejeção preservada. Dissertação (Mestrado em Biologia de Sistemas). 
São Paulo: Universidade de São Paulo, Institutito de Ciências Biomédicas, 2022. 
 

A insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada (ICFEp) é uma síndrome 
multifatorial associada à elevada morbi-mortalidade, e que carece de terapias 
eficazes. Recentemente foi demonstrado que pacientes portadores de ICFEp 
apresentam  acúmulo de mitocôndrias fragmentadas e disfuncionais no coração. 
Esses achados levantam a questão se a fragmentação mitocondrial cardíaca contribui 
para a fisiopatologia da ICFEp, e se terapias seletivas capazes de inibir essa 
fragmentação mitocondrial excessiva têm impacto positivo na bioenergética cardíaca 
e no prognóstico da ICFEp. Recentemente, demonstramos que a molécula SAMβA, 
um peptídeo capaz de bloquear o acúmulo de mitocôndrias fragmentadas, melhora a 
função mitocondrial e o desempenho cardíaco em modelo experimental de 
insuficiência cardíaca com fração de ejeção reduzida. Desse modo, o objetivo dessa 
dissertação de mestrado foi desenvolver um modelo pré-clínico capaz de recapitular 
as principais características clínicas desta síndrome (estresse metabólico e 
hipertensão) a fim de caracterizar a morfologia e o metabolismo das mitocôndrias 
cardíacas na ICFEp. Caso confirmado o fenótipo de fragmentação mitocondrial no 
modelo proposto, testaríamos o efeito terapêutico da molécula SAMβA. Nossos 
resultados demonstram que a indução concomitante da síndrome metabólica e da 
hipertensão crônica foi eficaz de recapitular diversas características observadas em 
pacientes portadores de ICFEp, incluindo ganho de peso corporal, hipertensão 
arterial, dislipidemia, hipertrofia cardíaca, aumento da massa ventricular esquerda,  
aumento dos transcritos do peptídeo natriurético N-terminal do tipo B (NT-proBNP), 
ligeira disfunção diastólica, intolerância ao exercício físico e prejuízo morfológico e 
contrátil muscular esquelética. O conjunto dessas alterações foi acompanhado por 
leve disfunção bioenergética mitocondrial cardíaca, porém sem alterações no 
tamanho e número de mitocôndrias na ICFEp. Também constatamos que na ICFEp, 
as mitocôndrias cardíacas apresentam deficiência na captação e retenção de cálcio, 
acompanhados pela alteração no perfil de expressão de proteínas mitocôndrias 
envolvidas nesse processo. Em conclusão, o modelo experimental de ICFEp descrito 
nessa dissertação não recapitulou o fenótipo de acúmulo de mitocôndrias 
fragmentadas observado no coração de pacientes portadores de ICFEp, inviabilizando 
o teste da molécula SAMβA. Mas descrevemos pela primeira vez que nesse modelo 
experimental de ICFEp, a captação e a retenção de cálcio pela mitocôndria cardíaca 
estão prejudicadas. Esses resultados abrem novas perspectivas para a melhor 
compreensão do papel da mitocôndria no controle do transiente de cálcio cardíaco na 
ICFEp. 
 

 

 

 

Palavras-chave: Insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada, função 

mitocondrial, dinâmica mitocondrial, estresse metabólico e bioenergética.



 
 

ABSTRACT 
 

Ramalho LS. SAMβA: a novel therapeutic strategy for heart failure with preserved 

ejection fraction (HFpEF). Dissertation (Mestrado em Biologia de Sistemas). São 

Paulo: Universidade de São Paulo, Institutito de Ciências Biomédicas, 2022. 

 

Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is a multifactorial syndrome 
associated with high morbidity and mortality. Unfortunately, there are no effective 
therapies capable of improving HFpEF outcome. HFpEF patients display cardiac 
accumulation of fragmented and dysfunctional mitochondria. These findings raise the 
question whether cardiac mitochondrial fragmentation contributes to the 
pathophysiology of HFpEF, and whether selective therapies capable of inhibiting this 
excessive mitochondrial fragmentation have a positive impact on cardiac bioenergetics 
and the prognosis of HFpEF. We recently developed a peptide, termed SAMβA, 
capable of blocking the accumulation of fragmented mitochondria and improving, 
mitochondrial function and cardiac performance in an experimental model of heart 
failure with reduced ejection fraction. Thus, the objective of this dissertation is to 
develop a HFpEF preclinical model (combination of metabolic stress and hypertension) 
recapitulating the main clinical features of HFpEF, including impaired cardiac 
mitochondria connectiveness and metabolism. If confirmed the mitochondrial 
phenotype in HFpEF, we intend to test the long-term therapeutic effects of SAMβA. 
Our results demonstrate that a combination of high-fat diet and sustained L-NAME 
administration was effective in recapitulating many characteristics of HFpEF in rats, 
including elevated body weight, hypertension, dyslipidemia, cardiac hypertrophy, 
increased left ventricular mass, elevated B-type N-terminal natriuretic peptide (NT-
proBNP) levels, mild diastolic dysfunction, exercise intolerance, and impaired skeletal 
muscle morphological and contractile properties. Cardiac mitochondria isolated from 
HFpEF rats displayed mild bioenergetics dysfunction without major changes in the size 
and number of mitochondria when compared with sham animals. Interestingly, we 
observed a significant impairment of cardiac mitochondrial calcium uptake and 
retention HFpEF rats. In conclusion, the experimental model of HFpEF described here 
did not recapitulate the phenotype of accumulation of fragmented mitochondria 
observed in HFpEF patients. We also described for the first time that cardiac 
mitochondrial calcium handling is impaired in this experimental model of HFpEF. 
These results open new perspectives for a better understanding of the role of 
mitochondria in controlling the cardiac calcium handling in HFpEF. 
 

 

 

 

 

 

 

Key words: Heart failure with preserved ejection fraction, mitochondrial function, 

mitochondrial dynamics, metabolic stress and bioenergetics. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A insuficiência cardíaca (IC) é a principal causa de morbidade e mortalidade 

em todo o mundo. Os pacientes portadores IC são classificados em dois subgrupos, 

os que apresentam IC com fração de ejeção reduzida (ICFEr) e os que apresentam 

IC com fração de ejeção preservada (ICFEp). Durante décadas, praticamente toda a 

atenção clínica e acadêmica foi voltada ao entendimento da ICFEr devido à facilidade 

no diagnóstico e elevado grau de morbi-mortalidade entre os pacientes, existindo 

assim, pouco avanço no entendimento da fisiopatologia da ICFEp.  

Recentemente, estudos epidemiológicos demonstram que as taxas de 

mortalidade e hospitalização, bem como a qualidade de vida dos pacientes portadores 

de ICFEp são semelhantes aos indivíduos com ICFEr. De fato, a ICFEp é responsável 

por 50% dos casos de IC, sendo mais prevalente em mulheres e idosos. Em geral, o 

aparecimento da ICFEp está associado a presença de algumas comorbidades como 

hipertensão arterial, diabetes, doença renal crônica e obesidade, o que parece 

favorecer mudanças estruturais e funcionais características da síndrome como 

remodelamento ventricular, disfunção diastólica cardíaca, intolerância aos esforços, 

retenção de fluido e redução da longevidade. Entretanto, pouco se compreende sobre 

os mecanismos moleculares envolvidos no estabelecimento e progressão da ICFEp, 

dificultando o desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes e específicas no 

combate dessa síndrome.  

Recentemente, o conhecimento sobre a fisiopatologia da ICFEp estabeleceu 

que além dos distúrbios hemodinâmicos e morfológicos cardíacos associados à 

doença, alterações na morfologia e bioenergética mitocondrial estão presentes no 

coração de pacientes portadores de ICFEp. Esses dados associativos, mas 

clinicamente relevantes, sugerem que o prejuízo na dinâmica e bioenergética 

mitocondrial podem estar envolvidos na fisiopatologia da ICFEp em humanos. 

Entretanto, faltam provas de conceito apontando causalidade entre esses fenômenos. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 Insuficiência Cardíaca (IC) 

 

A insuficiência cardíaca (IC) é uma síndrome degenerativa multifatorial que 

consiste no comprometimento funcional e/ou estrutural do ventrículo esquerdo, o que 

resulta na capacidade reduzida do coração de encher e/ou bombear a quantidade de 

sangue necessária para atender as demandas metabólicas do organismo. A IC é um 

importante problema de saúde pública mundial, afetando cerca de 64,3 milhões de 

pessoas, sendo a causa mais proeminente de admissão hospitalar e morte dentre 

pacientes acima de 65 anos de idade 1; 2; 3; 4; 5; 6. As manifestações clínicas dessa 

síndrome são: fadiga e dispneia que pode levar a intolerância ao exercício, e retenção 

de líquidos que pode resultar em edema pulmonar e/ou esplâncnico e/ou periférico 2; 

3
. 

Estima-se que o caso mais antigo de IC foi encontrado no Egito em uma tumba 

saqueada do Vale das Rainhas em restos mortais que datam mais de 3500 anos de 

idade. Acredita-se que os resquícios mortais são de um egípcio chamado Nebiri que 

viveu na 18ª dinastia do Faraó Thutmés III. Os egípcios conheciam vários 

componentes da IC como a hipertrofia cardíaca e o edema pulmonar, bem como 

outros povos como os gregos, romanos e chineses. No entanto, naquela época não 

havia conhecimento sobre como o fluido se acumulava, pois apesar de reconhecerem 

que o coração é capaz de contrair, acreditava-se que era uma fonte de calor e que o 

sangue era impulsionado pelas veias 7; 8. Somente em 1628, Willian Harvey descreveu 

pela primeira vez a circulação, e com isso forneceu a base para novos estudos visando 

a compreensão das anormalidades hemodinâmicas na insuficiência cardíaca 9. 

A fisiopatologia da IC é caracterizada pela diminuição do débito cardíaco e 

consequente redução da pressão arterial média. Na tentativa de manter a perfusão 

tecidual, observa-se uma hiperativação do sistema nervoso simpático (SNS) e do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Agudamente, essa ativação neuro- 

humoral é benéfica, uma vez que promove a retenção líquida, o aumento da 

resistência vascular periférica, da frequência e da contratilidade cardíaca, resultando 

na melhora do débito cardíaco. Entretanto, cronicamente, o estímulo neuro-humoral 

resulta no remodelamento cardíaco patológico, disfunção ventricular, aumento do 

consumo de oxigênio pelo músculo cardíaco, aumento da frequência, prejuízo na 

função ventricular e agravamento das arritmias cardíacas 6; 10; 11; 12. Desse modo, a 
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hiperativação neuro-humoral sustentada é um mecanismo deletério para o coração e 

contribui significativamente tanto para os sintomas quanto para elevada taxa de 

mortalidade na IC 11. 

A IC é classificada pela American College of Cardiology/American Heart 

Association (ACC/AHA) em diferentes estágios de acordo com a sua presença e 

severidade (tabela 1): o estágio A possui um alto risco de desenvolvimento dessa 

síndrome, mas sem a presença de doença cardíaca estrutural e sintomas; o B contém 

doença cardíaca estrutural, mas sem sintomatologia; o C possui cardiopatia estrutural 

com sintomas de IC e o D que é a IC refratária e requer intervenções especiais. Além 

disso, ela pode ser também classificada funcionalmente pela New York Heart 

Association (NYHA) de acordo com o estado sintomático da doença e a capacidade 

de exercício. Apesar de serem classificações distintas, elas são amplamente utilizadas 

por fornecer informações úteis e complementares sobre a presença e a gravidade da 

insuficiência cardíaca (tabela 1) 3. 

 

Tabela 1 - Comparação da Classificação funcional New York Heart Association 

(NYHA) e dos estágios da IC. 

 
Estágios da Insuficiência Cardíaca Classificação Funcional 

A Risco de IC, sem cardiomiopatia estrutural  

B 
Cardiomiopatia estrutural, sem sinais ou 

sintomas de IC 
I 

Ausência de sintomas (dispneia), 

durante as atividades cotidianas. 

 
 
 
 
 

 
C 

 
 
 
 
 
Cardiomiopatia estrutural com sintomas 

prévios ou atuais de IC 

I 
Ausência de sintomas (dispneia), 

durante as atividades cotidianas. 

II 
Sintomas leves durante as 

atividades físicas cotidianas. 

 

 
III 

Sintomas desencadeados em 

atividades menos intensas que as 

cotidianas ou aos pequenosesforços. 

IV 
Sintomas aos mínimos esforços ou 

em repouso 

D IC refratária, sendo necessárias intervenções IV 
Sintomas aos mínimos esforços ou em 

repouso 
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Em 2013 as diretrizes da Fundação Americana de Cardiologia 

(ACCF)/Associação Americana do Coração (AHA), baseadas na fração de ejeção 

ventricular esquerda (FEVE), que é facilmente mensurada com o ecocardiograma, 

classificou a insuficiência cardíaca em três categorias: IC com fração de ejeção 

reduzida ou sistólica (ICFEr); IC com fração de ejeção intermediária (ICFEi), e IC com 

fração de ejeção preservada ou diastólica (ICFEp) 2; 3; 5; 13. Essa diferenciação é 

importante devido às distintas etiologias, comorbidades, demografias, fisiopatologias, 

diagnóstico, prognóstico e respostas a terapias subjacentes 5; 13. 

A ICFEr é caracterizada pelo comprometimento da função sistólica do 

ventrículo esquerdo (FEVE ≤40%) associado à reduzida contratilidade miocárdica e a 

presença de hipertrofia ventricular esquerda excêntrica após sobrecarga de pressão 

10; 14; 15; 16. Na ICFEi, os pacientes podem apresentar tanto uma leve disfunção 

sistólica, quanto diastólica e FEVE entre 40-49% 17. Já na ICEFp, observa-se perda 

da elasticidade do músculo cardíaco, resultando na diminuição da complacência 

ventricular (maior rigidez) e automaticamente prejuízo no enchimento do ventrículo 

esquerdo. Vale ressaltar que indivíduos portadores de ICFEp apresentam FEVE 

normal. Esse tipo de IC normalmente é sistêmica e está associada à comorbidades 

como hipertensão, diabetes e obesidade 10; 13; 14; 15. 

 

2.2 Insuficiência Cardíaca com Fração de Ejeção Preservada (ICEFp) 
 

A ICFEp é responsável por 50% dos casos de IC (cerca de 13 milhões de 

pessoas em todo o mundo) e está associada a elevadas taxas de morbimortalidade e 

gastos com saúde pública, sendo mais frequente em idosos, obesos e mulheres 17; 18; 

19. Dados epidemiológicos indicam que a prevalência de ICFEp aumenta anualmente 

de acordo com o crescimento populacional e com o elevado número de indivíduos 

com comorbidades 20. Ela é caracterizada pelo remodelamento cardíaco seguido de 

diminuição da reserva diastólica e sistólica, hemodinâmica anormal e disfunção de 

órgãos secundários 17. Essa síndrome pode ser ocasionada pela disfunção diastólica, 

que é caracterizada pelo aumento da rigidez ventricular esquerda que prolonga o 

relaxamento isovolumétrico, resultando no aumento da pressão atrial esquerda, para 

obter o enchimento do ventrículo esquerdo 2; 21. Essa anormalidade é comumente 

causada por fibrose e/ou hipertrofia miocárdica, o que influencia negativamente a fase 

de enchimento ventricular 18. 

O relaxamento do ventrículo esquerdo é um processo ativo que ocorre devido 
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à dissociação das pontes cruzadas entre a actina-miosina e a liberação do cálcio da 

troponina C, que ativa a sua extrusão pelo trocador de sódio e cálcio do citoplasma e 

à captação desse íon intracelular que estava em altas concentrações durante a sístole 

pelo retículo sarcoplasmático 2; 18. Esse mecanismo é prejudicado por distúrbios do 

metabolismo energético, ou por anormalidades no transiente de cálcio 18. Quando o 

mecanismo diastólico é prejudicado, o débito cardíaco é atenuado, devido ao 

preenchimento ventricular incompleto. Como resultado, a pressão do átrio e do 

ventrículo esquerdo aumentam, podendo levar à insuficiência pulmonar por conta do 

acúmulo de fluido, ao aumento do trabalho do ventrículo esquerdo e à hipertrofia do 

miocárdio 21. 

É importante salientar que a disfunção diastólica tem um papel fundamental na 

fisiopatologia da ICFEp, porém ela isolada pode não ser um fator determinante para o 

desenvolvimento de insuficiência cardíaca, pois existe um elevado número de 

pacientes portadores de disfunção diastólica, assintomáticos e com ausência de sinais 

e sintomas de IC 21. Outros fatores que contribuem para a fisiopatologia dessa 

síndrome são: disfunção endotelial, recuperação da frequência cardíaca prejudicada, 

acoplamento vascular comprometido, hipertensão pulmonar pós-capilar e autônoma, 

recuperação anormal ventrículo-vascular, reserva vasodilatadora prejudicada, 

disfunção do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), incompetência 

cronotrópica e regulação dos sistemas simpáticos 22. 

Os fatores de risco para desenvolvimento de ICFEp incluem: cardiopatia 

isquêmica, diabetes mellitus, obesidade (cerca de 80% dos portadores estão com 

sobrepeso ou são obesos), idade avançada, síndrome metabólica, insuficiência renal, 

hipertrofia ventricular esquerda, intolerância ao exercício (que contribui para redução 

da qualidade de vida), tabagismo, doenças autoimunes, acidente vascular cerebral, 

anemia, doenças hepáticas, câncer, fibrilação arterial e hipertensão, que está 

presente na maioria dos casos de ICFEp 2; 16; 19; 23. Esses fatores metabólicos e 

inflamatórios extra cardíacos contribuem para alterações microvasculares prejudiciais, 

para o remodelamento e disfunção miocárdica  16; 24. 

O diagnóstico dessa síndrome costuma ser difícil, pois os pacientes podem ser 

assintomáticos ou levemente sintomáticos em repouso e apresentar sintomas durante 

a prática de exercício físico, desse modo, a American College of Cardiology 

Foundation/American Heart Association (ACCF/AHA) e a European Society of 

Cardiology (ESC) publicaram diretrizes para auxiliar no diagnóstico de ICFEp 3; 13; 25. 
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As recomendações da ACCF/AHA dependem de três fatores: sintomatologia, 

fração de ejeção ≥50% e evidência de disfunção diastólica detectada por 

ecocardiografia transtorácica, no entanto, essa abordagem só é eficiente em 

indivíduos com sintomatologia clara 3. No caso de pacientes assintomáticos outros 

parâmetros mais específicos são considerados como: índices ecocardiográficos 

baseados em medições bidimensionais que fornecerem os parâmetros de tamanho 

do ventrículo, do átrio e a espessura das paredes cardíacas e septo interventricular; e 

parâmetros que evidenciam a presença de disfunção diastólica a partir da velocidade 

de fluxo sanguíneo (onda E/A – indicativo de fluxo sanguíneo do átrio para o 

ventrículo) e a velocidade do anel mitral lateral ou medial (razão E/e’ – indicativo de 

pressão elevada do átrio esquerdo) 13. Essas medidas ecocardiográficas podem ser 

associadas a concentração de peptídeo natriurético cerebral (BNP), também 

denominado de pró-hormônio N-terminal BNP (NT-proBNP), que está diretamente 

relacionado com o estresse na parede diastólica final do ventrículo esquerdo, e é 

maior em portadores de ICFEp devido ao relaxamento prejudicado 26. 

Outro teste amplamente utilizado em pacientes assintomáticos com suspeita 

de ICFEp é o teste de esforço cardiopulmonar em que é avaliado os sintomas como 

fadiga e dispneia, o consumo de oxigênio e a pressão arterial sistêmica e pulmonar. 

Geralmente, portadores dessa síndrome apresentam dispneia durante o esforço físico 

associada ao aumento da frequência respiratória e pressão arterial sistêmica e 

pulmonar média ou elevada 25; 27. 

Além da ICFEp afetar cerca de 50% dos pacientes portadores de IC, a sua 

incidência deve aumentar consideravelmente nas próximas décadas, devido ao 

aumento do número de idosos e distúrbios cardiovasculares acompanhados de 

diabetes mellitus, hipertensão, e a falta de medicamentos ou classe de medicamentos 

que melhorem o prognóstico dessa síndrome 2; 18; 21. O tratamento da ICFEp consiste 

na administração de inibidores da enzima conversora de angiotensina, 

betabloqueadores, bloqueadores dos receptores de angiotensina e estatinas; no 

entanto, nenhum deles melhora a sobrevida ou reduz a taxa de mortalidade dos 

pacientes 21. 

Apesar de existirem diversos estudos sobre a ICFEp, a fisiopatologia e os 

mecanismos moleculares que levam ao estabelecimento e progressão dessa 

síndrome ainda são pouco entendidos, limitando assim o desenvolvimento de terapias 

eficazes e específicas. Por isso, a ICFEp está entre as síndromes mais desafiadoras 
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tanto para clínica quanto para os pesquisadores. Um estudo publicado em 2019 

demonstrou que pacientes com ICFEp exibem acúmulo cardíaco de mitocôndrias 

fragmentadas (disfuncionais) em comparação com indivíduos saudáveis, sugerindo 

assim o remodelamento mitocondrial patológico como um alvo terapêutico potencial 

na ICFEp 17. 

 
2.3 Mitocôndria e ICFEp 
 

A mitocôndria é uma organela fundamental para a sobrevivência celular, pois 

ela controla o metabolismo energético, sintetiza bases precursoras de DNA, 

aminoácidos não essenciais, moléculas envolvidas na sinalização intracelular e 

produz o ATP a partir de lipídeos, carboidratos e aminoácidos 28. Além disso, possui 

papeis regulatórios e biológicos importantes como: biossíntese, crescimento, morte 

celular, geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), controle de qualidade de 

proteínas, homeostase de íons, inflamação e balanço redox 29. 

Ela está presente apenas em células eucariontes, sendo que o seu tamanho, 

distribuição, forma e quantidade varia de acordo com o tipo de célula. Nos 

cardiomiócitos, por exemplo, ela compõe mais de 30% (cerca de um terço) do volume 

celular e sintetiza diariamente através da fosforilação oxidativa cerca de 6kg de ATP, 

devido ao elevado consumo energético do tecido cardíaco 28; 30; 31. 

Além de fornecer energia para o coração, as mitocôndrias estão diretamente 

ligadas ao envelhecimento, atuam como reservatório de cálcio, participam das vias de 

apoptose, necrose e beta oxidação de ácidos graxos, desempenhando um papel 

fundamental para manutenção da função celular. Desse modo, manter a homeostase 

mitocondrial é de extrema relevância para manter a viabilidade celular e o bom 

funcionamento cardíaco, tendo em vista que a sua disfunção resulta na diminuição da 

produção de ATP e na formação de espécies reativas de oxigênio 31. 

A homeostase das mitocôndrias é conservada por meio da organização de 

processos que constituem a dinâmica mitocondrial, que é caracterizada pelo 

movimento dessa organela pela extensão celular, pelo controle da estrutura, 

distribuição e conectividade. Esse processo é mediado pela fissão e fusão 

mitocondrial, que são responsáveis por regular o número e o tamanho dessa organela 

32; 33
. 

Nosso grupo demonstrou em estudo pré-clínico publicado em 2019 que a 
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disfunção mitocondrial associada à fragmentação mitocondrial contribui diretamente 

para a progressão da ICFEr. De fato, o restabelecimento do número, tamanho e 

funcionamento mitocondrial é suficiente para melhorar o quadro de ICFEr em roedores 

32. Entretanto, o envolvimento da disfunção mitocondrial na ICFEp era desconhecido. 

Um estudo também publicado em 2019 mostrou pela primeira vez que pacientes 

portadores de ICFEp apresentam aumento no número de mitocôndrias fragmentadas 

(disfuncionais) no coração em comparação com os indivíduos saudáveis 17. 

Esse achado sugere uma possível associação entre o remodelamento 

estrutural e metabólico mitocondrial e a ICFEp. Entretanto. estudos de prova de 

conceito são necessários para validar essa hipótese. Vale ressaltar que a identificação 

da mitocôndria como alvo central na progressão da ICFEp abre portas para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra a ICFEp. Esses dois 

estudos colocaram em evidência os processos que controlam o tamanho, número e 

forma das mitocôndrias (conhecido como dinâmica mitocondrial) como possíveis alvos 

contra o estabelecimento e progressão da ICFEp. 

 

2.4 Dinâmica mitocondrial 
 

A dinâmica mitocondrial é responsável pela manutenção da quantidade e da 

qualidade dessa organela, através dos processos de fissão e fusão. O equilíbrio entre 

esses processos permite o controle de qualidade da rede mitocondrial, incluindo 

renovação, remoção, distribuição do DNA mitocondrial e estado metabólico 34; 35. 

Fissão mitocondrial. A fissão mitocondrial é caracterizada pela cisão de uma 

mitocôndria em duas ou mais organelas novas. Esse processo facilita o transporte da 

organela dentro da célula (fenômeno claramente observado em neurônios), permitindo 

um rápido tráfego mitocondrial para regiões distais ou com maior demanda energética, 

além de ser fundamental para remoção de partes disfuncionais dessa organela, que 

são direcionadas para o processo de mitofagia (degradação)  36; 37; 38. Entretanto, a 

fissão mitocondrial excessiva é capaz de induzir apoptose através da liberação de 

citocromo c e ativação da caspase 8 39. 

As proteínas que participam da fissão mitocondrial identificadas até o momento 

são: proteína 1 relacionada a dinâmica (Drp1), fator de fissão mitocondrial (Mff), 

proteínas da dinâmica mitocondrial de 49 e 51 kDa (MiD49 e MiD51) e proteína 

mitocondrial de fissão 1  (Fis1).  A Drp1 é uma GTPase localizada principalmente no 
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citosol. Durante o processo de fissão, a Drp1 é fosforilada e transloca-se para a 

membrana externa da mitocôndria, interagindo com receptores Mff, MiD49 e MiD51 

presentes na membrana externa mitocondrial. Uma vez recrutada, a Drp1 oligomeriza 

para envolver a membrana externa e, após a hidrólise de GTP, muda de conformação 

para se dissociar de MiD49 e MiD51, retrair o anel oligomérico e realizar a cisão 

mitocondrial (figura 1) 40. É importante destacar que a cissão mitocondrial é um evento 

extremamente dinâmico e regulado por uma miríade de componentes e processos 

celulares incluindo retículo endoplasmático, lisossomos, vesículas derivadas de Golgi, 

modificações pós-traducionais, contatos com filamentos de actina e reguladores de 

actina podem também modular a atividade de Drp1 35. 

Antigamente acreditava-se que Drp1 se translocava para a membrana externa 

da mitocôndria e se ligava à proteína Fis1, uma proteína de 17 kDa ancorada na 

membrana externa da organela. No entanto, o papel de Fis1 na divisão mitocôndrial 

mediada por Drp1 tem sido desafiado. Evidências recentes apontam que Fis1 não 

interage com Drp1, mas sim com componentes da medeiam a fusão, para inibir a sua 

atividade 34; 41; 42. Diferentemente do que ocorre em mamíferos, em leveduras Fis1 

atua recrutando Drp1, atuando como um adaptador de membrana para proteínas de 

divisão mitocondrial adicionais que não possuem homólogos em mamíferos 40. 

Em relação à fissão da membrana interna, estudos mostram que a replicação 

do mtDNA pela polimerase mitocondrial POLG2, parece estar ligada a sítios de fissão. 

Entretanto, os mecanismos que atuam na fissão da membrana interna ainda não 

foram totalmente elucidados 43. A fissão mitocondrial está envolvida em processos 

celulares como: apoptose, função neuronal, diferenciação cardíaca e muscular, e ciclo 

celular.  De fato, a perda genética de Drp1 ocasiona um alongamento drástico das 

mitocôndrias e peroxissomos tanto em linhagens celulares quanto em modelos 

animais, estando associada a fenótipos deletérios 44; 45; 46. 

Além dos resultados encontrados com Drp1, foi observado que a 

superexpressão de Mff resulta em uma rede mitocondrial fragmentada, enquanto a 

deleção do gene que codifica essa proteína promove o alongamento mitocondrial e 

peroxissomo, além de diminuir o recrutamento de Drp1 47. A superexpressão das MiDs 

leva ao alongamento das mitocôndrias devido o sequestro de Drp1, enquanto a 

deficiência dessas proteínas induz a fragmentação mitocondrial excessiva 48; 49.  

Além dos trabalhos utilizando camundongos transgênicos e nocautes no 

entendimento do papel da Drp1 no processo de fissão mitocondrial, recentemente, 
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nosso grupo demonstrou que o bloqueio farmacológico da interação entre Drp1 e Fis1 

é suficiente para prevenir a fragmentação mitocondrial e proteger o coração e o 

cérebro contra doenças degenerativas como infarto do miocárdio e doença de 

Huntington 50; 51; 52. 

Fusão mitocondrial: O termo fusão mitocondrial foi adotado para descrever a 

união de duas ou mais mitocôndrias. Esse processo é importante para resgatar e 

restaurar a integridade de organelas comprometidas, além de permitir a manutenção 

do mtDNA, troca genética, e manutenção da vida celular em situações de estresse 

servindo como um meio temporário de aumento da produção de ATP 35. 

A fusão mitocondrial é regulada pela ação de duas classes de GTPases: 

mitofusinas 1 e 2 (Mfn1 e Mfn2) e proteína de atrofia optica 1 (Opa1). Essas enzimas  

são ativadas pela hidrólise de guanosina trifosfato (GTP), uma purina cuja função se 

assemelha à do ATP. O processo de fusão mitocondrial é dividido em duas fases, 

onde as membranas, externa e interna, se unem em eventos separados. As 

mitofusinas estão ancoradas na membrana externa da mitocôndria e são 

responsáveis pela fusão das mesmas, enquanto a Opa1, que está presente na 

membrana interna, atua fundindo as membranas internas das duas organelas (figura 

1) 33; 53. No entanto, o mecanismo explicando a fusão coordenada das membranas 

mitocondriais bem como a elucidação dos fatores que sinalizam uma região específica 

da organela para iniciar todo esse processo permanecem indeterminados 54. 

Atualmente sabe-se que a fusão mitocondrial está envolvida nos processos de 

desenvolvimento embrionário 36; 55 e morte celular 55. De fato, a ablação das 

mitofusinas em roedores resulta em letalidade embrionária 54. Em células mutantes e 

camundongos nocautes para ambas proteínas, observa-se excessiva fragmentação 

mitocondrial 55, enquanto o knockdown de ambas Mfns resulta em ausência de fusão 

56.  Além das mitofusinas, a OPA1 exerce importante papel na função mitocondrial. O 

knockdown dessa proteína resulta em fragmentação da rede mitocondrial, devido a 

deficiência no processo de fusão 56. Enquanto a superexpressão dessa enzima induz 

o alongamento das mitocôndrias 57. 
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Figura 1: Esquema ilustrativo dos processos de fissão e fusão e proteínas envolvidas. Drp1 – 

proteína 1 relacionada a dinâmica; Fis1 – proteína mitocondrial de fissão 1; Mff – fator de fissão 

mitocondrial; MiD49 e MiD51 – proteínas da dinâmica de 49 e 51 kDa; Mfn1 – mitofusina 1; Mfn2 – 

mitofusina 2 e OPA1 – proteína de atrofia óptica 1. 

 

Baseado nos trabalhos descritos acima, conclui-se que um contínuo balanço 

entre os processos de fusão e fissão da mitocôndria é importante para a manutenção 

da função, distribuição e conectividade mitocondrial. De fato, em patologias como 

diabetes, miopatia, câncer, doenças do fígado e neurodegenerativas, assim como no 

envelhecimento, são observadas alterações na morfologia mitocondrial e na 

expressão das proteínas envolvidas nos processos de fusão e fissão da organela, bem 

como uma disfunção mitocondrial 58; 59; 60; 61. 

 

2.5 Dinâmica mitocondrial como alvo terapêutico na ICFEp 
 

Conforme descrito acima, nosso grupo identificou recentemente uma interação 

intermolecular que regula negativamente a dinâmica mitocondrial na ICFEr, 

favorecendo o acúmulo de mitocôndrias fragmentadas e, consequentemente, 

disfuncionais. Esse fenótipo na ICFEr é resultado da interação entre a proteína 

quinase C beta 2 (PKCβII) e a Mfn1, resultando em excessiva fosforilação e 

consequente inibição da atividade catalítica da Mfn1 32. Como resultado, observa-se 

uma inibição da fusão mitocondrial, favorecendo então a fissão mitocondrial e acúmulo 
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de mitocôndrias fragmentadas e disfuncionais. Ainda, com base nessa interação 

intermolecular, nosso grupo desenvolveu um peptídeo capaz de competir com o sítio 

de interação entre as duas proteínas e inibir seletivamente a ação deletéria da PKCβII 

na Mfn1, resultando no restabelecimento da dinâmica mitocondrial, metabolismo 

celular e funcionamento cardíaco na ICFEr. O peptídeo chama-se SAMβA do inglês 

Selective Antagonist of Mitofusin 1 and Beta 2 PKC Association. 

A ICFEp, caracterizada pelo remodelamento cardíaco, perda da reserva 

diastólica e sistólica, hemodinâmica anormal e disfunção dos órgãos, é considerada 

um importante problema de saúde pública, afetando 50% dos pacientes com IC. A 

progressão da disfunção ventricular na ICFEp é caracterizada por uma série de 

anormalidades celulares que resulta na falência cardíaca 23. Entretanto, as terapias 

disponíveis para tratar ICFEp são pouco eficientes, uma vez que foram desenvolvidas 

para tratar ICFEr, uma doença com fisiopatologia completamente distinta da ICFEp 23. 

Dentre os diferentes fatores associados à disfunção ventricular na ICFEp, a 

fragmentação mitocondrial e, consequente prejuízo no metabolismo energético 

cardíaco, foram recentemente descritos em pacientes portadores de ICFEp. 

Entretanto, esses achados ainda não foram validados em modelo experimental de 

ICFEp, importante para futuros estudos de prova de conceito. Dessa forma, a 

caracterização da dinâmica mitocondrial e do metabolismo energético cardíaco em 

modelo pré-clínico de ICFEp são críticos para a melhor compreensão da fisiopatologia 

envolvida na ICFEp e futuro desenvolvimento de terapias eficazes.  

No presente projeto de pesquisa utilizamos um modelo de ICFEp induzida 

através da combinação de uma dieta rica em gordura (60%) e inibição constitutiva da 

óxido nítrico sintase por N(ω)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (150mg/L em água 

potável) durante 16 semanas em ratos wistar machos, mimetizando as 2 principais 

comorbidades envolvidas na ICFEp (hipertensão e síndrome metabólica) 62; 63. 

Considerando o fato de que a mitocôndria apresenta importantes alterações 

morfológicas e funcionais na ICFEp em humanos 17, a caracterização dos processos 

de fusão e fissão (incluindo sua regulação pela PKC βII), bem como sua interação com 

a disfunção mitocondrial se faz necessária e interessante, pois poderá contribuir para 

futuras estratégias de prevenção e terapias. 
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3. HIPÓTESE 

 

Considerando que a fragmentação mitocondrial é uma alteração característica 

da ICFEp em humanos 17, levantamos a hipótese que: 

a. O modelo experimental proposto no presente estudo apresentará o mesmo 

fenótipo cardíaco de acúmulo de mitocôndrias fragmentadas (disfuncionais) 

observado em humanos; 

b. Os níveis totais e a interação entre as enzimas Mfn1 e PKCβII estarão 

elevados nesse modelo experimental de ICFEp; 

c. O tratamento com a molécula SAMβA reestabelecerá a dinâmica e a função 

mitocondrial, resultando na melhora do prognóstico do modelo experimental de ICFEp. 

Em suma, a presente proposta de pesquisa pretende melhor compreender o 

papel da dinâmica mitocondrial na fisiopatologia da ICFEp, e testar a molécula SAMβA 

como uma possível terapia no tratamento da ICFEp, através do restabelecimento da 

dinâmica mitocondrial cardíaca. 

 

4. OBJETIVOS 

 

• Estabelecer o modelo experimental de ICFEp em ratos Wistar. 

• Caracterizar a dinâmica e a bioenergética mitocondrial cardíaca em modelo 

experimental de ICFEp. 

• Testar o efeito do tratamento sustentado com a molécula SAMβA no 

prognóstico da ICFEp, se confirmado o fenótipo de fragmentação mitocondrial nos 

animais. 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais e desenho experimental 
 

O protocolo com animais foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (nº 9236210120) e o 

estudo foi realizado de acordo com os princípios éticos na pesquisa animal adotados 

pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (www.cobea.org.br). 

 Para execução desse projeto utilizamos ratos Wistar machos com 3 meses de 

http://www.cobea.org.br/
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idade randomizados nos seguintes grupos: controle que recebeu uma dieta 

balanceada (10% de lipídeos, 20% de proteínas e 70% de carboidratos -tabela 2) em 

conjunto com água potável ad libitum; e o DH+L-NAME que recebeu uma combinação 

de dieta hiperlipídica (DH- 60% lipídeos, 20% de proteínas e 20% de carboidratos – 

tabela 2) e água potável com inibidor constitutivo da enzima óxido nítrico sintase por 

N(ω)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME (150mg/L)) durante 16 semanas, 

mimetizando as duas principais comorbidades envolvidas na ICFEp, hipertensão e 

obesidade 62; 63.  

Durante a execução do protocolo experimental o peso corporal foi 

acompanhado quinzenalmente. Medidas de função cardíaca, tolerância ao exercício, 

pressão arterial, frequência cardíaca, tolerância à glicose e insulina foram realizadas 

nas semanas pré-intervenção, 4, 8, 12 e 16 do protocolo experimental (figura 2).  

Após 16 semanas, os animais foram eutanasiados e em seguida o coração e 

os músculos (extensor longo dos dedos (EDL)) foram excisados e pesados. Com um 

microscópio estereoscópio binocular (x3,5 de amplitude), os átrios e ventrículos direito 

e esquerdo foram dissecados e 

pesados independentemente. A 

massa cardíaca e do ventrículo 

esquerdo foi normalizada pelo 

comprimento da tíbia dos 

animais. Após pesagem, o 

ventrículo esquerdo foi utilizado 

para as análises funcionais 

(consumo de oxigênio (O2), 

liberação de peróxido de 

hidrogênio mitocondrial (H2O2) e 

captação de cálcio mitocondrial), 

morfológicas e bioquímicas 

descritas na figura 2. O 

ventrículo direito foi armazenado 

para análises futuras. 

 

 

 

Figura 2: Desenho experimental proposto para o 
presente projeto de pesquisa. Em vermelho estão 
listadas as análises fisiológicas realizadas nos animais 
ao longo de dezesseis semanas e em azul estão 
listadas as análises pós eutanásia. 
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Tabela 2: Composição nutricional e calórica das diferentes dietas experimentais 

 

 
 

5.2 Análises hemodinâmica e ecocardiográfica 
 

A pressão arterial sistólica foi determinada de forma não invasiva, usando um 

sistema computadorizado de manguito de cauda (BP-2000, Visitech System). 

Também por método não invasivo foi avaliado a função cardíaca pelo ecocardiograma 

em modo M (monodimencional) e Doppler tecidual em ratos anestesiados (isoflurano 

a 3%). Os animais foram posicionados em decúbito dorsal com as patas dianteiras 

abertas e foi aplicado um gel para facilitar a transmissão por ultrassom. O 

ecocardiograma transtorácico foi realizado utilizando equipamento Acuson Sequoia 

modelo 512 (SIEMENS) equipado com um transdutor linear de 10-14 MHz, no 

Instituto do coração do hospital das clínicas da FMUSP (Incor), em colaboração com 

o médico cardiologista Dr. Paulo Magno. A função sistólica do ventrículo esquerdo foi 

Componentes 

Kcal/g ração 

Dieta Controle Dieta Hiperlipídica 60% 

Amido de Milho 1,19 0 

Caseína 0,75 1,03 

Amido Dextrinizado 0,20 0,65 

Sacarose 1,30 0,36 

Óleo de Soja 0,21 0,29 

Celulose Microcristalina 0 0 

Mix Mineral PSB 10026 0 0 

Mix Vitamin AIN 93 0,04 0,05 

L-Cistina 0,01 0,01 

Bitartarato de Colina 0 0 

BHT 0 0 

Fosfato de Cálcio Bifásico 0 0 

Carbonato de cálcio 0 0 

Citrato de potássio 0 0 

Banha 0,17 2,85 

Total 3,87 5,24 
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estimada pela fração de ejeção (FE) e encurtamento fracionário (EF), como segue: 

FE (%) = [(DDFVE - DSFVE) DDFVE-1)] × 100 e EF (%) = [(DDFVE-DSFVE) DSFVE 

(−1)] × 100, onde o DDFVE é o diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo e o 

DSFVE é o diâmetro sistólico final do ventrículo esquerdo. As funções diastólicas 

incluindo velocidade das ondas E e A, tempo de desaceleração e tempo de 

relaxamento isovolumétrico foram adquiridas utilizando Doppler tecidual 64. Além 

disso, calculamos outros índices associados à função cardíaca diastólica como razão 

ondas E/A e índice de performance do miocárdio. 

 

5.3 Avaliação do perfil lipídico sérico e teste de tolerância à glicose (iGTT) 
 

A concentração sérica de colesterol total, HDL, triglicerídeos foi determinada 

por ensaios colorimétricos utilizando kits comerciais (Bioclin-Quibase, Brasil). O teste 

de tolerância à glicose foi realizado por injeção de glicose (2g/kg em solução salina) 

após jejum de 12 horas. Os níveis de glicose no sangue da cauda [mg/dL] foram 

medidos com um glicosímetro antes (0 min) e aos 15, 30, 60, 90 e 120 min após a 

administração de glicose. Esses testes foram realizados nas semanas pré- 

intervenção, 4, 8,12 e 16 do protocolo experimental (figura 2). 

 

5.4  Teste de tolerância à insulina (TTI) 
 

Os animais foram submetidos a 6 horas de jejum, e então medimos a glicemia 

basal (min 0). Imediatamente após esse procedimento os animais receberam uma 

injeção via intraperitoneal de insulina humana recombinante (Novolin® R ) equivalente 

a 0,75U/kg de peso corporal. Amostras de sangue foram coletadas para determinação 

da glicemia nos tempos 15, 30, 60. 90 e 120 min. Esses testes foram realizados nas 

semanas pré-intervenção, 4, 8,12 e 16. 

 

5.5  Teste de tolerância ao exercício 
 

Algumas anormalidades cardíacas associadas à ICFEp podem ser aparentes 

somente após a realização de um exercício máximo até a exaustão. Dessa forma, a 

capacidade máxima de realização do exercício físico dos animais foi estimada nas 

semanas pré-intervenção, 4, 12 e 16 por meio de um teste progressivo até a exaustão 

em esteira rolante 65. Foi realizado um exercício progressivo escalonado até a 

exaustão em esteira rolante, onde a velocidade inicial da esteira foi de 6m/min sem 
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haver inclinação da mesma. A cada três minutos, a velocidade da esteira sofreu um 

acréscimo de 3m/min até a exaustão do animal. As variáveis medidas são o tempo total 

e a distância em metros percorrida por cada animal durante o teste máximo. Essas 

análises foram realizadas em nosso laboratório.  

 

5.6 Isolamento de mitocôndrias 

 

Logo após o sacrifício dos animais, os corações foram retirados e as câmaras 

cardíacas separadas. Em seguida, o ventrículo esquerdo foi homogeneizado em 

tampão de lise (Manitol 210 mM, sacarose 70mM, MOPS 5mM, EDTA 1mM, coquetel 

de inibidores de proteases e fosfatases, pH 7.4) e as mitocôndrias foram isoladas por 

centrifugação em gradiente de sacarose. Em suma, o homogenato foi centrifugado a 

700g por 5 min (4oC). O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10.000g por 10 

min (4°C). O sobrenadante resultante foi considerado como a fração citosólica. O 

pelete resultante foi considerado a fração mitocondrial, que foi lavada e ressuspendida 

no tampão de lise. Esses procedimentos foram realizados em nosso laboratório. 

 

5.7 Consumo de oxigênio na mitocôndria cardíaca isolada 
 

Para caracterizar o metabolismo mitocondrial, avaliamos o consumo de 

oxigênio na fração mitocondrial isolada do ventrículo esquerdo dos animais, conforme 

previamente demonstrado pelo nosso grupo 66. Para esses ensaios, utilizamos a 

concentração final de proteína de 0,125 mg/ml. Essa variável foi avaliada utilizando 

um eletrodo específico de oxigênio (do tipo Clark) acoplado a um registrador 

(OROBOROS, Oxygraph-2k), como previamente descrito . O eletrodo é composto por 

um cátodo de platina e um ânodo de prata, imersos em solução eletrolítica de KCl. A 

reação se processa pela corrente gerada entre os eletrodos e é relacionada à 

concentração de oxigênio na superfície do cátodo. Cada amostra de mitocôndria 

cardíaca foi diluída em tampão de KCl (Sacarose 125 mM, KCL 65 mM, Hepes 10 

mM, KH2PO4 2 mM, MgCl2 2 mM, 0,01% BSA, pH 7.2). Os registros de consumo de 

oxigênio foram feitos na presença de succinato (2 mM), malato-glutamato (2 mM) e 

ADP (1 mM). Um inibidor do complexo V (Oligomicina 1 µg/ml) foi adicionado para 

inibir sua atividade durante esse ensaio. Além disso, utilizamos um desacoplador da 

membrana interna da mitocôndria (FCCP - fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona, 1 µM) 
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para estimular o consumo máximo de oxigênio (figura  3). Os valores foram expressos 

em nanomoles por minuto por miligrama de proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema ilustrativo do consumo de oxigênio. Após a adição dos substratos malato, 

succinato, piruvato e glutamato e da mitocôndria isolada, foi realizada a medida do consumo de 

oxigênio basal. Após isso foi adicionado ADP para avaliar o consumo máximo de oxigênio e por fim 

avaliamos o consumo de oxigênio na presença de FCCP (desacoplador mitocondrial). 

 

5.8 Liberação de H2O2 pela mitocôndria cardíaca isolada  

 

Foi avaliada por espectrofluorimetria (Tahara, Navarete, Kowaltowski, 2009). 

Cada amostra de mitocôndria cardíaca proveniente do ventrículo esquerdo isolado foi 

diluída em um tampão de KCl (Sacarose 125 mM, KCL 65 mM, Hepes 10 mM, KH2PO4 

2 mM, MgCl2 2 mM, 0,01% BSA, pH 7.2) numa concentração final de proteína de 0,125 

mg/ml. A produção de H2O2 foi determinada pela geração de resorufina, fruto da 

oxidação do Amplex Red (25 μM) na presença de horseradish peroxidase (0,5 U/ml), 

identificada pelos comprimentos de onda de 563 nm para excitação e 587 nm para 

emissão. O ensaio foi realizado na presença de succinato (2 mM), malato-glutamato 

(2 mM), ADP (1 mM), Oligomicina (1 µg/ml) e também utilizamos desacoplador da 

membrana interna da mitocôndria (FCCP - fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona, 1 

µM). A quantificação dos valores foi feita após uma calibração com quantidades 

conhecidas de H2O2, expressos em nanomoles por minuto por miligrama de proteína. 

 

5.9 Ensaio de captação de cálcio mitocondrial 

 

Para avaliar a captação e retenção de Ca2+ mitocondrial, 500 µg da fração 

enriquecida com mitocôndria derivada do coração foi incubada em 2 mL de tampão 
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experimental (125 mM de sacarose, 65 mM de KCl, 10 mM de Hepes, 2 mM de fosfato, 

2 mM de MgCl2 e 0,2% de albumina de soro bovino, ajustado para pH 7,2 com KOH), 

em conjunto com o calcium green 5N 0,1 µM e succinato 1 mM, na presença de 

rotenona 2 µM. A fluorescência 5N calcium green foi medida com um fluorímetro 

F4500 Hitachi nos comprimentos de onda de excitação e emissão de 506 nm e 532 

nm, respectivamente, a 37 ° C, sob agitação constante. Adições sequenciais de Ca2+ 

10 µM, com intervalos de 3 minutos, foram feitas até a indução do mPT (mitochondrial 

permeability transition) 67; 68. Foi realizado um traçado para cada animal (n=5). A 

relação entre a fluorescência do calcium green 5N (F) e as concentrações de [Ca2+] 

foi estabelecida usando a equação [Ca2+] = Kd. (F-Fmin) / (Fmax-F). O Kd foi 

determinado empiricamente como o valor no qual a alteração na fluorescência (ΔF) 

após cada adição de cálcio é equivalente a uma alteração de 10 µM na concentração 

de cálcio (Δ [Ca2+]). A fluorescência máxima (Fmax) e mínima (Fmin) foram 

determinadas no final de cada traço usando 100 µL de soluções 100 mM de Ca2+ e 

100 mM de EGTA, respectivamente. A capacidade de retenção de cálcio foi 

determinada como a quantidade total de cálcio Ca2+ incorporado pelas mitocôndrias 

até a indução de mPT (nmol Ca2+ . Mg proteína-1). As taxas de captação de cálcio 

foram determinadas como a inclinação da porção linear (nmol Ca2+. mg proteína-1 . S-

1) no início da primeira adição de cálcio. 

 

5.10 Immunoblotting 

 

O lisado total e a fração mitocondrial do ventrículo esquerdo foram utilizados 

para a análise da expressão de proteínas. Para isso, 25 μg de proteínas foram 

separadas por eletroforese utilizando géis de poliacrilamida SDS-PAGE (6-15%), 

dependendo peso molecular da proteína que foi avaliada. Após a eletroforese, as 

proteínas foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose. A eficiência da 

transferência  foi monitorada usando a coloração de Ponceau S a 0,5%. Após a 

eletrotransferência, a membrana foi bloqueada com albumina bovina 5%, em uma 

solução contendo 10 mM de Tris-HCl, pH 7,6, 150 mM NaCl e Tween 20 a 0,1% por 

2h em temperatura ambiente e posteriormente incubada durante uma noite a 4o C com 

anticorpos específicos contra as proteínas que regulam a dinâmica mitocondrial (figura 

1). A ligação do anticorpo primário foi detectada com o uso de anticorpos secundários 

marcados com peroxidase (diluição de 1:10000), e posteriormente visualizada e 
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quantificada pelo Software Image J (Image J Corporation baseado na imagem NIH). 

A determinação de proteínas totais foi realizada pelo método de Bradford 68. A 

quantificação das proteínas mencionadas acima foi normalizada pelas proteínas 

Enolase (citosólica), VDAC (mitocondrial), Tom20 (mitocondrial) e pelo ponceau. As 

proteínas quantificadas foram: aldeído desidrogenase 2 (ALDH2), proteína 1 

relacionada a dinâmica (Drp1), proteína de fissão mitocondrial (Fis1), mitofusina 1 

(Mfn1), mitofusina 2 (Mfn2), proteína de atrofia óptica (OPA1), proteína quinase C 

isoforma beta 2 (PKCβII), fator de fissão mitocondrial (Mff) e mitochondrial calcium 

uniporter (MCU), sodium/calcium/litium exchanger (NCLX), mitochondrial calcium 

uptake-1 (MICU-1). 

 

Tabela  3 - Lista dos anticorpos primários utilizados para análise de expressão 

proteica por Immunoblotting 

 

Proteínas Analisadas Origem Peso Molecular Titulação 

ALDH2 Santa Cruz (sc-48837) 56kDa 1:1000 

Drp1 Cell signaling (D6C7) 80kDa 1:1000 

Fis1 A.BioReagents (PA1-41082) 16kDa 1:1000 

Mfn1 Santa Cruz (sc-50330) 80kDa 1:500 

Mfn2 Santa Cruz (sc-50331) 80kDa 1:500 

Opa1 Abcam (ab42364) 100kDa 1:1000 

4-HNE Calbiochem (CALB-393204) - 1:1000 

PKCβII Santa Cruz (sc-13149) 80kDa 1:1000 

Mff Santa Cruz (sc-398617) 38kDa 1:1000 

Tom20 Santa Cruz (sc-11415) 20kDa 1:500 

VDAC-1 Santa Cruz (sc-32063) 35kDa 1:1000 

MCU Cell signaling (14997) 35kDa 1:1000 

MICU-1 Sigma (HPA037480) 48kDa 1:1000 

NCLX Biorbyt (ORB317904) 64kDa 1:1000 

Enolase Santa Cruz (sc-15343) 48kDa 1:1000 

 

5.11 Análise da expressão de gênica do peptídeo natriurético do tipo N-terminal 

pró-B (NT-proBNP) 

 

A expressão gênica foi realizada em qPCR. Uma porção de ~40 mg do 
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ventrículo esquerdo foi homogeneizada em 1 mL do reagente de Trizol (Life 

Technologies) com o auxílio de um politron. O RNA total da amostra foi extraído 

conforme as instruções fornecidas no datasheet do produto. O RNA total extraído de 

cada amostra foi usado como molde para a síntese do cDNA com uma transcriptase 

reversa comercialmente disponível (M-MuLV reverse Transcriptase- Thermo 

scientific) usando oligo dTs como primers. O cDNA resultante foi usado como molde 

na reação de PCR em tempo real montada segundo as informações do kit da enzima 

utilizada (MAXIMA Sybr Green/ ROX qPCR máster mix- Thermo scientific) usando 

iniciadores específicos desenhados a partir de sequências referências depositadas 

nos bancos de dados do NCBI (refseq), que estão disponíveis para consulta na tabela 

4. Os resultados obtidos foram quantificados pelo método ΔΔcT e então expressos 

em nível de mRNA relativo ao controle (% de ctrl). Avaliamos os níveis de transcritos 

do peptídeo natriurético do tipo N-terminal pró-B (NT-proBNP) e utilizamos a 

Hipoxantina-guanina fosforribosil transferase (HPRT) como normalizador. 

 
Tabela 4 - Lista dos primers utilizados para análise de expressão gênica por 

qPCR 

 

Genes 

Analisados 

NCBI RNAm 

(Cod. Seq.) 

Sequência sense Sequência antisense Tamanho 

NT-proBNP NM_031545.1 TCCCCTGGGAAGTC
CTAGCC 

GGCCTTGGTCCTTT
GAGAGC 

628 

 

HPRT 

 

NM_013556.2 

AGTCCCAGCGTCGT 

GATTAG 

TTTCCAAATCCTCG 

CATAATGA 

 

88 

 

5.12 Determinação da morfologia mitocondrial por microscopia eletrônica de 

transmissão 

 

As amostras cardíacas do ventrículo esquerdo (5 blocos por animal) foram 

fixadas em glutaraldeído 2% e paraformaldeído 4% em tampão de cacodilato de sódio, 

pH 7.3 durante 1h em temperatura ambiente e os blocos foram cortados em fatias de 

aproximadamente 1mm3, conforme previamente padronizado em nosso laboratório 8. 

Após lavagem, as amostras foram pós-fixadas com 2% de tetróxido de ósmio e 1% de 

acetato de uranila por 2h, lavados com água, desidratadas por exposição a 

concentrações crescentes de etanol, seguido de acetona 100% e depois infiltradas e 

incorporadas em Eponato. Os cortes finais foram utilizados para avaliar a mitocôndria 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=96975137
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intermiofibrilar, número e tamanho. As imagens foram adquiridas usando um 

microscópio eletrônico de transmissão CCD JEOL1230 Gatan 967 a 80 kV e uma 

câmera digital Gatan Orius 4k x 4k (Gatan). As análises quantitativas foram realizadas 

em pelo menos 10 campos por animal e pelo menos 15 cardiomiócitos por grupo 

usando o Software Image J. Esses procedimentos foram realizados utilizando o 

microscopio eletrônico de transmissão da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia (FMVZ-USP). 

 

5.13 Função muscular esquelética ex vivo – banho de órgãos 

 

Imediatamente após o sacrifício, os músculos: extensor longo dos dedos (EDL) 

e sóleo foram removidos e posicionados verticalmente em uma cuba do sistema ex 

vivo (banho de órgãos) por meio da fixação do tendão distal à extremidade imóvel e 

da fixação do tendão proximal ao transdutor de força isométrica com fio de 

polipropileno não absorvível (3.0, ETHICON, Brasil). Com a finalidade de manter a 

viabilidade do tecido ao longo do experimento, os músculos permaneceram imersos 

em uma solução-tampão Krebs-Ringer (137mM NaCl, 5mM KCl, 2mM CaCl2.2H2O, 

1mM KH2PO4, 1mM MgSO4, 24mM NaHCO3, 11mM C6H12O6, pH 7.4, 22ºC), 

submetida a aeração com mistura carbogênica (95% oxigênio, 5% dióxido de carbono) 

69. Inicialmente foi determinado o comprimento ótimo dos músculos, identificado pela 

máxima força de contração isométrica. Na sequência, a força tetânica máxima dos 

músculos EDL e sóleo foram induzidas por meio do oferecimento de trens de pulsos 

elétricos crescentes (1, 10, 20, 30, 50, 80, 100 e 150 hertz). 

 

5.14 Análise estatística 
 

Inicialmente a distribuição dos dados obtidos nesse estudo foi testada por meio 

do teste de Shapiro-Wilk. Os dados obtidos neste estudo foram apresentados na forma 

de média ± erro padrão e comparados pela análise por teste t de Student ou análise 

multivariada (ANOVA) com post-hoc de Duncan. Para todas as análises, foi adotado 

como nível de significância p ≤0,05. 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para melhor entendimento dos resultados, essa sessão será apresentada em 
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três subseções: 

6.1 Caracterização fenotípica do modelo animal de ICFEp; 

6.2 Caracterização bioquímica do modelo animal de ICFEp; 

6.3 Caracterização da dinâmica mitocondrial e da captação de cálcio 

mitocondrial no coração de ratos com ICFEp; 

 

6.1 Caracterização fenotípica do modelo animal de ICFEp 

 

Os pacientes portadores de ICFEp apresentam diversas comorbidades 

associadas que contribuem para a fisiopatologia dessa síndrome, tais como: idade 

avançada, diabetes mellitus tipo 2 (DMII), fibrilação atrial, hipertensão pulmonar, 

disfunção renal, obesidade/síndrome metabólica e hipertensão arterial, sendo essas 

duas últimas mencionadas as mais prevalentes em portadores dessa síndrome 2; 5; 18; 

70. Devido esse amplo espectro de comorbidades que contribuem para o 

desenvolvimento e /ou progressão dessa doença, a maioria dos modelos pré-clínicos 

se concentra em utilizar uma única comorbidade para mimetizar o fenótipo de ICFEp 

humana. No entanto, esses modelos não conseguem reproduzir a miríade de 

sintomas observados em humanos 71.  

Em 2019, um trabalho publicado Schiattarella e colaboradores 63, conseguiu 

recapitular inúmeras características cardiovasculares e sistêmicas dos portadores de 

ICFEp, utilizando um modelo murino denominado pelos autores de Two- Hits model, em 

que é utilizada a combinação de dieta hiperlipídica (DH - 60% lipídeos) e tratamento 

com inibidor da enzima óxido nítrico sintase por N(ω)-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME); induzindo síndrome metabólica e hipertensão, respectivamente. 

Desse modo, sabendo que o modelo descrito acima foi eficaz em mimetizar as 

características da ICFEp em camundongos C57BL6, iniciamos o presente projeto 

caracterizando esse modelo em ratos Wistar machos randomizados em dois grupos: 

o grupo controle (n=7) recebeu uma dieta controle balanceada (70% carboidratos, 

20% proteínas e 10% de lipídeos) e água potável ad libitum; enquanto o grupo DH+L-

NAME (n=9) recebeu uma dieta hiperlipídica (60% lipídeos, 20% proteínas e 20% 

carboidratos), associado com o L-NAME (150 mg/L em água potável), por 16 

semanas. Durante essas 16 semanas foram realizadas análises de função cardíaca, 

perfil lipídico e glicêmico, tolerância ao exercício e pressão arterial antes de iniciar o 

protocolo (pré-intervenção (Pré-int.)) e nas semanas 4, 8, 12 e 16 do protocolo 
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experimental conforme ilustrado na figura 2. 

A literatura aponta que obesidade pode contribuir para a fisiopatologia da 

ICFEp devido alterações hemodinâmicas, inflamatórias, mecânicas e neuro-humorais 

72. Desse modo, para confirmar o ganho de peso, os animais foram pesados 

quinzenalmente ao longo de dezesseis semanas na presença da dieta hiperlipídica e 

tratamento com L-NAME. Como esperado, o grupo DH+L-NAME apresentou aumento 

do peso corporal em comparação com o grupo controle a partir da oitava semana após 

início do protocolo experimental (figura 4A e 4B), bem como um acréscimo no peso 

do tecido adiposo branco epididimal (figura 4C).  

Semelhante ao observado em nosso trabalho, Schiattarella e colaboradores 63, 

utilizando das mesmas intervenções para mimetizar a ICFEp em camundongos 

C57BL6 durante quinze semanas, observaram um aumento significativo no ganho de 

peso dos animais na quinta semana do protocolo experimental. Outro estudo 

utilizando um modelo semelhante ao proposto por Schiattarella e colaboradores, em 

que os autores utilizaram camundongos C57BL6 com 3 meses de idade e 

administraram dieta hiperlipídica para os animais por 13 meses, em conjunto com  

indutor de hipertensão, também notaram ganho de peso significativo nos animais que 

receberam a dieta hiperlipídica a partir da quarta semana do protocolo experimental 

proposto 73. Provavelmente essas diferenças entre o nosso modelo e os encontrados 

na literatura ocorrem devido o metabolismo das espécies de roedores ser distinto, 

além disso, a composição da dieta administrada foi ligeiramente diferente. 

O nosso estudo é o primeiro a utilizar um modelo de two-hits para mimetizar a 

ICFEp em ratos Wistar machos. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura faz 

o uso de comorbidades isoladas para desencadear essa síndrome. Os trabalhos que 

usam a obesidade para induzir ICFEp, optam por modelos geneticamente modificados 

como rato Zucker que contém uma mutação no gene de leptina, resultando em 

hiperfagia e obesidade 15. Grande parte dos modelos utiliza camundongos para induzir 

a obesidade por conta deste ser o modelo animal de preferência para produzir animais 

geneticamente modificados, e também devido esse modelo ser mais barato 15. No 

entanto, apesar das facilidades e vantagens de utilizar camundongos, optamos por 

usar ratos Wistar machos para poder comparar com o trabalho publicado 

anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa com ICFEr 32. 

Conforme mencionado, a obesidade é um fator de risco presente em cerca de 

80% dos pacientes com ICFEp. O aumento da adiposidade induz mudanças 
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estruturais significativas no ventrículo esquerdo, e promove inflamação, dislipidemia 

(elevados níveis de lipídeos séricos), resistência à insulina, intolerância à glicose, e 

prejuízo da função endotelial e muscular esquelética 15; 74; 75; 76. Assim, para avaliar o 

perfil lipídico desses animais, coletamos o sangue venoso proveniente da veia caudal 

em tubo com heparina, posteriormente isolamos o plasma e realizamos a dosagem 

do colesterol total e triglicerídeos nas semanas pré-intervenção (Pré-int.), 4, 8, 12 e 

16 do protocolo experimental proposto. 

A figura 4D mostra que não houveram diferenças significativas dos níveis de 

triglicerídeos entre os grupos em todos os pontos analisados. No entanto, apesar de 

diferenças estatísticas não terem sido notadas entre os grupos nas semanas pré- 

intervenção (Pré-int.), 4 e 8 do protocolo experimental, na figura 4E foi observado um 

aumento dos níveis de colesterol total sérico na décima segunda e décima sexta 

semana nos animais do grupo DH+L-NAME em comparação com o grupo controle, 

demonstrando que a dieta hiperlipídica contribuiu para o aparecimento da dislipidemia 

nesses animais. A gordura saturada presente na ração administrada ao grupo DH+L-

NAME provavelmente foi responsável pelo aumento do colesterol total. Em conjunto 

esses dados demonstram que o nosso protocolo experimental proposto foi eficaz em 

induzir tanto o aumento de peso corporal quanto o aumento de colesterol sérico. 

 

 

Figura 4: Peso Corporal e níveis plasmáticos de triglicérides e colesterol total. (A) Peso corporal 

dos animais, avaliado quinzenalmente ao longo do protocolo experimental; (B) porcentagem do ganho 



44 

 
 
 
de peso corporal, (C) peso do tecido adiposo branco epididimal, coletado após a eutanásia (D) 

triglicérides e (E) colesterol total dos diferentes grupos nas semanas pré- intervenção (Pré-int.), 4, 8, 

12 e 16. Os asteriscos sobre as barras e linhas indicam diferenças estatísticas, quando comparadas 

ao grupo controle (p≤0,05). 

 

A obesidade representa um fator de risco importante capaz de induzir a 

resistência à insulina e a hiperglicemia, que podem desencadear desequilíbrio neuro- 

humoral, hiperativaçāo nervosa simpática e consequente sobrecarga cardíaca. Isso, 

por sua vez, pode induzir processos de remodelamento cardíaco, hipertrofia, fibrose 

e disfunção diastólica e sistólica 15; 74; 76. A exposição prolongada a dietas ricas em 

lipídeos pode contribuir para o aumento da concentração sérica de ácidos graxos não 

esterificados (AGNES), que são produtos da metabolização de triglicerídeos, e 

contribuem negativamente para a biossíntese de insulina, resultando na perda 

contínua da função das células beta pancreáticas, e no aumento dos níveis de glicose 

no sangue, podendo levar ao diabetes mellitus tipo II 77. 

De acordo com estudos publicados anteriormente, ratos Wistar machos 

alimentados com dieta hiperlipídica apresentam concentrações séricas de glicose 

aumentadas, e também intolerância a glicose, que são características de diabetes 

mellitus tipo II (DMII) 78; 79. A literatura aponta que cerca de 45% dos portadores de 

ICFEp possuem diabetes mellitus (DM) 80; 81. Apesar da alta prevalência de DM nos 

indivíduos com ICFEp, as características clínicas e moleculares dessa população 

ainda são pouco compreendidas. No entanto, alguns dados clínicos disponíveis têm 

demonstrado um efeito negativo no prognóstico dos pacientes 80.  

Grande parte dos trabalhos que utilizam a combinação de dieta hiperlipídica e 

algum indutor de hipertesão em camundongos C57BL6 para induzir a ICFEp tem 

encontrado os níveis de glicose sérico aumentados após a realização de testes de 

tolerância a glicose, sugerindo a presença de disfunção metabólica nos animais  63; 73.  

Testes metabólicos in vivo são importantes para avaliar se a intervenção 

proposta promove alterações no metabolismo de carboidratos, como a intolerância a 

glicose e a resistência a insulina 82. Dessa forma, para determinar o efeito do nosso 

protocolo experimental no fenótipo metabólico da glicose, submetemos os ratos ao 

teste de tolerância a glicose intraperitoneal (TTGi) após 12 horas de jejum, e ao teste 

de tolerância a insulina intraperitoneal (TTI). 

O teste de tolerância a glicose intraperitoneal (TTGi) mede a depuração de uma 
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carga de glicose pelo corpo 82. Para realização do TTGi, os animais foram submetidos 

à análise de glicemia em jejum (tempo 0) e, posteriormente, receberam uma injeção 

intraperitoneal de glicose (2g/kg de animal), sendo a glicemia medida após 15, 30, 60, 

90 e 120 minutos. Os resultados apresentados na figura 5A, 5B e 5F demonstram que 

entre as semanas pré-intervenção e 4 não houveram diferenças significativas entre os 

grupos nos tempos analisados e nos cálculos de área sob a curva. No entanto, na 

oitava e décima segunda semana notamos um atraso significativo na depuração da 

glicose do grupo DH+L-NAME em comparação com o grupo controle após 60-90 min 

(figura 5C) e 60- 120 min (figura 5D) da administração intraperitoneal de glicose 

refletindo aumento da área sob a curva nesses períodos (figura 5F). Essa diferença foi 

perdida na semana 16 em decorrência do atraso na depuração da glicose do grupo controle 

quando comparado ao período pré-intervenção (figura 5E e 5F). É importante destacar que 

a dieta controle administrada aos animais contém 70% de carboidratos, sendo a sacarose 

(dissacarídeo formado por quantidades iguais de frutose e glicose), o principal carboidrato 

presente. Acredita-se que semelhante ao que acontece com os alimentos processados, a 

sacarose promove menos saciedade do que outros açúcares, aumentando assim a 

ingestão calórica 83. Dessa forma, com o passar do tempo, o alto consumo de calorias 

associado com o sedentarismo dos animais provavelmente ocasionou a alteração no 

metabolismo da glicose no grupo controle, fazendo com que a diferença estatística 

observada anteriormente fosse perdida. 
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Figura 5: Teste de tolerância à glicose intraperitoneal (TTGi). (A) Pré-intervenção; (B) Semana 4, 

(C) Semana 8, (D) Semana 12, (E) Semana 16 e (F) cálculo da área sob a curva em ratos submetidos 

a dieta controle e dieta hiperlipídica + L-NAME. * diferença significante versus grupo controle (p≤0,05). 

 

O teste de tolerância à insulina intraperitoneal (TTI) é utilizado para avaliar a 

tolerância à insulina através da medição da glicose endógena remanescente na 

circulação ao longo do tempo em resposta a uma injeção de insulina humana. A taxa 

de depuração da glicose indica a ação da insulina nos tecidos periféricos, mostrando 

a sua sensibilidade ao hormônio 84. Um estudo publicado por Scherbakov 84 e 

colaboradores demonstrou que, ao analisar o perfil glicêmico de pacientes com ICFEp 

após a injeção de insulina, o declive da eliminação de glicose foi mais íngreme quando 

comparado com pacientes saudáveis, reportando uma diminuição da sensibilidade 

tecidual à insulina. 

Para realização desse teste evitando episódios de hipoglicemia, medimos a 
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glicemia dos animais após 6 horas de jejum (tempo 0) e, posteriormente, 

administramos insulina via intraperitoneal (0,75U/kg de peso corporal), sendo a 

glicemia medida após 15, 30, 60, 90 e 120 min. Semelhante ao que foi observado no 

teste de tolerância a glicose intraperitoneal (figura 5), na figura 6A e 6B, notamos que 

não existe diferença significativa entre os grupos ao longo do tempo e no cálculo de 

área sob a curva na semana pré-intervenção e 4 (figura 6F). No entanto, na oitava e 

décima segunda semana do protocolo experimental, observamos um retardo 

significativo no tempo de depuração de glicose endógena no tempo 15-30 min (figura 

6C) e 30-90 min (figura 6D), e um aumento significativo no cálculo de área sob a curva 

(figura 6F) do grupo DH+L-NAME quando comparado com o grupo controle. Contudo,  

devido a um atraso na depuração da glicose em dois animais do grupo controle, essa diferença 

não foi observada nos grupos na semana 16 ao longo do tempo e no cálculo de área 

sob a curva (figura 6E e 6F), semelhante ao que foi observado no TTGi (figura 5E e 

5F). Como esses achados se assemelham ao que foi observado no TTGi, acreditamos 

que o uso prolongado da dieta rica em carboidratos para o grupo controle, promoveu 

tanto alterações no metabolismo da glicose (figura 5), quanto na sensibilidade tecidual 

a insulina nos animais. 
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Figura 6: Teste de tolerância à insulina intraperitoneal (TTI). (A) Pré-intervenção; (B) Semana 4, (C) 

Semana 8, (D) Semana 12, (E) Semana 16 e (F) cálculo da área sob a curva em ratos submetidos a 

dieta controle e dieta hiperlipídica + L-NAME. * diferença significante versus grupo controle (p≤0,05). 

 

Segundo estudos epidemiológicos, a hipertensão arterial sistêmica é uma 

comorbidade altamente prevalente nos pacientes com ICFEp 3. A pressão arterial 
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elevada é um dos principais determinantes das alterações do ventrículo esquerdo, 

pois induz alterações estruturais dos cardiomiócitos e fibroblastos, acelerando o 

remodelamento cardíaco. Ela também promove rigidez arterial que resulta em uma 

carga desproporcional ao coração levando a perda da complacência e a 

incompatibilidade pós-carga  1; 85. 

Devido essa ser a comorbidade mais prevalente da ICFEp, a maioria dos 

trabalhos da literatura utiliza indutores de hipertensão como o L-NAME63, 

aldosterona86 e angiotensina II87, ou então ratos geneticamente modificados que são 

sensíveis ao sal como sal Dahl88, ratos ou camundongos hipertensos DOCA-sal89, 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR)90, e ratos zucker espontaneamente 

hipertenso (ZSF1)91. Há uma grande variedade de modelos, no entanto, nenhum 

modelo único recapitula a miríade de características encontradas na clínica em 

portadores de ICFEp. Além disso, esses modelos não reproduzem o início lento de 

alterações observado em pacientes hipertensos que levam ao desenvolvimento de 

ICFEp. 

Como descrito anteriormente, um dos objetivos desse projeto foi desenvolver 

um modelo de ratos Wistar machos com ICFEp que recapitulasse as principais 

características encontradas na clínica (obesidade e hipertensão). Assim, para induzir 

a hipertensão arterial nos animais, administramos a molécula N(ω)-nitro-L-arginina 

metil éster (L-NAME), que é um inibidor constitutivo da enzima óxido nítrico sintase 

(que produz óxido nítrico para promover a vasodilatação) na água de beber dos 

animais, na concentração de 150 mg/L por dezesseis semanas. Como esperado, o 

tratamento com L-NAME aumentou a pressão arterial sistólica e diastólica 

significativamente do grupo DH+L-NAME a partir da oitava semana até a décima sexta 

semana do protocolo experimental quando comparado com o grupo controle (figura 

7A e 7B). Em conjunto esses dados demonstram que o tratamento com L-NAME foi 

eficaz na indução da hipertensão nos animais. 
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Figura 7: Dados hemodinâmicos da pressão arterial. (A) PAS – Pressão arterial sistólica; (B) PAD 

– Pressão arterial diastólica. * diferença significante versus grupo controle (p≤0,05). 

 

A exposição ao estresse hemodinâmico e metabólico é um fator chave para 

induzir o remodelamento do músculo cardíaco, a hipertrofia e a disfunção diastólica, 

que são sinais característicos de portadores de ICFEp 1; 15; 18. A sobrecarga de longa 

duração promove respostas adaptativas mecânicas e neuro-humorais, que nos 

estágios iniciais é benéfica para manutenção do débito cardíaco, no entanto, com o 

tempo se torna prejudicial levando a alterações adaptativas no miocárdio na forma de 

hipertrofia ventricular 10; 92. No nível celular, cardiomiócitos aumentam a expressão de 

proteínas estruturais e fibroblastos presentes no coração se proliferam, produzem 

colágeno e outras proteínas de matriz, ocasionando rigidez miocárdica e relaxamento 

prejudicado, que é característico de disfunção diastólica 92. 

Além disso é importante destacar que a adiposidade, também induz alterações 

estruturais e funcionais no coração decorrente dos seus efeitos hemodinâmicos, 

inflamatórios, mecânicos e neuro-humorais, através da expansão do volume 

plasmático, liberação de adipocinas e ativação do sistema renina-angiotensina-

aldosterona. Todos esses fatores citados contribuem para o remodelamento cardíaco 

e hipertrofia ventricular 72. 

 A avaliação ecocardiográfica faz parte da avaliação de rotina de pacientes com 

suspeita de insuficiência cardíaca, devido ser um método não invasivo que permite 

avaliar a estrutura, função e hemodinâmica cardíaca 93; 94. Baseado nesses fatos, 

realizamos uma caracterização da função e morfologia cardíaca nas semanas pré- 

intervenção, 4, 8, 12 e 16 do protocolo experimental pelo exame ecocardiográfico de 

modo M e doppler em colaboração com o cardiodogista Dr. Paulo Magno do Instituto 

do Coração do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 
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São Paulo. 

Como demonstrado na tabela 5, os animais de ambos os grupos (controle e 

DH-L-NAME) não apresentaram diferenças significativas nos parâmetros 

ecocardiográficos referentes a frequência cardíaca (FC), fração de encurtamento (FE) 

diâmetro sistólico final do ventrículo esquerdo (DSFVE), comprimento do septo 

interventricular na sístole (SIVs) e espessura da parede posterior do ventrículo 

esquerdo na diástole (PPVEd) em todas as semanas analisadas nesse modelo 

experimental. No entanto, observamos um aumento na espessura da parede posterior 

do ventrículo esquerdo na sístole (PPVEs) do grupo DH+L-NAME a partir da décima 

segunda semana de protocolo experimental, até a décima sexta semana. Ainda, 

notamos que na semana 16 ocorreu uma redução do diâmetro diastólico final do 

ventrículo esquerdo (DDFVE), ou seja, do lúmen ventricular esquerdo do grupo DH+L- 

NAME em comparação com o controle, bem como o aumento da espessura do septo 

interventricular na diástole (SIVd) e da parede posterior ventricular esquerda na sístole 

(PPVEs) desse grupo quando comparado com o grupo controle (tabela 5). 

Os primeiros estudos que descreveram os componentes fisiopatológicos da 

insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada reportaram que o 

remodelamento cardíaco desencadeado por alterações hemodinâmicas e inflamação 

sistêmica decorrente da síndrome metabólica, contribui para a hipertrofia cardíaca 

concêntrica e consequente diminuição do lúmen da câmara ventricular, características 

comuns entre os portadores de ICFEp, e que esses fatores contribuem para a 

disfunção diastólica 1; 18;  66;  70;  95. Desse modo, o conjunto desses dados sugere 

que desenvolvemos um modelo pré-clínico que induz remodelamento cardíaco 

concêntrico acompanhado pela reduzida complacência ventricular esquerda. 

Atualmente sabe-se que o remodelamento cardíaco em doenças 

cardiovasculares é caracterizado pelo aumento da massa cardíaca e disfunção 

metabólica mitocondrial, decorrente, em parte, pelo elevado estresse hemodinâmico 

e neuro-humoral, o que contribui para a fisiopatologia da ICFEp 95. Baseado nisso, 

estudos utilizando um modelo murino de ICFEp semelhante ao nosso, em que é 

utilizado a dieta hiperlipídica e alguma intervenção que induz a hipertensão, 

observaram um aumento da massa cardíaca e/ou aumento da massa ventricular 

esquerda após a eutanásia dos animais, refletindo a presença de hipertrofia 63; 73. 

Após a eutanásia dos animais realizamos análises morfológicas cardíacas com 

o intuito de avaliar a massa cardíaca no nosso modelo animal. Foram avaliadas: a 
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massa cardíaca e a massa ventricular esquerda corrigida pelo comprimento da tíbia. 

Na figura 8A notamos que não existe diferença significativa entre os grupos na massa 

cardíaca. No entanto, na figura 8B observamos que o grupo DH+L-NAME 

apresentou um aumento na razão massa ventricular esquerda pelo comprimento da 

tíbia, quando comparado ao grupo controle. Esse resultado encontrado corrobora com 

os dados de hipertrofia ventricular esquerda que foi observada no ecocardiograma 

modo M na décima sexta semana do protocolo experimental. 

  

 

Figura 8: Massa cardíaca. (A) Peso do coração corrigido pelo comprimento da tíbia e; (B) Peso do 

ventrículo esquerdo (VE) dividido pelo comprimento da tíbia. * diferença significante versus grupo 

controle (p≤0,05). 
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Tabela 5 – Medidas Ecocardiográficas do Modo M 

 
Dados Ecocardiográficos no modo M referentes as semanas pré-intervenção,4,8,12 e 16 do protocolo experimental. Grupo control (C), grupo DH+ L- NAME 
(DH), Frequência Cardíaca (FC), Fração de Encurtamento (FE), Diâmetro sistólico final do ventrículo esquerdo (DSFVE), Diâmetro diastólico final do ventrículo 
esquerdo (DDFVE), Septo intraventricular na sístole (SIVs), Septo intraventricular na diástole (SIVd), Parede posterior do ventrículo esquerdo na sístole 
(PPVEs), Parede posterior do ventrículo esquerdo na diástole (PPVEd). Dados apresentados como média ± erro padrão da média. Os dados foram analisados 
por Test T. *p<0,05 vs. controle.

 Pré-intervenção 
 

Semana 4 Semana 8 Semana 12 Semana 16 

Parâmetros C DH C DH C DH C DH C DH 

FC 
(bpm) 

 

304±23 283±44 315±56 309±36 284±22 287±38 300±32 291±39 276±43 276±45 

FE (%) 42±12 42±6 49±7 48±8 42±3 41±6 44±6 46±9 48±6 49±8 
 

DSFVE 
(mm) 

 

3,75±0,74 4,03±0,64 3,39±0,55 3,46±0,57 4,25±0,40 4,38±0,65 4,49±0,78 4,39±0,92 3,85±0,40 3,57±0,58 

DDFVE 
(mm) 

 

6,51±0,58 6,95±0,72 6,67±0,41 6,71±0,59 7,29±0,58 7,41±0,71 7,97±0,63 8,04±0,52 7,43±0,62 6,96±0,30* 

SIVs 
(mm) 

 

1,02±0,13 1,18±0,26 1,66±0,22 1,70±0,31 1,79±0,24 1,71±0,19 2,05±0,28 1,85±0,21 2,03±0,30 1,99±0,17 

SIVd 
(mm) 

 

0,96±0,12 0,97±0,20 1,06±0,17 1,05±0,18 1,09±0,06 1,11±0,18 1,12±0,20 1,19±0,20 1,16±0,19 1,33±0,17* 

PPVEs 
(mm) 

 

1,87±0,27 2,08±0,36 2,21±0,33 2,14±0,38 2,00±0,34 2,16±0,33 2,08±0,20 2,40±0,30* 2,30±0,32 2,57±0,27* 

PPVEd (mm) 1,02±0,13 1,18±0,26 1,20±0,18 1,20±0,22 1,15±0,13 1,20±0,18 1,25±0,19 1,26±0,22 1,23±0,12 1,33±0,16 



54 

 
 
 

A disfunção diastólica é definida como a incapacidade do ventrículo esquerdo 

de ajustar-se ao volume de pré-carga devido a rigidez miocárdica 95; 96. A maioria dos 

estudos demonstram que a pressão ventricular, principalmente a do ventrículo 

esquerdo, está aumentada prejudicando o relaxamento isovolumétrico em portadores 

de ICFEp 97; 98; 99.  Além disso, a rigidez miocárdica influenciada pelos cardiomiócitos 

e pela matriz extracelular estimula síntese e deposição de colágeno do tipo I, 

ocasionando um desbalanço entre produção e degradação de colágeno cardíaco em 

pacientes portadores de ICFEp 92. 

Como já mencionado, a insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada 

recebeu essa denominação devido a fração de ejeção ventricular esquerda (FEVE), 

ou seja, volume de sangue bombeado a cada batimento cardíaco estar no limiar 

considerado normal, acima de 50% do volume de sangue a cada ejeção 3. Desse 

modo, com o intuito de verificar a fração de ejeção ventricular realizamos análises 

ecocardiográficas que revelaram que os animais de ambos os grupos em todos os 

pontos analisados possuem FEVE preservada, maior que 50% (figura 9A). 

Para determinar a presença da disfunção diastólica nesses animais analisamos 

os principais parâmetros recomendados pela American College of Cardiology 

Foundation/American Heart Association (ACCF/AHA) e a European Society of 

Cardiology (ESC) que são: razão entre a velocidade diastólica do fluxo mitral e a 

velocidade diastólica do fluxo anular (E/E’), razão entre a velocidade diastólica do fluxo 

mitral e o enchimento ativo ventricular (E/A) e tempo de relaxamento isovolumétrico 

(TRIV) 3; 13. 

A razão E/E’ é um parâmetro utilizado para estimar a pressão diastólica final do 

ventrículo esquerdo (PDFVE) através da divisão da velocidade diastólica do fluxo 

mitral (E) pela velocidade diastólica do fluxo anular (E’) 100. A disfunção diastólica leva 

a um relaxamento ventricular prejudicado e consequente aumento da PDFVE. As 

análises ecocardiográficas realizadas em ambos os grupos revelaram que entre a 

semana de pré-intervenção e a décima segunda semana não houve diferença 

significativa desses parâmetros diastólicos entre os grupos. No entanto, essa 

diferença surgiu na décima sexta semana no grupo DH-L-NAME em relação ao 

controle (figura 9B). 

A razão E/A reflete as fases individuais de enchimento, ou seja, a onda E reflete 

o enchimento passivo do átrio esquerdo para o ventrículo esquerdo que é 

impulsionado pela diferença de pressão entre essas duas câmaras, e a onda A o 
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enchimento ativo ventricular gerado pela contração atrial ativa. A disfunção diastólica 

altera essa relação e o tempo de relaxamento do ventrículo (relaxamento 

isovolumétrico) 101. No nosso modelo notamos que as diferenças nas semanas pré- 

intervenção, 4 e 8 do protocolo experimental não são estatisticamente significativas. 

No entanto, na décima segunda semana de caracterização houve uma diferença 

estatística do grupo DH+L-NAME em comparação com o controle (figura 9C). Ao 

avaliar o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) entre os grupos controle e 

DH+L-NAME, não observamos diferenças significativas nas semanas analisadas 

(figura 9D).  

É importante salientar que apesar do parâmetro E/A ser amplamente utilizado 

para a detecção de disfunção diastólica, existem várias limitações para o uso dessa 

medida que podem interferir no resultado, como a idade, pois o enchimento ventricular 

diminui com o envelhecimento, além disso mudanças sutis são dificilmente 

detectáveis no estado basal e até mesmo após desafiar o trabalho cardíaco com 

exercício físico. Ainda, se a velocidade do fluxo mitral for maior que 20 cm/s, a relação 

E/A será reduzida por conta da sobreposição das ondas. Por isso trabalhos da 

literatura tem sugerido a razão E/E’ como um índice alternativo útil, sensível e mais 

estável para avaliar a disfunção diastólica 102; 103. 

Diferentemente do que é relatado em trabalhos que utilizam camundongos com 

síndrome metabólica e hipertensão 63; 73, e ratos geneticamente modificados que apresentam 

hipertensão como intervenção para desencadear a ICFEp 88; 89, o nosso trabalho não 

demonstrou uma alteração clara na função diastólica dos animais, e acreditamos que isso possa 

ter sido ocasionado pelo tempo de intervenção que talvez tenha sido curto para que os sintomas 

claros fossem observados. Além disso, o ecocardiograma em doppler é uma tecnologia 

adaptada de humanos que é utilizada em roedores, desse modo a sensibilidade é baixa para 

alterações sutis, por isso, existem relatos na literatura 73 que destacam que o cateterismo é um 

método mais sensível de detecção de pequenas alterações na pressão ventricular em roedores. 

Apesar disso, é importante destacar que a literatura relata que apesar da disfunção diastólica 

exercer um papel central na fisiopatologia da ICFEp, ela por si só pode não desencadear um 

quadro de insuficiência cardíaca, afinal existe um grande número de pacientes que apresentam 

a disfunção diastólica mas não têm sinais de insuficiência cardíaca 21.  
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Figura 9: Parâmetros Ecocardiográficos do Doppler. (A) Fração de Ejeção Ventricular Esquerda 

(FEVE); (B) Razão entre a velocidade diastólica do fluxo mitral (E) e a velocidade diastólica do anel 

mitral (E’); (C) Razão entre a velocidade diastólica do fluxo mitral (E) e o fluxo de enchimento ativo 

diastólico (A); (D) Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV). * diferença significante versus grupo 

controle (p≤0,05). 

 

Além dos parâmetros ecocardiográficos citados acima, os peptídeos 

natriuréticos representam o padrão ouro para biomarcadores na insuficiência 

cardíaca. O peptídeo natriurético do tipo N-terminal pró-B (NT-proBNP) é um 

biomarcador bem estabelecido na clínica e frequentemente utilizado para auxiliar no 

diagnóstico inicial de ICFEp. O peptídeo natriurético do tipo B (BNP), é secretado em 

resposta ao estiramento miocárdico decorrente da sobrecarga de pressão ou volume, 

que normalmente é observada na insuficiência cardíaca. Ele é sintetizado como um 

pró-hormônio, denominado proBNP. Na secreção esse peptídeo é dividido em sua 

fração biologicamente ativa (BNP) e biologicamente inerte, mas bioquimicamente 

mais estável, NT-proBNP. Dessa forma, ambos podem ser encontrados na circulação; 

no entanto, devido a sua estabilidade, o NT-proBNP tem sido utilizado como preditor 

de diagnóstico da ICFEp 104. Nesse sentido, após as 16 semanas do protocolo 

experimental, os animais foram eutanasiados e o ventrículo esquerdo isolado para 

avaliação da expressão gênica do NT-proBNP. Ao analisarmos os níveis de mRNA 

cardíacos, observamos um aumento expressivo dos níveis de NT-proBNP nos animais 
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DH+LAME quando comparado com o grupo controle (figura 10), sugerindo que o 

nosso protocolo foi eficaz em promover alterações na pressão do ventrículo esquerdo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Expressão gênica de NT-proBNP.* diferença significante versus grupo controle controle 

(p≤0,05). 

 

Outro sinal clínico da insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada é 

a intolerância ao esforço físico, que é definida como a redução da capacidade de 

realização de exercício físico, acompanhada de sintomas como dispneia e/ou fadiga 

significativa. Algumas anormalidades cardíacas podem ser aparentes somente após 

a realização de um exercício máximo até a exaustão 76. Nesse sentido, avaliamos a 

capacidade máxima de realização do exercício físico nos diferentes grupos da semana 

pré-intervenção até a décima sexta semana do protocolo experimental (figura 3). 

Como podemos observar na figura 11, o desempenho aos esforços físicos dos 

animais do grupo DH+L-NAME, representado pela distância total percorrida, foi 

prejudicado a partir da quarta semana de caracterização até a décima sexta semana 

em comparação com o grupo controle. 

Apesar da intolerância ao esforço físico ser uma característica presente em 

portadores de ICFEp, fatores cardíacos e extracardíacos contribuem para essa 

disfunção. Entre os fatores cardíacos, os principais contribuintes são incompetência 

cronotrópica, redução na capacidade de reserva e pressões de enchimento do 

ventrículo esquerdo elevadas. A incompetência cronotrópica, definida como 

incapacidade do coração de aumentar a frequência cardíaca de acordo com a 

demanda metabólica é a causa mais comum encontrada na clínica, além disso a 

hipertrofia miocárdica, proveniente do remodelamento cardíaco atrapalha o aumento 
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do volume diastólico durante a prática de exercício físico, prejudicando assim a 

qualidade de vida do paciente 105. 

Com relação aos fatores extracardíacos a literatura destaca que a obesidade, 

sindrome metabólica e distúrbios pró-inflamatórios sistêmicos desencadeados por 

essas comorbidades podem levar a alterações no diafragma e músculo esquelético, 

que levam a intolerância ao exercício físico. No que se refere as alterações no 

diafragma os mecanismos intracelulares subjascentes responsáveis por essa 

disfunção ainda são pouco compreendidos. No entanto, de acordo com estudos da 

literatura ratos obesos podem apresentar mudanças na proporção de fibras tipo I 

(lenta), levando a um prejuízo na função respiratória que impacta dramaticamente a 

capacidade de exercício 106; 107.  

No que diz respeito a alterações no músculo esquelético, a mudança na 

distribuição das fibras musculares, como redução nas fibras tipo I (lenta) e uma 

relação capilar/fibra atenuada, além de comprometimento na sinalização anabólica, 

podem contribuir para fisiopatologia da intolerância ao exercício físico 105. Apesar de 

existirem estudos que tentam esclarecer a relação entre a intolerância ao exercício 

físico e a síndrome metabólica encontrada em pacientes com ICFEp, a fisiopatologia 

envolvida nessa disfunção ainda é pouco compreendida devido a complexidade dessa 

doença 105. Dessa forma, como o nosso protocolo induz o ganho de peso dos animais, 

acreditamos que a adiposidade contribiui para redução da capacidade de exercício 

físico dos animas. No entanto, para compreensão mais detalhada dos mecanismos 

envolvidos nessa disfunção são necessários experimentos adicionais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11: Teste de tolerância ao esforço físico. * diferença significante versus grupo controle (p≤0,05). 

 



59 

 
 
 

Como já mencionado anteriormente a intolerância ao esforço físico é uma 

característica comum em pacientes com ICFEp, e essa intolerância é devido não 

apenas à redução de reserva cardíaca, mas também a disfunção muscular esquelética 

108. Portanto, além de avaliar os parâmetros fisiológicos e bioquímicos do ventrículo 

esquerdo dos ratos, e com base nos achados encontrados com o teste de tolerância 

ao exercício físico (figura 11) analisamos nesse lote de animais com ICFEp a função 

muscular esquelética (ex vivo) do músculo  EDL (extensor longo dos dedos). Para 

isso, o músculo foi isolado dos animais e acoplado ao sistema de avaliação da 

contratilidade ex vivo em um banho de órgãos, onde foi submetido à estimulação 

elétrica crescente (em Hertz). 

Como podemos observar na figura 12A o nosso protocolo experimental reduziu 

significativamente a força específica do músculo EDL do grupo DH+L-NAME a partir 

da frequência de 80 Hz até 150 Hz, bem como diminuiu a força tetânica máxima (figura 

12B) desse grupo quando comparado com o controle. Dessa forma, o conjunto desses 

dados sugere que o protocolo experimental proposto também induziu disfunção 

muscular esquelética ex vivo, a qual pode estar associada a intolerância ao exercício 

observada no grupo DH+L-NAME na figura 11. 

 

 

Figura 12: Análise funcional do músculo extensor longo dos dedos (EDL). (A) Curva da força 

específica desenvolvida após estímulos crescentes em Hertz do músculo EDL; (B) Força tetânica 

máxima do músculo EDL. Os resultados estão apresentados em média±EPM. * diferença significante 

versus grupo controle (p≤0,05).  

 
6.2 Caracterização bioenergética mitocondrial em corações de ratos com ICFEp 

 

Após as 16 semanas de protocolo experimental os animais foram eutanasiados, 

o coração coletado e o ventrículo esquerdo isolado para realizar as seguintes análises: 
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metabolismo bioenergético mitocondrial, captação de cálcio mitocondrial e expressão 

das proteínas envolvidas na dinâmica mitocondrial. Atualmente sabe-se que o 

remodelamento cardíaco em doenças cardiovasculares é caracterizado pelo aumento 

da massa cardíaca e disfunção metabólica mitocondrial, decorrente, em parte, pelo 

elevado estresse hemodinâmico e neuro-humoral, o que contribui para a fisiopatologia 

da ICFEp 95. 

Estudos da literatura têm apontado a disfunção mitocondrial como um processo 

crítico envolvido na fisiopatologia e progressão da insuficiência cardíaca com fração 

de ejeção reduzida (ICFEr) 32; 109; 110. Um estudo realizado por Phan e colaboradores 

111 usou a espectroscopia de ressonância magnética para avaliar a reserva de energia 

do miocárdio em 37 indivíduos com ICFEp e 20 indivíduos saudáveis. Como resultado 

eles descobriram que indivíduos portadores de ICFEp apresentam reservas de 

energia significativamente reduzidas quando comparados com os indivíduos 

saudáveis 111. Além disso, experimentos em ratos submetidos a uma dieta hipercalórica 

para induzir a síndrome metabólica, hipertrofia cardíaca e disfunção diastólica 

demonstraram que os roedores com disfunção diastólica apresentam redução na 

síntese de ATP em comparação com o grupo controle, demonstrando que disfunções 

mitocondriais parecem estar associadas a fisiopatologia da ICFEp 112. 

A partir da caracterização fenotípica do nosso modelo animal, o nosso próximo 

passo foi avaliar a função mitocondrial cardíaca. Para melhor quantificar os 

parâmetros funcionais dessa organela, optamos por fazer as análises em mitocôndrias 

cardíacas isoladas do ventrículo esquerdo. Vale destacar que todos os ensaios foram 

realizados na presença de piruvato, malato, succinato e glutamato, substratos que 

participam das funções respiratórias fisiológicas no tecido cardíaco. 

Inicialmente, avaliamos o consumo de oxigênio (O2) mitocondrial nas seguintes 

condições: basal (Estado 2), estimulação da respiração com ADP (Estado 3), inibição 

da respiração com oligomicina (Estado 4, que age diretamente na ATP sintase 

bloqueando o movimento de prótons através desse complexo), e estimulação da 

respiração máxima com fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona (FCCP, Estado 

desacoplado). Por fim, inferimos a eficiência da respiração mitocondrial através do 

cálculo do controle respiratório, que compreende a razão do Estado 3 pelo Estado 4. 

Como podemos observar na figura 13A, nenhuma diferença foi observada entre 

os grupos controle e DH+L-NAME quando avaliamos respiração mitocondrial basal, 

respiração máxima no Estado 4 (figura 13C), Estado desacoplado (figura 13D) e 
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controle respiratório mitocondrial (figura 13E). No entanto, a figura 13B mostra que o 

consumo máximo de oxigênio mitocondrial no Estado 3 (presença de ADP) estava 

atenuado no grupo DH+L-NAME quando comparado com o grupo controle. Esse dado 

demonstra uma redução da eficiência mitocondrial dos animais DH+L-NAME na 

produção de ATP perante demanda energética aumentada. Esse achado no nosso 

trabalho corrobora com os achados na literatura descrito em vários modelos animais 

de ICFEp, que relatam que a alteração metabólica primária do coração de portadores 

dessa síndrome é uma diminuição do metabolismo oxidativo 113. Até o momento não 

está bem estabelecido na literatura os mecanismos envolvidos nessa disfunção. 

Sabe-se que existe um comprometimento de genes envolvidos no metabolismo 

mitocondrial no coração de roedores com ICFEp 114. 

 

 

Figura 13: Respiração mitocondrial. (A) Estado 2 – Respiração Basal; (B) Respiração máxima no 

Estado 3 na presença de ADP; (C) Respiração máxima no Estado 4 na presença de oligomicina; (D) 

Estado desacoplado na presença de FCCP e; (E) Controle respiratório mitocondrial (Estado 3/Estado 

4). * diferença significante versus grupo controle (p≤0,05). 

 

Outro elemento crítico associado ao desenvolvimento da ICFEp é o aumento 

do estresse oxidativo mitocondrial. As espécies reativas de oxigênio (EROs) são 

produzidas de forma predominante nas mitocôndrias e são consideradas marcadores 

de estresse mitocondrial 115. O aumento da produção de  EROs tem sido descrito em 

amostras de miocárdio humano116; 117 e modelos animais 118; 119, por isso tem sido 

sugerido como um fator envolvido na patogênese dessa síndrome. 
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Para complementar as análises de função das mitocôndrias cardíacas isoladas, 

avaliamos a quantidade de peróxido de hidrogênio (H2O2) liberada pela mitocôndria 

isolada perante diferentes condições bioenergéticas. Para isso, utilizamos ensaio 

fluorimétrico para quantificar a liberação de H2O2 nos Estados 2, 3, 4 e desacoplado 

em mitocondriais cardíacas. Nossos resultados demonstraram não haver diferença 

significativa na liberação absoluta de H2O2 entre os grupos estudados nos estados 

respiratórios mitocondriais 2 (figura 14A), 3 (figura 14B), 4 (figura 14C) e com FCCP 

(figura 14D). 

 

Figura 14: Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) durante a respiração mitocondrial. (A) 

Produção de H2O2 no Estado 2 (basal); (B) no Estado 3 na presença de ADP; (C) no Estado 4 na 

presença de oligomicina e; (D) no Estado desacoplado na presença de FCCP. 

 

A literatura reporta que a formação e o acúmulo de aldeídos decorrentes de  

estresse oxidativo são extremamente cardiotóxicos e contribuem para a progressão 

de doenças cardiovasculares. Dentre os aldeídos acumulados no coração, o 4-

Hidroxinonenal (4-HNE), originado através da oxidação de fosfolipídeos presentes na 

membrana interna da mitocôndria, apresenta um grande poder nocivo devido a sua 

capacidade de reagir aminoácidos nucleofílicos e/ou outras macromoléculas e formar 
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adutos que resultam na disfunção celular 120. Desse modo, para complementar as 

análises de estresse oxidativo, decidimos avaliar a formação dos adutos de 4-HNE na 

fração mitocondrial do ventrículo esquerdo. Como resultado notamos na figura 15B 

que não houve diferenças estatísticas entre os grupos experimentais. 

 

Figura 15: Formação de adutos de 4-HNE. (A) Figura representativa alternando as amostras do grupo 

controle (C) e DH+L-NAME (DH); (B) Expressão de adutos de 4-HNE na fração mitocondrial do 

ventrículo esquerdo. Normalização pelo ponceau. 

 

Com o intuito de avaliar possíveis alterações metabólicas associadas ao 

equilíbrio redox cardíaco, quantificamos a expressão proteica e atividade da enzima 

responsável por remover aldeídos reativos, a aldeído desidrogenase 2 (ALDH2). A 

ALDH2 é responsável tanto pelo metabolismo do acetaldeído um intermediário tóxico, 

proveniente da metabolização do etanol pela álcool desidrogenase (ADH), quanto pelo 

metabolismo de aldeídos alifáticos de cadeia curta e longa, sendo responsável pela 

conversão do 4-HNE a aldeídos menos tóxicos (4-hidroxi-2-nonenoico e 4HNA). Essa 

enzima é expressa principalmente no fígado, coração e cérebro. Alterações na 

expressão proteica e atividade dessa enzima resultam em uma ampla gama de 

implicações funcionais em doenças cardiovasculares 29; 121; 122. Como pode-se 

observar na figura 16A e 16B, nosso protocolo experimental não promoveu alterações 

na expressão proteíca dessa enzima, bem como não levou à alterações na atividade 

basal (figura 16C), em ambos os grupos analisados. 
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Figura 16: Expressão proteica e atividade da enzima ALDH2. (A) Figura representativa alternando 

as amostras do grupo controle (C) e DH+L-NAME (DH) da expressão proteica da enzima ALDH2; (B) 

Expressão de ALDH2 na fração mitocondrial do ventrículo esquerdo, dado normalizado por VDAC e 

resultado representado pela porcentagem do controle; (C) e Atividade basal da ALDH2. 

 

As mitocôndrias são organelas que desempenham um papel fundamental 

suprindo as necessidades metabólicas dos diversos órgãos e tecidos, principalmente 

do coração, tendo em vista que cerca de 30% do volume do cardiomiócitos é composto 

por essas organelas. Além de fornecer energia, as mitocôndrias regulam a 

homeostase cardíaca controlando a captação e liberação do íon cálcio (Ca2+), 

essencial na produção de ATP e acoplamento excitação/contração. Quando o controle 

do transiente de cálcio está desequilibrado, a contratilidade dos cardiomiócitos é 

prejudicada, levando a disfunção cardíaca 28; 123; 124. Desse modo, preservar a 

homeostase dessa organela é essencial para o bom funcionamento cardíaco. 

Para avaliar as propriedades de transporte de cálcio mitocondrial do ventrículo 

esquerdo dos animais controle e do grupo DH+L-NAME, isolamos a fração 

mitocondrial dessa câmara e as mitocôndrias foram incubadas com adições seriadas 

de cálcio na presença de Calcium green, que apresenta fluorescência quando ligada 

ao cálcio, mas é impermeável a membrana, permitindo detectar mudanças nas 

concentrações de cálcio extra mitocondrial. Com isso, conseguimos calcular a cinética 
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de captação de cálcio mitocondrial. A figura 13A mostra um traçado representativo de 

captação de cálcio pelas mitocôndrias cardíacas de ratos controle (traçado preto) e 

ratos DH+L-NAME (traçado vermelho). Esse ensaio é baseado em adições 

subsequentes (setas na figura 13A) de concentrações exponenciais de cálcio 

(iniciando pela concentração de 10μM), em que se observa uma diminuição gradativa 

da concentração de cálcio extra mitocondrial, indicando a captação do íon pelas 

mitocôndrias (figura 17A). 

Com o intuito de avaliar o tamponamento de cálcio pelas mitocôndrias 

cardíacas em duas condições distintas, utilizamos tampões com diferentes substratos 

que atuam no complexo I (piruvato e malato - PM) e complexo II (succinato + rotenona 

que inibe o complexo I - Srot). A figura 17B demonstra que houve uma diminuição da 

capacidade de retenção de cálcio do grupo DH+L-NAME quando os substratos 

piruvato e malato estão presentes, em comparação com o controle. No entanto, essa 

diferença não foi observada entre os grupos na presença de succinato e rotenona 

(figura 17C). Ao analisar a taxa de captação de cálcio não detectamos diferenças 

significativas entre os grupos quando expostos aos substratos piruvato e malato 

(figura 17D). Entretanto, observamos uma redução significativa da captação desse íon 

sob adição de succinato e rotenona (figura 17E). Em conjunto, esses dados sugerem 

que os efeitos desse protocolo na retenção e captação de cálcio mitocondrial parecem 

ser distintos de acordo com o complexo da cadeia transportadora de elétrons 

modulado. Especula-se que a redução na captação e retenção de cálcio mitocondrial 

possa ter efeito protetor cardíaco em condições estressoras, uma vez que reduz 

diretamente a formação de poros de permeabilidade mitocondrial e, consequentemente, 

inibe a indução de apoptose desencadeada pela liberação mitocondrial de citocromo c. 

Estudos utilizando modelo de ICFEp metabolicamente induzido 125; 126, tem 

demonstrado que o ventrículo de ratos apresenta concentração de cálcio citosólica 

aumentada quando comparado com o grupo controle. Sugerindo que a sobrecarga desse 

íon possa exercer um papel na patogênese dessa síndrome. 
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Figura 17: Capacidade de retenção e captação de cálcio mitocondrial. (A) Traçado representativo 

da captação de cálcio; (B) Quantificação da capacidade de retenção de cálcio na presença de piruvato 

e malato (PM); (C) Quantificação da capacidade de retenção de cálcio na presença de succinato e 

rotenona (Srot); (D) Quantificação das taxas de captação de cálcio na presença de piruvato e malato 

(PM) e; (E) succinato e rotenona (Srot); Ctrl – grupo controle e DH – grupo DH+L-NAME. * diferença 

significante versus grupo controle (p≤0,01). 

 

Sob condições fisiológicas, as mesmas quantidades de cálcio que entram na 

matriz mitocondrial, devem ser retiradas 127. Mediante as alterações encontradas no 

transiente de cálcio mitocondrial, decidimos avaliar o perfil de expressão das proteínas 

envolvidas no processo de captação (MCU – mitochondrial calcium uniporter e MICU-

1 – mitochondrial calcium uptake-1) e extrusão (NCLX – sodium/calcium/litium 

exchanger) de cálcio. Como podemos observar nas figuras 18C, 18D e 18E, não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos. No entanto na figura 18B, 

notamos que o grupo DH+L-NAME apresentou uma leve, porém significante, 

diminuição na expressão proteica de MCU quando comparado com o grupo controle. 

Esses dados sugerem que a diminuição na capacidade de captação de cálcio 

mitocondrial esta associada à redução dos níveis proteicos de MCU, responsável pela 

captação desse íon pela mitocôndria. Entretanto, provas causais são necessárias para 

o estabelecimento de conclusões mais sólidas. Camundongos nocautes para MCU 
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não apresentam fenótipo cardíaco em condições basais ou perante estresse 

patológico 128. Entretanto, a hiperexpressāo de MCU protege o coração contra 

situações estressoras patológicas 129. 

 

Figura 18: Expressão de proteínas envolvidas no transiente de cálcio mitocondrial. (A) Figura 

representativa; (B) Expressão proteica da mitochondrial calcium uniporter (MCU); (C) 

sodium/calcium/litium exchanger (NCLX); (D) mitochondrial calcium uptake-1 (MICU-1) e; (E) Razão 

entre as proteínas MICU-1 e MCU. Normalização por ponceu para proteína MCU e VDAC para as 

proteínas NCLX e MICU-1. Os resultados estão apresentados em porcentagem do controle. 

 
6.3 Caracterização do perfil de expressão das proteínas envolvidas na dinâmica 

mitocondrial no coração de ratos ICFEp) 

 

O acúmulo de mitocôndrias fragmentadas (menores) no coração é uma 

característica comum em pacientes com ICFEp ou ICFEr  17; 32; 110. Recentemente o 

nosso grupo de pesquisa demonstrou que um desbalanço na dinâmica mitocondrial 

induzido por uma interação intermolecular entre uma proteína que participa da 

dinâmica mitocondrial (mitofusina 1 – Mfn1) e uma quinase envolvida na transdução 

de sinais (PKCβII), favorece o acúmulo de mitocôndrias fragmentadas (menores) que 

estão disfuncionais em um modelo ICFEr induzido por infarto agudo do miocárdio em 

ratos 32
. Um estudo recente publicado por Chaanine e colaboradores utilizando 

biópsias de ventrículo esquerdo demonstrou que pacientes com ICFEp apresentam 

um acúmulo de mitocôndrias fragmentadas em comparação com indivíduos 

saudáveis, sugerindo assim o remodelamento mitocondrial patológico como um 

potencial mecanismo envolvido na fisiopatologia da ICFEp 17. 
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Uma vez que um dos objetivos do projeto inclui a caracterização da dinâmica 

mitocondrial no nosso modelo experimental, decidimos avaliar o perfil de expressão 

das proteínas envolvidas nos processos de fusão e fissão mitocondrial na tentativa de 

melhor compreender os mecanismos celulares envolvidos na fisiopatologia da ICFEp. 

A figura 14 apresenta os dados da expressão proteica referentes às proteínas 

envolvidas na fusão mitocondrial (Mfn1, Mfn2 e Opa1) e de uma proteína envolvida 

na fissão mitocondrial (Fis1) provenientes da fração mitocondrial do ventrículo 

esquerdo. Vale destacar que não foi possível realizar a quantificação da expressão 

das proteínas MiD49 e MiD51 devido a um atraso na importação dos anticorpos. 

Como podemos observar na figura 14, não foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos na expressão das proteínas Mfn1 (figura 19B), Mfn2 (figura 19C), 

Opa1 (figura 19D), Drp1 (figura 19E), Mff (figura 19F) e Fis1 (figura 19G). Em conjunto 

esses dados sugerem que o nosso protocolo experimental não promoveu alterações 

na expressão de proteínas envolvidas na dinâmica mitocondrial. 

 

 

Figura 19: Expressão de proteínas da dinâmica mitocondrial. (A) Figura representativa; (B) 

Expressão proteica de proteínas da fusão mitocondrial: Mitofusina 1 (Mfn1); (C) Mitofusina 2 (Mfn2); (D) 

Proteína de atrofia óptica (OPA1) e de proteínas da fissão mitocondrial: (E) Proteína 1 relacionada a 

dinâmica (Drp1); (F) Fator de fissão mitocondrial (Mff) e (G) Proteína de fissão mitocondrial (Fis1). 

Normalização por VDAC das proteínas Mfn1, Mfn2, Opa1 e Fis 1; por enolase para Drp1 e por Tom20 

para Mff.  Resultados apresentados em porcentagem do controle. 
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A insuficiência cardíaca em humanos está associada a um aumento 

significativo nos níveis e atividade da proteína quinase C βII (PKCβII). Cerca de 2% 

do genoma humano codifica proteínas quinases, de modo geral, elas são enzimas que 

alteram outras proteínas quimicamente adicionando um grupo γ-fosfato terminal de 

trifosfato de adenosina (ATP) aos resíduos de serina, treonina ou tirosina. Esse 

processo também chamado de fosforilação e resulta em uma alteração funcional do 

substrato (proteína alvo) que regula as vias de sinalização através da amplificação de 

sinais, localização celular, ou por interações com proteínas reguladoras, mediadas por 

hormônios, neurotransmissores e estresse mecânico 110; 130. 

Um trabalho publicado por Bowling et al utilizando corações transplantados de 

pacientes evidenciou que a insuficiência cardíaca em humanos está associada a um 

aumento significativo dos níveis e atividade de PKCβI e PKCβII 131. Inagaki e 

colaboradores 132 observaram uma elevada expressão dessas isoenzimas (159 e 

155%, respectivamente) no coração ratos hipertensos. No entanto, nosso grupo 

demonstrou que apenas ativação da isoenzima PKCβII contribui para o 

desenvolvimento da insuficiência cardíaca com fração de ejeção reduzida 11; 32. 

Recentemente, relatamos o benefício de um inibidor de fosforilação de 

substrato de PKCβII, denominado SAMβA. Em suma, na ICFEr, a PKCβII transloca-

se para a mitocôndria, fosforila e, assim, inibi Mfn1, uma GTPase que medeia a fusão 

mitocondrial, levando a um acúmulo de mitocôndrias fragmentadas favorecendo a 

degeneração cardíaca 32. Como já mencionado, Chaanine 17 e colaboradores 

observaram acúmulo de mitocôndrias fragmentadas em biópsias de ventrículo 

esquerdo de pacientes com ICFEp quando comparados com o grupo controle. Desse 

modo, um dos objetivos desse projeto foi avaliar os níveis dessa quinase no lisado 

total e na fração mitocondrial do ventrículo esquerdo dos animais dos grupos 

estudados, bem como correlacionar esses níveis com a translocação dessa proteína 

do lisado total para a mitocôndria. Como se pode observar na figura 20B e 20C, a 

expressão da proteína PKCβII não apresentou diferença entre os grupos. Além disso, 

ao analisar a translocação da PKCβII, definida pela razão entre PKCβII mitocondrial e 

PKCβII do lisado total (figura 20D), observamos que os grupos não são 

estatisticamente diferentes. Desse modo, o conjunto desses dados sugere que não 

há alteração nos níveis mitocondriais de PKCβII e Mfn1 no modelo experimental 

estudado. 
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Figura 20: Expressão da proteína quinase C βII no lisado total e na mitocôndria. (A) Figura 

representativa alternando as amostras do lisado total e mitocôndria; (B) Expressão da PKCβII no lisado 

total; (C) Expressão da PKCβII na fração mitocondrial; (D) Translocação da PKCβII definida pela razão 

entre PKCβII mitocondrial e do lisado total (LT); T – Lisado total e M – mitocôndria; C – grupo controle 

e DH – grupo DH+L-NAME. Normalização do lisado total por enolase e da fração mitocondrial por 

VDAC. Os resultados estão apresentados em porcentagem do controle. * diferença significante versus 

grupo controle (p≤0,05). 

 

Apesar de não constatarmos alterações nas principais proteínas que regulam 

os processos de fusão e fissão mitocondrial, resolvemos investigar a morfologia das 

mitocondrias do ventrículo esquerdo através da microscopia eletrônica de 

transmissão. Essa analise teve o objetivo de averiguar a presença de fragmentação 

mitocondrial e possíveis mudanças na estrutura dessa organela. Como podemos 

observar na figura  21, não houve diferenças estatísticas tanto no número de 

mitocondrias (figura  21B), quanto na área mitocondrial (figura 21C). Nossos 

resultados demonstram que diferentemente do que acontece no modelo de ICFEr 

padronizado pelo o nosso grupo 32, e do fenótipo encontrado em biópsias de ventrículo 

esquerdo de portadores de ICFEp 17, o nosso modelo não apresentou alterações na 

dinâmica mitocondrial e na morfologia dessa organela, ficando evidente que os 

resultados obtidos não suportam a hipótese de que o prejuízo na dinâmica 

mitocondrial cardíaca contribui para o estabelecimento e progressão da ICFEp no 

modelo estudado por nós. Como a molécula SAMβA foi desenvolvida para reverter a 

fragmentação mitocondrial excessiva, através da inibição competitiva da interação 

entre Mfn1 e PKCβII,  e no nosso modelo não observamos esse fenótipo,  dispensamos 
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assim o uso dessa molécula como intervenção terapêutica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Morfologia mitocondrial. (A) Imagens representativas (aumento 5μm); (B) número de 

mitocôndrias e (C) área mitocondrial (μm2). M – mitocôndria e S – sarcômero. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Devido a crescente incidência de casos de ICFEp no mundo, a busca pela 

compreensão detalhada da fisiopatologia e dos mecanismos moleculares envolvidos 

tanto no desenvolvimento, quanto na progressão dessa síndrome tem se tornado 

crescente ao longo os anos. Certamente essas pesquisas contribuirão para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficazes no tratamento da ICFEp, 

e contribuir para a redução das elevadas taxas de mortalidade e gastos com saúde 

pública. 

Inicialmente partimos da hipótese de que o modelo proposto de ICFEp, iria 

recapitular as principais características fenotípicas e celulares de portadores dessa 

síndrome. Com base nos experimentos realizados observamos que o protocolo de 

indução proposto foi eficiente em induzir a obesidade, alterações cardiovasculares e 

metabólicas nos animais, que são características presentes na clínica em pacientes. 

No entanto, ao analisarmos o perfil celular, notamos que as características de 

disfunção da dinâmica mitocondrial associadas ao desbalanço nos processos de 

fissão e fusão encontrados em um trabalho da literatura não estavam presentes em 

nosso modelo. 

Independente disso, os resultados obtidos nesse dissertação de mestrado 

abrem novas perspectivas acerca da melhor compreensão do papel da mitocôndria 

no controle do transiente de cálcio na ICFEp, bem como os mecanismos envolvidos 

na disfunção muscular esquelética observada no modelo experimental estudado. 
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