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RESUMO 
 

Introdução - A estenose aórtica supravalvar (EAo) experimental é utilizada para 

induzir a remodelação cardíaca (RC) patológica; esse modelo provoca, inicialmente 

disfunção diastólica e, posteriormente, distúrbio sistólico e insuficiência cardíaca (IC). 

Diferentes fatores podem contribuir para essa alteração funcional como, déficit de 

oxigênio (O2). O principal regulador da homeostase do O2 é o fator induzível por 

hipóxia-1α (HIF-1α) que na condição normóxia é sintetizado e degradado. No coração 

hipertrofiado, isquêmico, o HIF-1α torna-se estável e regula a transcrição de vários 

genes que aumentam a disponibilidade de O2. Além disso, aumenta a expressão das 

proteínas da via da glicose, com a finalidade de aumentar a oferta de energia. Embora, 

existam trabalhos que mostraram alteração do HIF-1 α, metabolismo de glicose e 

função cardíaca, não encontramos na literatura pesquisas que analisaram o 

comportamento e a associação do HIF-1α com o metabolismo glicídico, estrutura e 

função ventricular durante a evolução da remodelação por EAo. Objetivos gerais – 

Analisar durante o processo de evolução da RC o comportamento do HIF-1α, 

metabolismo da glicose, estrutura e função ventricular e a associação entre o HIF-1α 

e estas variáveis.  Material e métodos – Foram utilizados dois grupos de ratos Wistar: 

controle operado (Sham, n=48) e EAo (n=48): os animais foram submetidos a cirurgia 

e no grupo EAo foi implantado um clipe de 0,60 mm de diâmetro na raiz da aorta. Os 

ratos foram avaliados nos momentos de 2, 6, 18 semanas após cirurgia e na fase de 

IC grave. Os subgrupos Sham2, 6, 18, IC, e EAo2, 6, 18, IC foram constituídos por 12 

animais. A estrutura e função cardíaca foram analisadas por ecocardiograma. A 

hipertrofia cardíaca foi também avaliada, post mortem. No miocárdico foram 

analisadas a expressão do HIF-1α, das proteínas da glicólise [hexoquinaseII (HKII), 

fosfofrutoquinase-2 (PFK-2)], via aeróbica [piruvato desidrogenase (PDH)], via 

anaeróbica [lactato desidrogenase (LDH)], da captação de glicose [transportador de 

glicose 1 e 4 (GLUT1 e GLUT4), do receptor de insulina (IR), do fosfatoinositol-3-

quinase (PI3K) e quinase ativada pela adenosina monofosfato (AMPK)] pela técnica 

de Western Blot. As atividades das HK, PK, LDH, citrato sintase (CS) e a concentração 

de lactato foram analisadas por ensaio enzimático.  Análise estatística foi realizada 

pela técnica de variância (ANOVA) para o esquema fatorial 2x4, complementada com 

teste de comparações múltiplas de Tukey (paramétrico) e Dunn (não paramétrico). A 



 

 

 

 

associação entre o HIF-1α e os conjuntos de variáveis foi estudada por meio da 

correlação canônica. Todas as conclusões estatísticas foram discutidas ao nível de 

5% de significância. Resultados: Os principais achados significativos deste estudo 

foram: a) acentuação da hipertrofia ventricular esquerda durante a evolução da RC, 

alteração precoce na função diastólica e severa disfunção sistólica e diastólica na fase 

de IC grave; b) aumento do HIF-1α no início da RC e agravamento na fase de IC ; c) 

alteração precoce no metabolismo da glicose, com acentuação da via glicolítica e 

desvio para a via anaeróbica a partir da 6ª semana de EAo; d) associação significativa 

entre o HIF-1α e alteração estrutural, função diastólica e metabolismo da glicose. 

Conclusões: a) há aumento do HIF-1α e reprogramação do metabolismo da glicose, 

hipertrofia e disfunção diastólica a partir da 2ª semana de EAo; b) durante a evolução 

da RC ocorre elevação do HIF-1α, das proteínas da captação de glicose e via 

glicolítica com desvio para via anaeróbia; c) há associação canônica entre o conjunto 

do HIF-1α com o agrupamento das variáveis relacionadas com a via da glicose, 

estrutura e função diastólica cardíaca. 

 

Palavras chaves: remodelação cardíaca, HIF-1α, metabolismo da glicose, estenose 

aórtica supravalvar e ratos. 

  



 

 

 

 

ABSTRACT  
 

Introduction - The experimental supravalvar aortic stenosis (AS) is used to induce 

pathological cardiac remodeling (CR); this model causes, initially, diastolic dysfunction 

and, later, systolic disorder and heart failure (HF). Different factors may contribute to 

these cardiac functional alterations, such as oxygen (O2) deficiency. The main 

regulator of O2 is hypoxia-inducible transcription factor (HIF-1α) that in normoxia 

condition is synthesized and degraded. In the hypertrophied, ischemic heart, HIF-1α 

becomes stable and regulates the transcription of several genes that increase O2 

availability. In addition, it increases the expression of the glucose pathway proteins, in 

order to increase energy supply. Although there are studies that have shown 

alterations in HIF-1α, glucose metabolism and cardiac function, we have not found in 

the literature studies that investigated the behavior and association of HIF-1α with 

glucose metabolism, ventricular structure and function during the evolution of CR by 

AS.Objective - To analyze, during the course of CR evolution, the behavior of HIF-1α, 

glucose metabolism, ventricular structure and function, and the association between 

HIF-1α and these variables. Material and methods - Two groups of rats were studied: 

operated control (Sham, n=48) and supravalvar aortic stenosis (AS, n=48): the animals 

underwent surgery and in the AS group a clip of 0.60 mm diameter was placed at the 

aorta’s root. The rats were evaluated at 2, 6, 18 weeks after surgery and at the severe 

HF phase. The subgroups Sham2, 6, 18, HF and AS2, 6, 18, HF were composed of 12 

animals/group. Cardiac structure and function were analyzed by echocardiogram. 

Cardiac hypertrophy was also evaluated, post mortem. The expression of myocardial: 

HIF-1α; glycolytic proteins [hexokinase II (HKII), phosphofructokinase-2 (PFK-2), 

pyruvate dehydrogenase (PDH) and lactate dehydrogenase (LDH)]; glucose uptake 

proteins [intracellular glucose transporters (GLUT1 and GLUT4)]; insulin receptor (IR); 

phosphateinositol-3-kinase (PI3K) and adenosine monophosphate-activated protein 

kinase (AMPK) were analyzed by Western Blot. The activities of HKII, pyruvate kinase 

(PK), LDH and citrate synthase (CS) were also analyzed by enzymatic assays, and 

lactate concentration was also measured. Statistical analysis was performed by 

analysis of variance (ANOVA) technique for the 2x4 factorial scheme, complemented 

with Tukey's (parametric) or Dunn’s (non-parametric) multiple comparisons test. The 

association between HIF-1α and the sets of variables was analyzed through canonical 

 



 

 

 

 

correlation. All statistical conclusions were discussed at the 5% significance level. 

Results - The main significant findings of this study were: a) accentuation of left 

ventricular hypertrophy during the course of CR, early alteration in diastolic function 

and severe systolic and diastolic dysfunction in the phase of severe heart failure; b) 

increased HIF-1α at the onset of CR and worsening in severe HF phase; c) early 

changes in glucose metabolism, with enhancement of the glycolytic pathway and 

switch to the anaerobic pathway from the 6th week of AS; d) significant association 

between HIF-1α and cardiac structural alteration, diastolic function and glucose 

metabolism. Conclusions - a) there is an increase in HIF-1α, reprogramming of 

glucose metabolism, hypertrophy and diastolic dysfunction from the 2nd week of AS; b) 

during the evolution of CR, there is an elevation in HIF-1α, in glucose uptake and 

glycolytic pathway proteins with switch to the anaerobic pathway; c) there is an 

association between HIF-1α and the grouping of variables related to the glucose 

pathway, cardiac structure and diastolic function. 

 

 

Keywords: cardiac remodeling, HIF-1α, glucose metabolism, supravalvar aortic 

stenosis and rats. 
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1- INTRODUÇÃO 

O estresse cardiovascular, fisiológico ou patológico, provoca uma cascata de 

eventos no miocárdio, definida como remodelação cardíaca (RC), de fundamental 

importância na preservação da função do coração. A RC é consequente de alterações 

na expressão gênica, em resposta a uma determinada agressão, resultando em 

modificação na quantidade e qualidade das proteínas, que pode manifestar-se por 

variações elétrica, metabólica, estrutural e funcional(1). É um processo tempo 

dependente e, a longo prazo, pode resultar em disfunção, insuficiência cardíaca ou 

até morte súbita, na RC patológica(2). 

Diversos modelos experimentais têm sido propostos para investigar a RC 

induzida por sobrecarga pressórica(3–7). Em nosso laboratório, o modelo de estenose 

aórtica supravalvar tem sido usado para promover o desenvolvimento progressivo da 

hipertrofia ventricular esquerda em ratos(6,8–11). Nesse modelo, os corações 

hipertrofiados apresentam, na fase inicial, disfunção diastólica e melhoria da função 

sistólica e, posteriormente, queda do desempenho sistólico e insuficiência 

cardíaca(6,9). Os mecanismos responsáveis pela depressão da função ventricular não 

estão totalmente esclarecidos; diferentes fatores podem contribuir para a disfunção: 

alteração no processo de acoplamento excitação-contração-relaxamento, nas 

proteínas contrateis, na matriz extracelular, no citoesqueleto, na modulação 

autonômica, necrose/apoptose/fagocitose miocárdica e déficit do metabolismo 

energético(3,6,8–14). 

No coração adulto cerca de 60-70% da energia utilizada no processo de 

contração e relaxamento é normalmente obtida a partir dos ácidos graxos, sendo a 

contribuição da glicose em torno de 30-40%(15–19). Na remodelação cardíaca ocorre 



16 

 

 

 

maior dependência da utilização glicose em detrimento dos ácidos graxos(20); a 

mudança mais significante no metabolismo da glicose é a elevação da taxa de 

captação e da via glicolítica(21). Os mecanismos envolvidos no desbalanço dos 

substratos no coração hipertrofiado não estão suficientemente esclarecidos(22). A 

explicação clássica para esse desequilíbrio envolve o nível energético; a glicose é 

fonte mais eficiente de energia do que os ácidos graxos, isto é, gera mais adenosina 

trifosfato (ATP) por moléculas de oxigênio (3,17 ATPs/O2) do que a oxidação dos 

ácidos graxos (2,83 ATPs/O2)(15,16,23–25). Essa condição é particularmente 

importante, quando a demanda supera a oferta de O2, por exemplo, na situação de 

hipertrofia cardíaca(22). 

O organismo procura manter a homeostase do oxigênio tecidual, processo 

finamente regulado, essencial para o metabolismo energético e importante fonte de 

energia para a manutenção da sobrevivência da célula(26–28). Existem diversas 

respostas celulares à hipóxia, que ocorrem de forma coordenada, e que se baseia 

principalmente na expressão gênica(29–34), que aumentam a disponibilidade de 

oxigênio(30) (Figura 1). 
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Figura 1| Diagrama representando diferentes fatores transcricionais que respondem à hipóxia. 
HIF-1α, fator induzível por hipóxia; CREB, proteínas de ligação de elementos de resposta do AMP 
cíclico; ATF, ativação de fatores de transcrição; NF-IL-6, fator nuclear para interleucina 6; NFkB, fator 
nuclear kappa-B; p53, fator de transcrição tetramica envolvido em  impedir o ciclo celular e apoptose; 
GATA, fator de transcrição eritróide; MASH-2, mamíferos achaete-scute homologo proteína-2; 
GADD153, para o crescimento e danifica o DNA-153;  DEC1-2, diferencialmente expressos em 
condrócitos; RTEF-1, relacionados a  transcrição do potencial do fator-1; AP-1 cFos/Jun, a ativação da 
proteína-1, que compreende os membros cFos e Jun; GATA-2, proteína celular de ligação  especifico 
do DNA; ETS1, fator de transcrição de induzido por hipóxia; SP-1/SP3, fatores de transcrição ubíquos 
da família dos fatores de transcrição Sp/ XKLF; EGR-1, crescimento inicial de resposta-1. STAT, 
transdutores de sinais e ativadores de transcrição. Modificado de Cummins, EP; Taylor, CT. Eur J Phys. 
2005:450:363–371(30). 

O principal regulador da homeostase do oxigênio em resposta à hipóxia é o 

fator induzível por hipóxia (HIF, do inglês, hypoxia-inducible factor)(28,29,34–38). Esse 

fator transcricional é uma proteína heterodímera, composta de subunidades α e β; a 

β, expressa constitucionalmente no núcleo é também conhecida como translocador 

nuclear receptor de aril hidrocarboneto (ARNT, do inglês, aryl hydrocarbon receptor 

nucelar translocator)(39,40). Ambas pertencem a família de proteínas hélice-alça-hélice 

básica, com domínio PAS (bHLH-PAS, do inglês, basic helix-loop-helix-Per-ARNT-

Sim). Existem pelo menos três subunidades do HIFα, nomeadas de HIF-1α, HIF-2α, 

HIF-3α(41–49); a combinação de qualquer uma destas três subunidades α com o HIF-
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1β, forma o fator transcricional funcional. Enquanto os HIFα são regulados diretamente 

por oxigênio, os β não sofrem influência deste elemento químico. Na situação de 

normóxia tecidual, são detectadas pequenas quantidades das proteínas HIF-1α e HIF-

2α; na condição de hipóxia, há aumento significante da expressão destas duas 

proteínas(35,39,40,42,50–56). 

Em condições de normóxia o HIF-1α é sintetizado e degradado constantemente 

através do sistema de proteassoma 26S. O processo de degradação é iniciado 

rapidamente pela presença de O2 que ativa a enzima prolil-hidroxilase (PHD, do inglês 

Prolyl Hydroxylation Domin), que hidroxila o HIF-1α nos resíduos específicos de 

prolina, no domínio de degradação regulada por oxigênio (ODD, do inglês, Oxygen-

regulated degradation)(57). A hidroxilação destes resíduos promove a interação de alta 

afinidade entre HIF-1α e a proteína do gene supressor de tumor, von Hippel-Lindau 

(vHL). A proteína vHL funciona como um substrato de reconhecimento para um 

complexo ubiquitina ligase E3, que adiciona a ubiquitina ao HIF-1α, marcando-o para 

a degradação no proteossoma 26S(49,58–61). Ao mesmo tempo, a atividade de 

transcrição é inibida pela ação de fator de inibição do HIF-1 (FIH, do inglês Factor 

Inhibiting HIF-1), que hidroxila um resíduo de arginina específico, impedindo a junção 

dos elementos responsivos a hipóxia (HRE, do inglês, Hypoxia response element) e 

bloqueando a ligação das proteínas co-ativadoras CBP/p300 (do inglês, Co-activators 

Binding Protein/p300), processo que resulta na inibição da transcrição do gene 

mediado pelo HIF-1α(23,33,45). Em condições de hipóxia, o HIF-1α se estabiliza, une-se 

aos co-ativadores CBP/p300, movimenta-se para o núcleo, ligando-se ao HIF-1β e, 

juntos, iniciam o processo de transcrição(29,32,33,62)(Figura 2).  
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Figura 2| Esquema da sinalização molecular do fator induzível por hipóxia (HIF-1α). O2, oxigênio; 
PHD, hidroxilação prolil; OH, hidroxila; CBP/p300, proteínas co-ativadoras; vHL, von Hippel-Lindau; Ub, 
ubiquitina; FIH, fator de inibição de HIF-1. Em nomóxia, a degradação da HIF-1α é regulada por 
modificações pós-traducionais, como a hidroxilação e ubiquitinação para marcar a proteína para via 
proteossomal. Em hipóxia, a subunidade HIF-1α não é hidroxilada, permitindo que a proteína entre no 
núcleo, onde se liga à subunidade HIF-1β, formando fator transcricional ativo, ao se ligar ao DNA inicia 
a transcrição dos genes. Modificado de Trayhurn P. et al. Brit J Nutri.2008,100:(2):227-235(63).  

Em situação de hipóxia são ativados mais de 100 genes regulados 

transcricionalmente pelo HIF-1α(64); estes genes, que facilitam a sobrevivência da 

célula frente ao déficit de O2, estão envolvidos nos processos de angiogênese, 

eritropoiese, apoptose, tônus vascular, citoesqueleto, homeostasia epitelial, células 

proliferativas, sobrevivência das células e metabolismo do ferro, matriz extracelular, 

aminoácidos e glicose(23,24,65–67)(Figura 3). 
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Figura 3| Genes ativados pelo HIF-1α. Metabolismo da glicose: HK1, hexoquinase1; HK2, 
hexoquinase2; PFK1, fosfofrutoquinase1; ALD, aldolase; TPI, triose-fosfato-isomerase; GAPDH, 
gliceraldeído-3-fostato-desidrogenase; PGK1, fosfoglicerato-quinase1; ENO1, enolase1; PK, piruvato-
quinase; LDHA, lactato desidrogenase A; GLUT1, transportador de glicose1; GLUT3, transportador de 
glicose3; AMF, fator de mobilidade autócrino; proliferação celular: IGF2, insulina como fator de 
crescimento2; IGF-BP1, fator de crescimento da proteína de ligação1; IGF-BP2, fator de crescimento 
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da proteína de ligação2; IGF-BP3, IGF fator de crescimento da proteína de ligação3; TGF-β3, fator de 
transformação crescimento-β3; TGF-α, fator de transformação crescimento α; eritropoiese: EPO, 
eritropoitina; sobrevivência celular: adrenomedulina; NOS2, óxido nítrico síntese2; VEGF, fator de 
crescimento endotelial vascular; angiogênese: EG-VEGF, glândula endócrina derivado de VEGF; ENG, 
endolina; LEP, leptina; LRP1, proteína do receptor de LDL-1; TGF-β3; VEGF; estrutura do 
citoesqueleto: KRT14, queratina 14; KRT18, queratina 18;KRT19, queratina 19, VIM, vimentina; tônus 
vascular: Receptor adrenérgico α1B; ET1, endotelina-1; Heme oxigenase-1; NOS2; resistência a 
drogas: MDR1, resistência múltiplas a drogas1; Metabolismo da matriz extracelular: CATHD, catepsina 
D; FN1, fibronectina 1; MMP2, matriz  de metaloproteinases 2; PAI1, inibidor do ativador do 
plasminogênio-1;. Modificado de Semenza, GL. Nat Rev Cancer.2003:3(10):721-732(23). 

 

Na situação de hipertrofia cardíaca, em que o consumo supera a oferta de O2, 

um dos possíveis fatores que contribui para a elevação da utilização da glicose em 

detrimento dos ácidos graxos é o HIF-1α, desde que esse fator transcricional regula a 

expressão envolvidas no transporte de glicose (GLUTs) e na via glicolítica 

intracelular(68). Embora não existem controvérsia a respeito da participação do HIF-1α 

na expressão do GLUT1(69,70), não há consenso do envolvimento deste fator 

transcricional na gênese do GLUT4; enquanto diversos autores não mostraram 

associação entre HIF-1α e a proteína(56,69), outros pesquisadores constataram que o 

HIF-1α é um ativador da transcrição do GLUT4(71–73). 

No  cardiomiócito a captação de glicose ocorre por processo de difusão pela 

membrana plasmática, utilizando-se de GLUT1 e GLUT4(74). O músculo cardíaco 

expressa ambos transportadores; em ratos respondem por 30% e 70%, 

respectivamente, pelo transporte total de glicose(75,76). Enquanto, a captação da 

glicose pelo GLUT1, localizado na membrana plasmática, é independente de 

insulina(77,78), o transporte de glicose pelo GLUT4, localizado em vesículas citosólicas, 

é dependente deste hormônio; a ligação da insulina ao seu receptor inicia a ativação 

de uma cascata de sinalização que acarreta a translocação do GLUT4 no citosol para 

a membrana plasmática, onde é incorporado(74,79–83) (Figura 4).  

Existem outras vias independente de insulina que contribuem para a 

translocação do GLUT4 para a membrana(84). Em situação de isquemia tecidual, a 
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translocação do GLUT4 passa ter a contribuição da proteína quinase ativada pela 

adenosina monofosfato (AMPK)(71,72,85,86). A AMPK é ativada pelo aumento da 

concentração da adenosina monofosfato (AMP), sendo considerada regulador máster 

de energia e com importante papel no metabolismo de ácidos graxos e carboidratos. 

A AMPK aumenta a captação de glicose por elevar a disponibilidade de GLUT4 na 

superfície celular (Figura 4) e ativar as enzimas da via glicolítica no coração 

remodelado isquêmico(86–88).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 4| Esquema da cascata de sinalização de insulina envolvido no transporte de glicose do 
citosol para a membrana plasmática. A insulina se liga ao receptor de insulina (IR), que se 
autofosforila. A ativação do IR desencadeia a fostoforilação do substrato do receptor de insulina (IRS), 
que ativa o fosfoinositol-3-quinase (PI3K), que cataliza a formação de 3,4,5 trifosfato inositol que ativa 
fosfoinositol-dependente de quinase (PDK). O PDK fosforilado ativa proteína quinase B (PKB/AKT) que, 
por sua vez fosforila e inativa o substrato 160 da AKT (AS160), que inibi a função de uma pequena 
proteína ligada guanosina trifosfato da subfamília denominada Ras (Rab-GTP), favorecendo a 
translocação da vesícula contendo transportador de glicose 4 (GLUT4)  para a membrana plasmática, 
onde sofre processo de fusão; em adição, a interação entre a insulina e proteína quinase ativada pela 
adenosina monofosfato (AMPK) estão representadas na figura; transportador de glicose 1 (GLUT1) 
localizado na membrana plasmática. 
            ativação;           : inibição;            translocação.  Modificado de  Stöckli J, et al. J Cell Scien. 
2011:124(24): 4147-4159(89). 
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O HIF-1α, além de participar da captação de glicose, intensifica o processo de 

glicólise no coração hipertrofiado, em razão de acarretar aumento na expressão das 

enzimas da via glicolítica cardíaca (90). A glicólise que engloba dez etapas reguladas 

por proteínas específicas [hexoquinase (HK), fosfo-hexose-isomerase, 

fosfofrutoquinase (PFK), aldolase, triose-fosfato-isomerase, gliceraldeído-3-fosfato-

desidrogenase, fosfoglicerato-quinase, fosfoglicero-mutase, enolase e piruvato-

quinase (PK)], acarreta aumento da disponibilidade energética proveniente do 

metabolismo glicídico. Em condição aeróbica, o piruvato citosólico, produto final da 

glicólise, é carreado para a mitocôndria e se transforma em acetilcoenzima A (Acetil-

CoA) pela ação da piruvato desidrogenase (PDH); na situação anaeróbica, o piruvato 

é convertido em lactato pela enzima lactato desidrogenase(LDH)(16,23,29,48,91) 

(Figura 5).   

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5| Metabolismo da glicose. Glicose0, glicose extracelular; Glicose1, glicose intracelular; 
GLUT4, transportador de glicose; ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; NAD, 
nicotinamida adenina de dinucleotideo; NADH, nicotinamida adenina de dinucleotideo reduzidos; os 
números de 1 a 10 representam as 10 etapas da via glicolítica. Modificado Katz, AM. Physiology of the 
heart. 2011:44(88). 
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O HIF-1α, a curto prazo, ativa mecanismos cardioprotetores, com a finalidade 

de aumentar a disponibilidade enérgica, à custa da reprogramação metabólica e 

elevação da disponibilidade de O2 tecidual;  entretanto, a longo prazo, a estabilização 

crônica do HIF-1a acarreta efeitos mal-adaptativos, deletérios ao coração, 

contribuindo ativamente para o processo de hipertrofia e disfunção cardíaca(62,92,93).  

Não encontramos na literatura pesquisas que analisaram concomitantemente 

o HIF-1α, metabolismo glicídico, estrutura e função ventricular durante o processo 

progressivo da remodelação cardíaca por estenose aórtica supravalvar. A realização 

da avaliação sequencial permite responder o momento em que há sinalização de 

hipóxia, alteração do metabolismo de glicose e agravamento estrutural e funcional do 

coração. Além disso, a análise da associação poderia sinalizar a possível participação 

do HIF-1α com as mudanças metabólicas, estruturais e funcionais cardíacas.  

Em relação as questões elencadas acima, as hipóteses deste trabalho são: 

 o aumento do HIF-1α e reprogramação do metabolismo da glicose ocorre no 

momento em há hipertrofia do ventrículo esquerdo e disfunção diastólica; 

 durante o processo evolutivo há elevação do HIF-1α, das proteínas da captação 

da glicose e das enzimas da via glicolítica, com desvio para via anaeróbia; 

 há associação entre o HIF-1α com a expressão das proteínas compreendidas no 

transporte e no catabolismo da glicose e a depressão da função sistólica e 

diastólica cardíaca. 
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2- OBJETIVOS GERAIS 

Os objetivos gerais deste trabalho foram de analisar durante o processo de evolução 

da remodelação cardíaca: 

 o comportamento do HIF-1α, metabolismo da glicose, estrutura e função 

ventricular;  

 a associação entre o HIF-1α com o metabolismo da glicose, estrutura e função 

ventricular.  

 2.1 Objetivos específicos 

 Mensurar a expressão do HIF-1α;  

 Analisar a expressão das proteínas IR fosforilada e total, PI3K, AMPK, GLUT1 

e GLUT4 envolvidas na captação da glicose; 

 Verificar atividade enzimática da HK e PK e expressão das HKII e PFK2 

implicadas na via glicolítica; 

 Analisar atividade enzimática das CS e LDH, expressão das PDH e LDH e a 

concentração do lactato;  

 Avaliar a estrutura e função cardíaca por ecocardiograma; 

 Investigar a estrutura morfológica do coração, post-mortem; 

 Averiguar associação do HIF-1α com a estrutura cardíaca determinada por 

ecocardiograma e post mortem, função diastólica e sistólica ventricular 

esquerda, captação de glicose, glicólise, via aeróbica e anaeróbica. 
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3-MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais  

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar, com 21 dias de idade, 

provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - UNESP, São Paulo, Brasil. Os animais 

foram mantidos nas seguintes condições: gaiolas individuais de polipropileno com 

tampas de arame cromado, forradas com maravalha de Pinus esterilizada; 

temperatura ambiente (24 ± 2C), umidade controlada (55 ± 5 %) e ciclos de 

iluminação de 12 horas. A oferta de água e ração foi ad libitum, e o peso corporal 

aferido semanalmente. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de 

acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the 

U.S. National Institutes of Health” e submetidos e aprovados pela “Comissão de Ética 

no Uso de Animais – UNESP” (Nº1081).  

3.2 Protocolo Experimental 

Foram formados dois grupos experimentais: controle operado (Sham, n=48) e 

estenose aórtica supravalvar (EAo, n=48). O grupo EAo foi submetido a cirurgia com 

implantação de um clipe na artéria aorta para a indução da estenose aórtica 

supravalvar e o Sham submetido à mesma cirurgia, porém sem a implantação do clipe.  

Os animais de ambos os grupos foram avaliados 2, 6, 18 semanas após a 

cirurgia e no momento do aparecimento de sinais de insuficiência cardíaca, que 

ocorre, de maneira geral, a partir da 20ª semana(9,94–96); assim, foram formados os 

seguintes subgrupos, Sham2 (n=12), Sham6 (n=12), Sham18 (n=12), ShamIC (n=12) e 

EAo2(n=12), EAo6(n=12), EAo18(n=12), EAoIC (n=12) (Figura 6). A escolha destes 



28 

 

 

 

períodos justifica-se por serem intervalos em que as variáveis foram analisadas em 

situações de ausência ou alteração funcional discreta no ventrículo esquerdo (Sham2, 

EAo2), disfunção diastólica isolada (Sham6, EAo6), disfunção diastólica e sistólica 

(Sham18, EAo18) e sinais de insuficiência cardíaca grave (ShamIC, EAoIC). Os animais 

foram caracterizados com insuficiência cardíaca grave quando apresentaram 

importante alteração do padrão respiratório (taquipneia com inspiração profunda, tipo 

abdominal) e diminuição acentuada da ingestão, associados com os seguintes sinais 

pós-mortem: edema, ascite, derrame pleuropericárdico, trombo em átrio esquerdo e 

hipertrofia do ventrículo direito(97). Os animais com EAoIC foram eutanasiados entre 22 

e 36 semanas após a indução da estenose aórtica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6| Desenho esquemático do protocolo experimental em semanas. IC, insuficiência 
cardíaca; Sham, grupo controle; Sham2, grupo controle 2 semanas; Sham6, grupo controle 6 semanas; 
Sham18, grupo controle 18 semanas; ShamIC, grupo controle com IC; EAo, grupo com estenose aórtica 
supravalvar; EAo2, grupo com 2 semanas de EAo; EAo6, grupo com 6 semanas de EAo; EAo18, grupo 
com 18 semanas de EAo; EAoIC, grupo EAo com IC. 

Após cada período experimental, os animais foram anestesiados com cloridrato 

de ketamina (60 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1,0 mg/kg) intraperitonial, e 

eutanasiados por decapitação. Após a coleta do sangue, o tórax foi aberto, o coração 
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removido, os átrios dissecados e o ventrículo direito separado do ventrículo esquerdo.  

3.3 Indução de estenose aórtica supravalvar 

A estenose aórtica supravalvar foi induzida de acordo com o método previamente 

descrito em nosso laboratório(6,10,11,98). Os animais com três a quatro semanas de vida 

e pesando de 70 a 90g, foram medicados com acetaminofeno (200 mg/kg, Tylenol® 

Gotas, Janssen-Cilag Farmacêutica Ltda, São José dos Campos, São Paulo, Brasil), 

via oral, 3 vezes ao dia e logo em seguida anestesiados com cloridrato de ketamina 

(60 mg/kg; Dopalen®, Sespo Indústria e Comércio Ltda - Divisão Vetbrands, Jacareí, 

São Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (1,0 mg/kg; Anasedan®, Sespo Indústria e 

Comércio Ltda - Divisão Vetbrands, Jacareí, São Paulo, Brasil), intraperitonial, 

submetidos à toracotomia mediana, a aorta ascendente dissecada e um clipe de prata, 

com 0,60 mm de diâmetro interno, colocado aproximadamente a 3 mm da sua raíz. A 

parede torácica foi fechada, sendo o esterno, as camadas musculares e a pele 

suturados com fio mononylon 5.0. Durante a cirurgia, os animais receberam 

intraperitonealmente 1 ml de soro fisiológico aquecido e foram ventilados 

manualmente com pressão positiva, oxigênio a 100%. Após a conclusão do ato 

cirúrgico, os ratos foram colocados em superfície aquecida até retornarem da 

anestesia. Os animais do grupo Sham foram submetidos à mesma cirurgia, mas sem 

a colocação do clipe. Os ratos foram acompanhados por 5 dias com medicação 

analgésica, via oral, e antibiótico (enrofloxacino, 10mg/kg, 1x/dia, 5 dias), via 

subcantânea (Zelotril®, Indústria Farmacêutica Vitalfarma Ltda, São Sebastião do 

Paraíso – Minas Gerais, Brasil).  
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3.4 Análise estrutural e funcional do coração por ecocardiograma 
 

A análise estrutural e funcional cardíaca foi realizada por meio do 

ecocardiograma nos diferentes períodos descrito no protocolo experimental. Os ratos 

foram anestesiados com cloridrato de ketamina (60 mg/kg/IP; Dopalen®, Sespo 

Indústria e Comércio Ltda - Divisão Vetbrands, Jacareí, São Paulo, Brasil) e cloridrato 

de xilazina (10 mg/kg/IP; Anasedan®, Sespo Indústria e Comércio Ltda - Divisão 

Vetbrands, Jacareí, São Paulo, Brasil). Após anestesia e tricotomia da face anterior 

do tórax, os animais foram posicionados em decúbito lateral esquerdo. O exame foi 

realizado, segundo técnica já consolidada em nosso laboratório(9), utilizando-se 

aparelho Vivid S6 (General Eletric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel) equipado 

com transdutor multifrequencial  de 5,0 – 11,5 MHz. A mensuração das estruturas 

cardíacas foi realizada a partir de imagens obtidas em modo monodimensional (M), 

com o feixe de ultrasom orientado pela imagem bidimensional e o transdutor 

posicionado na região paraesternal eixo menor. A imagem do ventrículo esquerdo 

(VE) foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral 

entre os músculos papilares; as imagens dos diâmetros da aorta (AO) e do átrio 

esquerdo (AE) foram obtidas ao nível da valva aórtica. As seguintes estruturas do VE 

foram analisadas: diâmetros sistólico e diastólico (DSVE e DDVE), espessuras 

sistólica e diastólica da parede posterior (ESPP e EDPP) e do septo interventricular 

(ESSIV e EDSIV). O DDVE, a EDPP e a EDSIV foram medidos no momento 

correspondente ao diâmetro máximo da cavidade; o DSVE, a ESPP e a ESSIV foram 

analisadas no menor diâmetro. A espessura relativa da parede (ERelVE) foi calculada 

pela equação (2 x EDPP)/DDVE. A mensuração das estruturas cardíacas foi realizada 

com o auxílio de um paquímetro, utilizando-se a média aritmética de cinco ciclos 
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cardíacos consecutivos. 

O desempenho sistólico do VE foi mensurado pelos seguintes índices: fração de 

ejeção do VE (FE), [(DDVE.3 - DSVE.3)/(DDVE.3)], fração de encurtamento 

mesocárdico (ΔD meso), {[(DDVE+½ EDPP+½ EDSIV)–(DSVE+ ½ ESPP+½ 

ESSIV)]/(DDVE+½ EDPP+½ EDSIV)} x 100% e velocidade de encurtamento sistólico 

da parede posterior (VEPP); a VEPP foi mensurada pela tangente máxima do 

encurtamento sistólico da parede posterior.  

A função diastólica do VE foi analisada pelos seguintes parâmetros: velocidades 

do fluxo transvalvar mitral correspondente à fase de enchimento inicial (onda E) e 

tardia consequente à contração atrial (onda A), relação onda E/onda A (E/A), tempos 

de desaceleração da onda E (TDE) e de relaxamento isovolumétrico (TRIV). As ondas 

E e A foram medidas no momento de maior velocidade dos fluxos transvalvar. Para a 

obtenção dos fluxos relacionados à função diastólica, o transdutor foi posicionado na 

região correspondente a ponta do coração na imagem denominada quatro câmaras. 

O TRIV foi mensurado na imagem denominada cinco câmaras. As medidas de 

velocidade e tempo foram realizadas em tempo real no monitor do ecocardiógrafo.  

3.5 Análise macroscópica do animal e do coração post mortem  

A análise macroscópica post mortem do rato e do coração, que permite 

identificar os sinais de insuficiência cardíaca, foram realizados nos diferentes períodos 

descritos no protocolo experimental. Para indicar o grau de hipertrofia cardíaca, foram 

avaliados: o peso dos ventrículos esquerdo (VE) e direito (VD) e o peso dos átrios 

(AT). Também foram analisadas as relações entre VE, VD e AT e o peso corporal final 

(PCF) e o comprimento da tíbia (T), obtendo as seguintes relações: VE/PCF, VD/PCF, 

AT/PCF, VE/T, VD/T e AT/T. Os sinais que identificaram a presença de insuficiência 
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cardíaca foram descritos no item 3.2. 

3.6 Determinação da concentração de insulina sérica 

Após decapitação dos animais, as amostras de sangue foram coletadas em 

tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5804-

R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer à -80ºC. A concentração de 

insulina foi determinada pelo método de ELISA utilizando-se kit específico (EZRMI-

13K - Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA). A leitura foi realizada com auxílio de 

leitor de microplaca (Spectra MAX 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

3.7 Expressão proteica no miocárdio 

A expressão protéica foi realizada pela técnica de Western Blot, que é um 

método utilizado em pesquisas para detectar proteínas em um homogenato de tecido 

biológico(99). Foi analisada a expressão do HIF-1α, das proteínas envolvidas na 

captação e metabolismo da glicose (captação, glicólise e vias aeróbica e 

anaeróbica). 

3.7.1 Extração das proteínas miocárdicas 

Fragmentos do ventrículo esquerdo foram rapidamente congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados em freezer a -80°C. A amostra congelada foi 

homogeneizada em aparelho Polytron Ultra TurraxTM T25 Basic (IKA Works, 

Wilmington, NC, USA) com tampão de lise RIPA (Amresco, Solon, OH, USA) e 

coquetéis inibidores de protease e fosfatase. O processo foi realizado três vezes 

durante 10 segundos a 4oC, com intervalos de 20 segundos.  O produto da 
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homogeneização foi centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4oC, e o sobrenadante 

transferido para tubos eppendorfs e armazenado em freezer -80oC. A concentração 

de proteína foi analisada utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, USA).  

Para as proteínas de membrana (GLUT1 e GLUT4) o homogenato foi 

centrifugado por 3 min, a 1000 G, a 4°C, para eliminação de material insolúvel. Em 

seguida o sobrenadante foi centrifugado a 18000 G por 10 min a 4°C e, 

posteriormente, transferido para ultracentrífuga (Sorvall WX80 Ultracentrifuge - 

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a 100000 G por 45 min a 4°C. Após a ultra 

centrifugação o pellet foi ressuspenso em 100 µL de tampão de lise.  A concentração 

de proteína foi analisada utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, USA). 

 A distribuição dos grupos no gel para a realização da técnica de Western Blot. 

3.7.2 Delineamento dos grupos para o Western Blot 

Na análise do Western Blot foram usados oito animais de cada grupo 

experimental, distribuído em oito géis. Um rato do grupo Sham de 18 semanas, 

presente em todos géis, foi utilizado como padrão e denominado controle interno da 

amostra (CIA). O valor da quantificação de cada rato (x) foi normalizado pelo valor 

gerado pela CIA (y) gerando um determinado resultado (z). Este procedimento 

utilizado para as proteínas alvos, foi também usado para a beta-actina, que resultou 

em valores (w). Finalmente, o valor (z) das proteínas alvos de cada animal foi 

normalizado pelos valores (w) da beta-actina, respectivo a cada rato. 
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3.7.3 Western Blot  

Neste trabalho foi mensurada a expressão das seguintes proteínas: HKII, 

PFKB2, PK, PDH, LDH, GLUT1, GLUT4, pIR, IRtotal, PI3K, pAMPK, AMPKtotal e HIF-

1α. Além disso, foi analisada a expressão da proteína de normalização, a β-actina.  

Após a extração e quantificação da concentração proteica, as amostras 

cardíacas foram diluídas em tampão Laemmli (Tris-HCl 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol 

40%, azul de bromofenol 0,02% e -mercaptoetanol 200 mM) e separadas por 

eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifásico, de 

empilhamento (Tris-HCl 240 mM pH 6,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de 

resolução (Tris-HCl 240 mM pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed). A 

concentração do gel de resolução pode ser entre 6 a 15%, dependendo do peso 

molecular da proteína analisada. No primeiro poço do gel foi aplicado um padrão de 

peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

para identificação do tamanho das bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a 120 

V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por um período variável de 

acordo com o tamanho da proteína, em média 90 minutos, com tampão de corrida 

(Tris 0,25 M, glicina 192 mM e SDS 1%). 

Após corrida eletroforética, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose utilizando-se sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

contendo tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 

0,1%) ou por transferência úmida, dependendo do peso molecular da proteína 

analisada. Após a transferência os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo 

primário à membrana foram bloqueados mediante incubação com solução 

bloqueadora a 5% de leite em pó desnatado Molico® (Nestlé Brasil, Araçatuba, SP, 
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Brasil), dissolvido em tampão TBS-T (Tris 10 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM e Tween 20 

0,1%) por 120 minutos à temperatura ambiente (24ºC) sob constante agitação. Em 

seguida, a membrana foi lavada três vezes em tampão TBS-T (Tris 10mM, pH 7,6,  

NaCl 150 mM e Tween 20 0,1%) e incubada com o anticorpo primário diluído na 

solução bloqueadora, sob agitação constante por 12 horas.  Após a incubação com 

o anticorpo primário, a membrana foi lavada três vezes em tampão TBS-T e incubada 

com o anticorpo secundário conjugado com peroxidase diluído na solução 

bloqueadora, por 1 hora sob agitação constante. Para remover o excesso de 

anticorpo secundário, a membrana foi lavada três vezes em tampão TBS-T. A 

imunodetecção foi realizada por meio do método de quimioluminescência de acordo 

com as instruções do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham 

Biosciences, NJ-USA). Finalmente, as membranas de nitrocelulose foram analisadas 

em fotodocumentador ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences, 

Chalfont, UK) e as análises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram 

realizadas pelo software Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, USA). 

Anticorpos primários  

 HIF-1α, mouse IgG2b (ab463 - Abcam, Cambridge, MA, USA). 

 GLUT1, mouse IgG (12939- Cell Signaling, Danvers, MA, USA).  

 GLUT4, mouse IgG (2213 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 IRβ, rabbit IgG (3025 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 IRβ (Thr1150/1151), rabbit IgG (3025 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 PI3K, rabbit IgG (4292 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 AMPK, rabbit IgG (2532 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 



36 

 

 

 

 AMPK (Thr172), rabbit IgG (2535 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 HKII, rabbit IgG (2106 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 PFKFB2, rabbit IgG (07-1530- Millipore, Temecula, CA, USA). 

 PK, rabbit IgG (3186 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 LDHA, rabbit IgG (2012 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 PDH, rabbit IgG (2784 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

 β-Actin, rabbit IgG (4967 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA). 

Anticorpos secundários 

 Anti-Rabbit IgG-HRP (ab97069 - Abcam, Cambridge, MA, USA). 

 Anti-Mouse IgG-HRP (ab98808 - Abcam, Cambridge, MA, USA). 

3.8 Quantificação da atividade das enzimas reguladoras da via glicolítica, lactato 

desidrogenase e piruvato desidrogenase  

 Foram analisadas a atividade máxima de enzimas chave que participam do 

metabolismo de glicose, via aeróbica e anaeróbica: hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1), 

fosfofrutoquinase (PFK, E.C.2.7.1.11) e piruvato quinase (PK, (EC 2.7.1.40), 

associada com a via anaeróbica, lactato desidrogenase (LDH); e a piruvato 

desidrogenase (PDH) citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7) associado com o ciclo de Krebs 

e via aeróbica. Amostras do ventrículo esquerdo foram homogeneizadas em 50 

mmol/L de Tris-HCl, 1 mmol/L de EDTA, e coquetel de inibidor de protease, pH 7,4, 

utilizando um instrumento Polytron (Kinematica, Littau-Lucerna, Suíça). O lisado foi 

centrifugado a 12000 rpm durante 10 min a 4ºC e o sobrenadante foi recolhido. Todas 

as atividades enzimáticas foram determinadas a 25°C utilizando espectrofotômetro de 

microplacas Spectra Max 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A atividade da 
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citrato sintase foi medida numa mistura de reação contendo 100 mMol/l de Tris-HCl, 

1 mMol/l de MgCl2, 1 mMol/l de EDTA, 0,2 mMol/l ditio-bis (ácido 2-nitrobenzóico), 0,3 

mMol/l de acetil-CoA, e 0,5 mMol/l de oxaloacetato (omitido no controle), pH 8,1. A 

taxa de alteração da absorbância foi monitorada a 412 nm (ε = 13.6 μmol.ml−1.cm−1). 

A atividade máxima da HK foi determinada utilizando uma mistura de reação contendo 

75 mMol/L de Tris-HCl, 7,5 mMol/L de MgCl2, 0,8 mMol/L de EDTA, 1,5 mMol/L de 

KCl, 4 mMol/L, β-mercaptoetanol, 0,05% de Triton X-100, 0,4 mMol/l de NADP+, 2,5 

mMol/L de ATP, 1,4 unidades/ml de glicose-6-fosfato desidrogenase e 1,0 mMol/L de 

glicose, pH 7,2; reação foi monitorada a 340 nm. Para a mensuração da atividade da 

piruvato quinase (PK) foi utilizado 100 mM KH2PO4, 10 mM MgCl2, 80 mM KCl, 0,05% 

Triton x 100, 9 U LDH, 0,17 mM NADH, 5 mM ADP, o homogeneizado e como iniciador 

da reação, 2 mM de PEP. A leitura da absorbância foi efetuada a 340nm em placas 

UV. As análises enzimáticas para LDH (utilizamos kits comerciais da LABTEST, 

seguindo o protocolo do fabricante). 

3.9 Determinação da concentração de lactato cardíaco 

Amostras do ventrículo esquerdo foram desproteinizadas e homogeneizadas em 

3,67% de ácido perclórico utilizando o instrumento Polytron (Kinematica, Littau-

Lucerna, Suíça), posteriormente neutralizado com solução de 3 M de KOH. O lisado 

foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 min. a 4ºC e o sobrenadante foi recolhido. 

Para a determinação da concentração de lactato cardíaco, com ácido perclórico, 

utilizamos kit de lactato (LABTEST), utilizando como branco o ácido perclórico 

neutralizado. 

 



38 

 

 

 

3.10 Análise estatística 

Os dados foram expressos por meio de medidas descritivas de posição e 

variabilidade. No estudo das variáveis moleculares, metabólicas, estruturais e 

funcionais, considerando as duas fontes de variação, estenose aórtica supravalvar 

(ausência ou presença) e os momentos de eutanásia (2, 6, 18 semanas após a cirurgia 

e insuficiência cardíaca), utilizou a técnica da análise de variância (ANOVA) para o 

esquema fatorial 2x4, com delineamento inteiramente casualizado, complementada 

com teste de comparações múltiplas de Tukey (paramétrico) e Dunn (não paramétrico) 

(100). A opção pelo procedimento paramétrico ou não paramétrico foi resultante do teste 

de normalidade Kolmogorov-Smirnov; quando o resultado mostrou aderência a 

normalidade foi utilizada a técnica paramétrica, e caso contrário não paramétrica. 

O estudo da associação entre os conjuntos formados pelo HIF-1α e as variáveis 

moleculares, metabólicas, estruturais e funcionais foi realizado por meio da técnica 

multivariada envolvendo a análise de correlação canônica. A técnica multivariada 

exploratória de dados denominados de análise de correlação canônica foi proposta 

por Harold Hotelling (1935) e tem como finalidade analisar as relações lineares entre 

dois agrupamentos de variáveis. A ideia básica do procedimento matemático-

estatístico consiste em resumir a informação de cada conjunto de variáveis-respostas 

em combinações lineares, sendo que a escolha dos coeficientes dessas combinações 

é feita tendo-se como referência a maximização da correlação existente entre os dois 

conjuntos de variáveis-respostas. As combinações lineares construídas, denominadas 

variáveis canônicas, enquanto as correlações entre elas são correlações canônicas, 

que indicam o grau associação existentes entre os dois conjuntos de variáveis(101). A 

análise canônica foi realizada com os grupos EAo. Todas as conclusões estatísticas 

foram discutidas ao nível de 5% de significância.  
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4-RESULTADOS 

4.1 Peso corporal e análise macroscópica do coração post mortem  

A Tabela 1 mostra a estrutura macroscópica post mortem dos grupos 

estudados: Sham2, Sham6, Sham18, ShamIC, EAo2, EAo6, EAo18 e EAoIC. A 

comparação entre os dois grupos, fixados os momentos, mostrou que não houve 

diferença no peso corporal (PC) entre os EAo com os respectivos controles; entretanto 

a comparação entre os diferentes momentos, fixados os grupos, mostrou que o PC 

nos grupos Sham18 e ShamIC foram semelhantes entre si, e maiores que Sham6 e 

Sham2; Sham6 foi maior que o Sham2. O grupo EAo apresentou, para o PC, o mesmo 

comportamento que o Sham.  

As variáveis peso do VE, VE/PC e VE/Tíbia foram maiores nos grupos EAo 

comparados com os respectivos controles. O peso do VE nos Sham2 e Sham6 foram 

semelhantes, assim como Sham18 e ShamIC; entretanto, os últimos dois grupos foram 

maiores do que Sham2 e Sham6. O peso do VE foi diferente em todos os momentos 

no grupo EAo, sendo maior no EAoIC. A relação VE/PC nos grupos Sham2 e EAo2 foi 

maior do que nos outros três momentos estudados, que foram semelhantes entre si. 

A relação VE/Tíbia no ShamIC foi maior que Sham2 e Sham6 e semelhante com 

Sham18, sendo que o Sham18 foi maior que o Sham2. A relação VE/Tíbia do EAoIC foi 

maior em relação aos demais momentos; os grupos, EAo18 e EAo6, semelhantes entre 

si, foram maiores que EAo2.  

Em relação ao VD, VD/PC e VD/Tíbia, as variáveis foram maiores nos grupos 

EAo18 e EAoIC comparados com os respectivos Sham. O peso do VD foi menor no 

grupo Sham2 em comparação aos demais grupos, que foram semelhantes entre si. O 

VD no EAoIC foi maior que os três momentos; o grupo EAo18 foi maior do que EAo2 e 



41 

 

 

 

EAo6, que são semelhantes entre si. A relação VD/PC do Sham2 aumentou em 

comparação aos três outros grupos; o Sham6 foi maior que o Sham18 e ShamIC, que 

foram semelhantes entre si. No grupo EAo, a relação VD/PC foi maior no EAoIC do 

que nos demais grupos. Grupo EAo2 foi maior que o EAo6 e EAo18 que foram 

semelhantes. A relação VD/Tíbia foi igual nos quatro grupos Sham. O EAoIC  foi maior 

que os demais momentos; o EAo18 aumentou em relação aos EAo2 e EAo6, que foram 

semelhantes. 

Os pesos AT, AT/PC e AT/Tíbia foram maiores no EAo6, EAo18 e EAoIC 

comparado com os respectivos Sham. O peso dos AT nos grupos Sham foram 

semelhantes nos quatros grupos. Nos grupos EAo, os pesos dos átrios foram 

diferentes em todos os momentos estudados, sendo maior no grupo EAoIC. A relação 

AT/PC foi maior Sham2 em relação aos demais grupos, que foram semelhantes entre 

si.  A AT/PC foi maior no EAoIC em relação aos três grupos; o EAo2 foi maior do que 

EAo6 e 18, que não diferem. A AT/Tíbia nos grupos Sham foram semelhantes nos 

quatros momentos; o EAoIC  foi maior em relação aos demais grupos; os EAo6 e EAo18 

foram semelhantes e maiores que o EAo2.  

O peso do pulmão, pulmão/PC e pulmão/Tíbia foram maiores no EAoIC versus 

ShamIC. A comparação ao longo tempo mostrou que o peso do pulmão no Sham2 foi 

semelhante ao Sham6 e menor que o Sham18 e ShamIC. Esses dois grupos e Sham6 

foram semelhantes. O peso do pulmão nos EAo2 e EAo6 foram semelhantes, assim 

como EAo6 e EAo18. O peso do EAoIC foi maior do que os demais grupos EAo. A 

relação do Pulmão/PC do Sham2 foi semelhante ao Sham6 e maior do que os Sham18 

e ShamIC; os grupos Sham6, Sham18 e ShamIC foram semelhantes. O EAo2 foi 

semelhante ao EAo6 e EAoIC; o grupo EAoIC se diferiu dos animais EAo18 e EAo6. Não 

houve diferença entre o grupo EAo6 e EAo18. A relação Pulmão/Tíbia foi semelhantes 
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nos quatros grupos Sham; o EAoIC foi maior que os demais grupos; o EAo2 foi menor 

que os grupos EAo6, EAo18, que foram semelhantes entre si.  
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Tabela 1. Estrutura macroscópica cardíaca post mortem e peso corporal 

Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: 
Sham 2 semanas (n=12); Sham6: Sham 6 semanas (n=12); Sham18: Sham 18 semanas (n=15); 

Variável Grupos 2 Semanas 6 semanas 18 Semanas IC Valor p  

PC (g) 
Sham 147 ± 11,5 A 295 ± 56,4 B 455 ± 65,5 C 511 ± 43,5 C <0,05 

EAo 158 ± 16,3 A 288 ± 38,0 B 475 ± 62,4 C 471 ± 95,6 C <0,05 

Valor p  NS NS NS NS  

VE (g) 
Sham 0,42 ± 0,05 A 0,56 ± 0,14 A 0,73 ± 0,13 B 0,89 ± 0,12 B <0,05 

EAo 0,66 ± 0,11 A 0,96 ± 0,11 B 1,30 ± 0,18 C 1,58 ± 0,21 D <0,05 

Valor p  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05  

VD (g) 
Sham 0,12 ± 0,02 A 0,19 ± 0,03 B 0,23 ± 0,05 B 0,24 ± 0,03 B <0,05 

EAo 0,14 ± 0,03 A 0,22 ± 0,03 A 0,33 ± 0,07 B 0,57 ± 0,11 C <0,05 

Valor p  NS NS <0,05 <0,05  

 

AT (g) 

 

Sham   0,08 ± 0,01  0,09 ± 0,01   0,10 ± 0,02   0,10 ± 0,02  NS 

EAo 0,09 ± 0,02 A 0,15 ± 0,03 B 0,21 ± 0,06 C 0,46 ± 0,07 D <0,05 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

Pulmão (g) 
Sham 0,84 ± 0,21 A 1,39 ± 0,21AB 1,79 ± 0,37 B 1,93 ± 0,35 B <0,05 

EAo 0,99 ± 0,09 A 1,50 ± 0,41AB 1,94 ± 0,42 B 3,45 ± 1,37 C <0,05 

Valor p  NS NS NS <0,05  

VE/PC (g/kg) 
Sham 2,89 ± 0,38 B 1,92 ± 0,55 A 1,70 ± 0,20 A 1,80 ± 0,30 A <0,05 

EAo 4,16 ± 0,70 B 3,40 ± 0,50 A 2,80 ± 0,40 A 3,40 ± 0,60 A <0,05 

Valor p  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05  

 

VD/PC (g/kg) 

 

Sham 0,84 ± 0,12 C 0,68 ± 0,14 B 0,53 ± 0,07 A 0,49 ± 0,06 A <0,05 

EAo 0,91 ± 0,20 B 0,78 ± 0,13 A 0,71 ± 0,15 A 1,25 ± 0,20 C <0,05 

Valor p  NS NS <0,05 <0,05  

AT/PC (g/kg) 
Sham 0,46 ± 0,11 B 0,31 ± 0,04 A  0,23 ± 0,05 A 0,22 ± 0,04 A <0,05 

EAo 0,55 ± 0,18 B 0,53 ± 0,09 A  0,46 ± 0,13 A 0,98 ± 0,17 C <0,05 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

Pulmão/PC 
Sham 5,76 ± 1,44 B 4,73 ± 0,80AB 3,94 ± 0,88 A 3,86 ± 0,65 A <0,05 

EAo 6,36 ± 0,92 BC 5,63 ± 1,90AB 4,19 ± 0,94 A 6,76 ± 0,20 C <0,05 

Valor p  NS NS NS <0,05  

Tíbia (cm) 

 

Sham 2,94 ± 0,76 A 3,57 ± 1,50 B   4,21 ± 1,62 C 4,44 ± 2,1 D <0,05 

EAo 3,04 ± 1,10 A 3,61 ± 1,01 B   4,29 ± 1,31 C 4,37 ± 1,6 C <0,05 

Valor p  NS NS NS NS  

VE/Tíbia (g/cm) 
Sham 0,14 ± 0,02 A 0,16 ± 0,04AB   0,18±0,03BC 0,20 ± 0,03 C <0,05 

EAo 0,22 ± 0,04 A  0,27 ± 0,03 B  0,30± 0,04 B 0,36 ± 0,04 C <0,05 

Valor p  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05  

VD/Tíbia (g/cm) 
Sham  0,04 ± 0,01  0,05 ± 0,01   0,06 ± 0,01   0,06 ± 0,01 NS 

EAo  0,05 ± 0,01 A 0,06 ± 0,01 A 0,08 ± 0,02 B  0,13 ± 0,03C <0,05 

Valor p  NS NS <0,05 <0,05  

AT/Tíbia (g/cm) 
Sham  0,02 ± 0,005  0,02 ± 0,003  0,02 ± 0,005  0,02 ±0,004 NS 

EAo  0,02 ± 0,008 A  0,04 ± 0,009 B 0,05 ±0,016B 0,10 ±0,001C <0,05 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

Pulmão/Tíbia(g/cm) 
Sham  0,03 ± 0,008  0,04 ± 0,011  0,04 ± 0,012  0,04 ± 0,007 NS 

EAo  0,03 ± 0,012 A  0,05 ± 0,013 B  0,05 ± 0,011 B 0,07 ± 0,029 C <0,05 

Valor p  NS  NS NS <0,05  
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ShamIC: Sham IC ; EAo2: EAo, 2 semanas (n=12); EAo, 6 semanas (n=14); EAo, 18 semanas (n=16); 
EAoIC, IC grave (n=14); VE: ventrículo esquerdo; PC: peso corporal; VE: ventrículo esquerdo; VD: 
ventrículo direito; AT: átrio; VE/PC: VE corrigido pelo PC; VD/PC: VD corrigido pelo PC; AT/PC: AT 
corrigido pelo PC; VE/Tíbia: VE corrigido pela tíbia; VD/Tíbia: VD corrigido pela tíbia; AT/P Tíbia: AT 
corrigido pela tíbia;  NS: não significante. Dados expressos em média ± desvio padrão; técnica de 
análise de variância para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanásia) no delineamento 
casualizado complementada com o teste C, nível de significância de 5%. Letras diferentes: 
comparação de momentos, p<0,05. 

4.2 Sinais clínico-patológico de insuficiência cardíaca 

Todos os ratos do grupo EAoIC apresentaram alteração do padrão respiratório, 

ascite, derrame pleural, hipertrofia do VD e trombo em átrio esquerdo. O átrio 

esquerdo apresentou trombo de grande dimensão em 80% dos ratos e de tamanho 

moderado em 20%; a hipertrofia de VD foi acentuada em 90% e tamanho moderado 

em 10%. O grupo ShamIC não apresentou sinais clínicos e patológicos de IC (Tabela 

2).  

 Tabela 2 - Dados clínicos e patológicos de insuficiência cardíaca 

  

FR: frequência relativa em porcentagem (%); intensidade dos sinais de 
insuficiência cardíaca: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado e (+++) severo; AE: 
átrio esquerdo; VD: ventrículo direito; ShamIC: controle operado (n=12); EAoIC: 
EAo com insuficiência cardíaca grave (n=12). 

4.3 Análise estrutural e funcional do coração por ecocardiograma 

Os dados ecocardiográficos da estrutura e função cardíaca dos grupos 

estudados estão apresentados na Tabela 3. A comparação entre os grupos Sham e 

Sinais de IC Grupos  Intensidade e FR 

Alteração do padrão  
Respiratório 

ShamIC ( - ) 0% 

EAoIC ( +++ ) 100% 

Ascite 
ShamIC ( - ) 0% 

EAoIC ( +++ ) 100% 

Derrame pleural 
ShamIC ( - ) 0% 

EAoIC ( +++ ) 100% 

 Trombo em AE 
ShamIC ( - ) 0% 

EAoIC ( ++ ) 20%; ( +++ ) 80% 

Hipertrofia de VD 
ShamIC ( - ) 0% 

EAoIC ( ++ ) 10%; ( +++ ) 90% 
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EAo, fixados os momentos, mostra que a FC no EAo2 foi menor do que no Sham2; 

não houve diferença entre os demais momentos. A FC do Sham2 foi maior em 

comparação com Sham6, Sham18 e ShamIC; sendo que o Sham6 é maior que o ShamIC 

e semelhante ao Sham18; ShamIC foi igual ao Sham18.  A FC foi semelhante nos quatros 

grupos de EAo. 

O AE, a relação AE/AO foram maiores nos quatros grupos EAo em relação aos 

respectivos Sham. O AE Sham2 foi menor que os Sham6, Sham18 e ShamIC. O Sham6 

foi semelhante ao Sham18 e menor que o ShamIC. O AE no EAo foi diferente entre os 

quatros grupos, sendo o maior valor para o grupo EAoIC. A AE/AO foi semelhante nos 

grupos Sham. A relação AE/AO foi maior no EAoIC em comparação com os demais 

grupos EAo, que foram semelhantes entre si.  

O DDVE e EDPP foram maiores no grupo EAo6, EAo18 e EAoIC comparadas 

aos respectivos grupos controles. O DDVE no grupo Sham2 foi menor do que nos 

demais grupos Sham, que foram semelhantes. O EAo2 foi menor que os outros três 

grupos EAo. Os animais do EAo6 são semelhantes com EAo18 e ambos foram 

menores que o EAoIC. A EDPP do Sham2 e Sham6 foram semelhantes, assim como o 

Sham18 e ShamIC; entretanto, o Sham2 e Sham6 foi menor em relação Sham18 e 

ShamIC. A EDPP foi diferente nos quatros grupos EAo, sendo maior valor no grupo 

EAoIC. A ERVE dos grupos EAo foi maior em relação aos grupos controles. O Sham2 

foi diferente do Sham6 e semelhantes aos grupos Sham18 e ShamIC. Não houve 

diferença do Sham6, Sham18 e ShamIC.  A ERVE do EAo2 e EAo6 foram semelhantes, 

assim como EAo18 e EAoIC. Porém, os grupos EAo18 e EAoIC foram maiores em 

relação aos grupos EAo2 e EAo6.  

A avaliação da função sistólica mostrou que a % FE e Enc. meso foram maiores 

no EAo6 versus Sham6 e menores no EAoIC em relação ao ShamIC. A FE nos grupos 
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Sham foram semelhantes nos quatro momentos estudados; o grupo EAoIC, a %FE foi 

reduzida em comparação com os demais grupos EAo, que foram semelhantes. O Enc. 

meso foi semelhante nos quatro Sham; os grupos EAo2 e EAo6, foram semelhantes e 

maiores que os EAo18 e EAoIC; EAoIC foi menor que EAo18. A VEPP foi menor nos 

EAo18 e IC em relação aos respectivos controles. Não houve diferença nos grupos 

Sham e EAo nos quatros momentos estudados. 

Em relação a função diastólica, a onda E elevou significativamente nos EAo6, 

EAo18 e EAoIC em comparação com os respetivos controles. Nos quatro momentos 

estudados não houve diferença entre os grupos Sham. Durante o processo evolutivo, 

a EAoIC foi maior que os demais grupos EAo. Os animais EAo6 e EAo18 são 

semelhantes e diferentes do grupo EAo2. A Onda A foi maior nos grupos EAo6, EAo18 

e menor no grupo EAoIC em relação aos Sham6, Sham18 e ShamIC; a Onda A foi 

semelhante nos quatro momentos estudados nos grupos Sham, respectivamente; 

EAoIC foi menor comparado com os demais grupos, que foram semelhantes. A relação 

das ondas E/A foi maior no grupo EAoIC comparado com ShamIC; a E/A foi semelhante 

nos quatro momentos estudados nos grupos Sham; EAoIC foi maior em relação aos 

grupos EAo2, EAo6, EAo18, que foram semelhantes. A TDE foi menor nos grupos EAo18 

e EAoIC versus respectivos controles. Os animais Sham2 apresentaram a TDE menor 

em relação aos Sham6, Sham18 e ShamIC, que foram semelhantes. No grupo EAo, a 

TDE foi menor no grupo EAoIC em relação aos três grupos, que não apresentaram 

diferenças.   
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Tabela 3 - Avaliação ecocardiográfica estrutural e funcional 

Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: 
Sham 2 semanas (n=12); Sham6: Sham 6 semanas (n=12); Sham18: Sham 18 semanas (n=15); ShamIC: 
Sham IC ; EAo2: (n=12); EAo, 2 semanas (n=12); EAo, 6 semanas (n=14); EAo, 18 semanas (n=16); 
EAO, IC (n=10); VE: ventrículo esquerdo; PC: peso corporal; FC: frequência cardíaca; DDVE: diâmetro 

Variável Grupos 2 Semanas 6 semanas 18 Semanas IC Valor p 

FC (bpm) Sham 357 ± 49 C   295 ± 40 B 274 ± 33 AB 259 ± 12 A <0,05 

 EAo     298 ± 31   290 ± 25    291 ± 31    283 ± 19 NS 

Valor p  <0,05 NS NS NS  

AE (mm) 

 

Sham 4,10 ± 0,43 A  4,96 ± 0,36 B 5,19 ± 0,61 B 5,66 ± 0,38 C <0,05 

EAo 4,73 ± 0,30 A 6,09 ± 0,58 B   6,65 ± 0,66 C  9,32 ± 0,96 D <0,05 

Valor p  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05  

AE/AO  
Sham    1,36 ± 0,09  1,46 ± 0,12   1,31 ± 0,16 1,39 ± 0,08 NS 

EAo 1,56 ± 0,10 A 1,68 ± 0,18 A 1,67 ± 0,92 A 2,39 ± 0,31 B <0,05 

Valor p  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05  

DDVE (mm) 
Sham  6,13 ± 0,35 A 6,85 ± 0,21 B 7,05 ± 0,30 B 8,07 ± 0,37 B <0,05 

 

<0,05 EAo   6,11 ± 0,51 A 7,87 ± 0,15 B 8,01 ± 0,11 B 9,65 ± 0,64 C 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

EDPP (mm) 
Sham    1,15 ± 0,10 A 1,21 ± 0,08 A 1,36 ± 0,10 B 1,35 ± 0,03 B <0,05 

 

<0,05 EAo   1,24 ± 0,10 A 1,53 ± 0,18 B 1,88 ± 0,25 C 2,31 ± 0,32 D 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

ERVE  
Sham    0,38 ± 0,02 B 0,34 ± 0,03 A   0,39 ± 0,03 AB 0,34 ± 0,05AB <0,05 

 

<0,05 EAo   0,41 ± 0,05 A 0,39 ± 0,05 A 0,47 ± 0,08 B 0,48 ± 0,07B 

Valor p  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05  

 

FE (%) 

 

Sham   90,9 ± 0,03  86,9 ± 0,04   88,2 ± 0,05  87,1 ± 0,03 NS 

 

<0,05 EAo   92,8 ± 0,03 B 91,8 ± 0,03 B   88,0 ± 0,06 B 78,2 ± 0,08 A 

Valor p  NS <0,05 NS <0,05  

 

Enc Meso (%) 

 

Sham   34,6 ± 4,7   30,2 ± 4,9   30,8 ± 5,2  31,1 ± 4,2 NS 

<0,05 EAo 34,8 ± 6,3 C 34,7 ± 5,0 C   28,7 ± 5,3 B  22,9 ± 4,4 A 

Valor p  NS <0,05 NS <0,05  

 

VEPP (mm/s) 

 

Sham   34,5 ± 5,1  36,5 ± 5,1   38,4 ± 7,0  39,5 ± 5,0 NS 

EAo   33,3 ± 4,9  31,5 ± 4,7   31,6 ± 8,3  28,5 ± 3,3 NS 

Valor p  NS NS <0,05 <0,05  

 

Onda E (cm/s) 

 

Sham     81,8 ± 10,3  81,5 ± 6,9   75,5 ± 5,9  74,6 ± 4,8 NS 

 

<0,05 EAo  81,3 ± 8,4 A   102 ± 16,0 B   98,0 ± 8,0 B 139 ± 20,0 C 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

 

Onda A (cm/s) 

 

Sham   58,0 ± 15,5  57,5 ± 14,1   45,7 ± 13,4  49,7 ± 8,2 NS 

 

<0,05 EAo  63,8 ± 12,8 B 68,1 ± 9,3 B   59,5 ± 14,4 B  19,5 ± 5,8 A 

Valor p  NS <0,05 <0,05 <0,05  

 

E/A 

 

Sham    1,47 ± 0,34  1,46 ± 0,33   1,59 ± 0,30  1,53 ± 0,27 NS 

 

<0,05 EAo   1,31 ± 0,20 A  1,52 ± 0,30 A 1,43 ± 0,27 A 7,72 ± 2,51 B 

Valor p  NS NS NS <0,05  

TDE (ms)  
Sham   33,1 ± 8,8 A  44,7 ± 3,9 B    48,5 ± 7,3 B  46,6 ± 8,2 B <0,05 

 

<0,05 EAo   39,5 ± 5,1 B  41,2 ± 6,1 B    42,0 ± 4,7 B  31,3 ± 4,1 A 

Valor p  NS NS <0,05 <0,05  
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diastólico do VE; EDPP: espessura diastólica da parede posterior; ERVE: espessura relativa do VE; 
AE: diâmetro do átrio esquerdo; AO: diâmetro da aorta; E/A: razão entre a velocidade de fluxo de 
enchimento inicial (onda E) e da contração atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de 
desaceleração da onda E; Enc Meso%: encurtamento de mesocardio em porcentagem; FE%: fração 
de ejeção do VE em porcentagem; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; NS: não 
significante. Dados expressos em média ± desvio padrão; técnica de análise de variância para o 
esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanásia) no delineamento casualizado 
complementada com o teste de comparações múltiplas de Tukey, nível de signficancia de 5%. Letras 
diferentes: comparação de momentos, p<0,05. 

4.4 Expressão proteica HIF-1α no miocárdio  

A expressão proteica do HIF-1α está apresentado na Figura 7.  Houve diferença 

estatística entre os grupos EAo e os respectivos Sham. A análise da evolução dos 

animais com estenose aórtica mostrou que o grupo EAoIC foi significativamente maior 

em comparação aos EAo2 e EAo18. Não houve diferença entre os grupos Sham. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7| Expressão da proteína HIF-1α. Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; 
IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: Sham 2 semanas; Sham6: Sham 6 semanas; Sham18: Sham 
18 semanas; ShamIC: Sham IC; EAo2: EAo 2 semanas; EAo6: EAo 6 semanas; EAo18: EAo 18 semanas; 
EAoIC: EAo IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitrária. Dados expressos em 
média ± desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de variância para o esquema de dois fatores 
(grupo e momento de eutanásia) no delineamento casualizado complementada com o teste de 
comparações múltiplas de Tukey, nível de significância de 5%, p<0,05. * EAo vs respectivo Sham; ** 
EAoIC vs EAo2 e 18. 

4.5 Metabolismo da glicose no miocárdio 

4.5.1 Captação e transporte da glicose  

As variáveis analisadas na captação e transporte de glicose celular foram 

insulina sérica e expressão proteica do IR fosforilado, IR total, PI3K, GLUT1, GLUT4, 

AMPK fosforilado e AMPK total miocárdica. 

** 

β-actina – 43 kDa 

HIF-1α – 120 kDa 
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4.5.1.1 Insulina sérica 

A Figura 8 mostra que houve aumento significante da concentração de insulina 

sérica nos grupos EAo6 e EAo18 comparado com os Sham6 e Sham18; porém, o EAoIC 

apresentou redução significativa em relação ao ShamIC. Ao analisar a evolução dos 

animais com EAo verifica-se que o EAoIC apresentou diminuição da insulina em 

relação aos grupos EAo6 e EAo18; os animais EAo18 aumentaram em relação ao EAo2. 

Não houve diferença entre os grupos Sham.  

   

 

 

 

 
 
Figura 8| Concentração de insulina sérica. Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica 
supravalvar; IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: Sham 2 semanas; Sham6: Sham 6 semanas; 
Sham18: Sham 18 semanas; ShamIC: Sham IC; EAo2: EAo 2 semanas; EAo6: EAo 6 semanas; EAo18: 
EAo 18 semanas; EAoIC: EAo IC grave. Dados expressos em mediana e valores mínimo e máximo 
(n=12/grupo); técnica de análise de variância não paramétrica (ANOVANP) para o esquema de dois 
fatores (grupo e momento de eutanásia) no delineamento casualizado, complementada com o teste de 
comparações múltiplas de Dunn, nível de significância de 5%, p<0,05. *, **, ϯ, p<0,05. * EAo vs 
respectivos Sham; ** EAoIC vs EAo6 e EAo18; ϯ EAo18 e 6 vs EAo2. 

4.5.1.2 Receptor de insulina miocárdica 

As expressões proteicas dos receptores de insulina fosforilada (pIR), do IR total 

e a relação pIR/IR total estão apresentadas nas Figuras 9A, 9B e 9C. O pIR foi maior 

nos EAo6, EAo18 e EAoIC em relação aos respectivos Sham. O EAoIC foi maior em 

relação ao EAo2, EAo6 e EAo18; EAo6 e EAo18 foram maiores que EAo2; não houve 

diferença entre os grupos Sham (Figura 9A).  O IR total foi maior nos EAo18 e EAoIC 

** 

ϯ 

ϯ 
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em relação aos respectivos Sham; não houve diferença entre os quatros grupos 

Sham; o mesmo comportamento ocorreu nos quatro grupos EAo (Figura 9B). A 

relação pIR/IR total, foi maior nos EAo6, EAo18 e EAoIC versus respectivos Sham. A 

análise evolutiva mostrou que os Sham6, Sham18 e ShamIC foram maiores do que 

Sham2; e que os EAo6, EAo18 e EAoIC foram maiores do que o EAo2 (Figura 9C).  

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 

   

 

  

   

 
Figura 9 A, B e C| Expressão da proteína pIR (A), IR total (B) e a relação pIR/IR total (C). Sham: 
controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: Sham 2, 
semanas; Sham6: Sham 6, semanas; Sham18: Sham, 18 semanas; ShamIC: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 
semanas; EAo6: EAo, 6 semanas; EAo18: EAo 18, semanas; EAoIC: EAo, IC grave; CIA: controle interno 
da amostra; UA: unidade arbitrária. Dados expressos em média ± desvio padrão (n=8/grupo); técnica 
de análise de variância para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanásia) no 
delineamento casualizado, complementada com o teste de comparações múltiplas de Tukey, nível de 
significância de 5%, p<0,05. * EAo vs respectivos Sham; ** EAoIC vs EAo2, 6 e 18; ϯ EAo18 e 6 vs EAo2; # 
ShamIC, 18 e 6 vs Sham2. 
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4.5.1.3 PI3K miocárdica 

Na Figura 10 estão os dados referente a expressão proteica do PI3K 

miocárdica; houve aumento no EAoIC em relação ShamIC. O PI3K foi maior no EAoIC 

em relação aos demais grupos EAo. Não houve diferença entre os grupos Sham.  

 

 

 

 
 
 

Figura 10| Expressão da proteína PI3K. Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; 
IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: Sham 2, semanas; Sham6: Sham 6, semanas; Sham18: Sham, 
18 semanas; ShamIC: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAo6: EAo, 6 semanas; EAo18: EAo 18, 
semanas; EAoIC: EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitrária. Dados 
expressos em média ± desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de variância para o esquema de 
dois fatores (grupo e momento de eutanásia) no delineamento casualizado complementada com o teste 
de comparações múltiplas de Tukey, nível de significância de 5%, p<0,05. * EAo vs respectivo Sham; 
** EAoIC vs EAo2, EAo6 e EAo18.  
 

4.5.1.4 GLUT1 e GLUT4 miocárdico 

As expressões proteicas dos transportadores de glicose, GLUT 4 e GLUT 1, 

estão apresentados nas Figuras 11A e 11B. O GLUT 4 foi maior nos EAo6, EAo18 e 

EAoIC versus respectivos Sham; não houve diferença entre os quatros grupos Sham; 

o mesmo comportamento ocorreu nos quatro grupos EAo (Figura 11A); o GLUT1 foi 

maior nos grupos EAo em relação aos respectivos Sham. O EAoIC foi maior que o 

EAo6; não houve diferença entre os quatros grupos Sham (Figura 11B).  

 

β-actina – 43 kDa 

PI3K – 85 kDa 

** 
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Figura 11 A e B| Expressão da proteína GLUT4 (A) e GLUT1(B). Sham: controle operado; EAo: 
estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência cardíaca grave; Sham2: Sham 2, semanas; Sham6: Sham 
6, semanas; Sham18: Sham, 18 semanas; ShamIC: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAo6: EAo, 6 
semanas; EAo18: EAo 18, semanas; EAoIC: EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: 
unidade arbitrária. Dados expressos em média ± desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de 
variância para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanásia) no delineamento 
casualizado complementada com o teste de comparações múltiplas de Tukey, nível de significância de 
5%, p<0,05. * EAo vs respectivos Sham; ** EAoIC vs  EAo6.  

4.5.2 AMPK miocárdica 

As expressões proteicas do pAMPK, do AMPK total e a relação 

pAMPK/AMPKtotal estão apresentados nas Figuras 12A, 12B e 12C. A pAMPK foi 

menos nos grupos EAo18 e EAoIC versus respectivos Sham; o EAoIC é menor do que 

o EAo2 e EAo6; não houve diferença entre os quatros grupos Sham (Figura 12A). O 

AMPK total não apresentou diferença significante dos EAo versus respectivos Sham; 

no processo evolutivo, não houve diferença de comportamento nos grupos Sham e 

GLUT1 45-60 kDa 

β-actina – 43 
kDa 

                  GLUT4 - 50 kDa 

β-actina – 43 kDa 

 

** 



53 

 

 

 

*
*

C

2

Sham 2

EAo   
6

Sham
 

6 

EAo
 

18

 S
ham

 
18 

EAo
IC

Sham
  

IC

EAo

0.0

0.5

1.0

1.5

p
A

M
P

K
/A

M
P

K
 T

o
ta

l (
U

A
)

A

*
*

2

Sham 2

EAo   
6

Sham
 

6 

EAo
 

18

 S
ham

 
18 

EAo
IC

Sham
  

IC

EAo

0.0

0.5

1.0

1.5

p
A

M
P

K
 T

h
r1

7
2
(U

A
)

B

2

Sham 2

EA
o   

6

Sham
 

6 

EA
o

 
18

 S
ham

 
18 

EA
o IC

Sham
  

IC

EA
o

0.0

0.5

1.0

1.5

A
M

P
K

 T
o

ta
l 

(U
A

)

nos EAo(Figura 12B). A relação pAMPK/AMPKtotal mostrou que houve redução dos 

EAo18 e EAoIC versus respectivos Sham; o grupo EAoIC e EAo18 foram menores que o 

EAo2; não houve diferença entre os quatros grupos Sham (Figura 12C).  

 

 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 
 
 
Figura 12 A, B e C| Expressão da proteína pAMPK(A), AMPKTotal (B) e relação 
pAMPK/AMPKTotal (C). Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência 
cardíaca grave; Sham2: Sham 2, semanas; Sham6: Sham 6, semanas; Sham18: Sham, 18 semanas; 
ShamIC: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAo6: EAo, 6 semanas; EAo18: EAo 18, semanas; EAoIC: 
EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitrária. Dados expressos em média ± 
desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de variância para o esquema de dois fatores (grupo e 
momento de eutanásia) no delineamento casualizado complementada com o teste de comparações 
múltiplas de Tukey, nível de significância de 5%, p<0,05.  * EAo vs respectivos Sham; ** EAoIC vs EAo2, 

e 6; ϯ EAo18 vs EAo2. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

** 

 

 



54 

 

 

 

4.5.3 Glicólise miocárdica 

As expressões proteicas e as atividades enzimáticas envolvidas na via 

glicolítica miocárdica estão apresentados nas Figuras 13A, 13B, 13C e 13D. A 

expressão proteica da HKII foi maior nos grupos EAo6, EAo18 e EAoIC comparado com 

os respectivos Sham. Não houve diferença entre os quatros grupos Sham; o EAoIC foi 

maior versus EAo2 (Figuras 13A). A expressão da PFKF2 foi mais elevada nos EAo6, 

EAo18 e EAoIC em relação aos Sham. Não houve diferença entre os quatros grupos 

Sham; a PFKF2 foi maior no EAoIC em relação aos demais grupos EAo (Figura 13B). 

 As atividades enzimáticas da HK e PK estão apresentadas nas Figuras 13C e 

13D, respectivamente. A atividade da HK dos grupos EAo foram maiores do que os 

respectivos Sham. A análise evolutiva dos animais Sham mostrou que os Sham18 e 

ShamIC  foram menores do que os Sham2 e 6. O estudo evolutivo mostrou que os 

grupos EAo2, EAo6 e EAo18 são semelhantes e o grupo EAoIC foi maior em relação ao 

EAo18 (Figura 13C). A Figura 13D mostra que houve diferença da PK nos grupos 

EAo18 e EAoIC versus os respectivos Sham. A evolução temporal mostra que houve 

diferença do Sham2 versus Sham6, 18 e IC; o Sham6 foi maior do que Sham18 e IC. A 

PK foi semelhante dos grupos EAo. 
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Figura 13 A, B, C e D| Expressão da proteína HKII (A) e PFKFB2 (B) e atividade enzimática da 
proteína HKII (C) e PK (D). Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: 
insuficiência cardíaca grave; Sham2: Sham 2, semanas; Sham6: Sham 6, semanas; Sham18: Sham, 18 
semanas; ShamIC: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAo6: EAo, 6 semanas; EAo18: EAo 18, semanas; 
EAoIC: EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitrária. Dados expressos em 
média ± desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de variância para o esquema de dois fatores 
(grupo e momento de eutanásia) no delineamento casualizado complementada com o teste de 
comparações múltiplas de Tukey, nível de significância de 5%, p<0,05.  * EAo vs Sham; 13 A: ** EAoIC 
vs EAo2; 13 B: ** EAoIC vs EAo2, 6 e 18; 13C: ** EAoIC vs EAo18; δ ShamIC e 18 vs Sham2 e 6.; 14D: † 
Sham6, 18 e IC vs Sham2. # Sham18 e IC vs Sham6. 

** 

 β-actina – 43 kDa 

HKII – 102 kDa 
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PFK2 – 54 kDa 
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4.5.4 Expressão da piruvato desidrogenase e atividade da citrato sintase   

miocárdico  

A PDH foi menor nos grupos EAo18 e EAoIC em relação aos respectivos Sham. 

Não houve diferença entre os quatros grupos Sham; o EAoIC foi menor que o EAo2 e 

EAo6 (Figura 14A). A citrato sintase (CS) foi menor nos grupos EAo6, EAo18 e EAoIC 

comparado com os seus respectivos Sham (Figura 14B). Não houve diferença entre 

os quatros grupos Sham e nos EAo.  
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Figura 14 A e B| Expressão da proteína piruvato desidrogenase (A) e da atividade da citrato 
sintase (B). Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência cardíaca 
grave; Sham2: Sham 2, semanas; Sham6: Sham 6, semanas; Sham18: Sham, 18 semanas; ShamIC: 
Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAo6: EAo, 6 semanas; EAo18: EAo 18, semanas; EAoIC: EAo, IC 
grave; PDH: piruvato desidrogenase; CS: atividade da citrato sintase; CIA: controle interno da amostra; 
UA: unidade arbitrária. Dados expressos em média ± desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de 
variância para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanásia) no delineamento 
casualizado complementada com o teste de comparações múltiplas de Tukey, nível de significância de 
5%, p<0,05. * EAo vs Sham; ** EAoIC vs EAo2 e EAo6. 

β-actina – 43 kDa 
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4.5.5 Lactato desidrogenase e lactato miocárdico 

A expressão proteica, a atividade enzimática da LDH e a concentração do 

lactato miocárdico estão apresentados nas Figuras 15A, 15B e 15C.  

A expressão proteica da LDH aumentou nos grupos EAo18 e EAoIC versus os 

respectivos Sham; não houve diferença entre os quatros grupos Sham e nos EAo 

(Figura 15A). A atividade enzimática da LDH dos EAo6, EAo18 e EAoIC foi maior do 

que os Sham. O EAoIC foi maior em relação ao EAo2; não houve diferença entre os 

quatros grupos Sham (Figura 15B). A concentração de lactato foi maior nos grupos 

EAo6, EAo18 e EAoIC em comparação aos respectivos Sham. O lactato no ShamIC foi 

menor que o Sham6 e 18. O EAoIC fora menor que o EAo6 e 18; o EAo6 e 18 foram maiores 

que EAo2 (Figura 15C). 
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Figura 15 A, B e C| Expressão da proteína LDH (A),atividade enzimática da proteína LDH (B) e 
Lactato cardíaco (C). Sham: controle operado; EAo: estenose aórtica supravalvar; IC: insuficiência 
cardíaca grave; Sham2: Sham 2, semanas; Sham6: Sham 6, semanas; Sham18: Sham, 18 semanas; 
ShamIC: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAo6: EAo, 6 semanas; EAo18: EAo 18, semanas; EAoIC: 
EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitrária. Dados expressos em média ± 
desvio padrão (n=8/grupo); técnica de análise de variância para o esquema de dois fatores (grupo e 
momento de eutanásia) no delineamento casualizado complementada com o teste de comparações 
múltiplas de Tukey, nível de significância de 5%, p<0,05. * p<0,05, EAo vs Sham; 15B: ** p<0,05, EAoIC 
vs EAo2; 15C: ** p<0,05, EAoIC vs EAo6 e 18; ϯ p<0,05, EAo6 e 18 vs EAo2; δ p<0,05, ShamIC vs Sham6 e 

18. 

4.6 Análise canônica 

Análise de correlação canônica  (ACC) tem como objetivo principal medir 

associação linear entre conjuntos de variáveis; neste estudo foi utilizada ACC para 

medir associação entre os conjuntos do HIF-1α com os seguintes grupamentos 

derivados de: a) ecocardiograma - estrutura (AE, DDVE, EDPP e ESRVE), função 

diastólica (ONDAS E e A, E/A) e sistólica (%FE, %ENC. MESO); b) macroscopia post 

β-actina – 43 kDa 

LDH – 37 kDa 
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mortem cardíaca (VE, VD e AT); c) captação e transporte de glicose (insulina sérica, 

expressão proteica miocárdica do pIR, IR total, pIR/IRtotal, PI3K, GLUT1, GLUT4, 

pAMPK, AMPKtotal e pAMPK/AMPKtotal); d) glicólise cardíaca (expressão da HKII e 

atividade da HK, expressão da PFK e atividade da PK); e) via anaeróbica (expressão 

e atividade da LDH); e f) via aeróbica (expressão da PDH).  

A Tabela 4 mostra associação positiva e significativa do HIF-1α (𝑢1) com o 

conjunto das varáveis estruturais do ecocardiograma (𝑣1). A análise da carga canônica 

direta de 𝑣1 indica que as maiores correlações foram com as variáveis AE (0,95) e 

DDVE (0,88).  Na correlação cruzada, as cargas mais altas foram com AE (0,57) e 

DDVE (0,53).  

Tabela 4| Medidas de associação canônica do HIF-1α com as variáveis 
estruturais do ventrículo e átrio esquerdo dos grupos EAo2, 6, 18 e IC por 
ecocardiograma 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas (n=08); EAo6, 6 semanas 
(n=08); EAo18, 18 semanas (n=08); EAoIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; VE: 
ventrículo esquerdo; DDVE: diâmetro diastólico do VE; EDPP: espessura diastólica 
da parede posterior do VE; ERVE: espessura relativa do VE; AE: diâmetro átrio 
esquerdo; 
*p<0,05;  
𝑢 1 = 1,00 (HIF-1α); 
𝑣 1 = 0,53 DDVE + 0,44 EDPP + 0,15 ERVE + 0,57 AE 

A Tabela 5 revela associação significativa e linear do HIF-1α (𝑢1) com as 

variáveis que analisam a função diastólica (𝑣1). A análise da carga canônica direta de 

𝑣1, indica que as maiores correlações foram com onda E (0,91), onda A (-0,79) e E/A 

(0,75). Na correlação cruzada, os maiores valores foram: onda E (0,56), onda A (-

0,48) e E/A (0,46).  

Conjunto  Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (𝑢1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,60* 

Ecocardiograma 
estrutural (𝑣1) 

DDVE (0,53) 0,88 0,53 

EDPP (0,44) 0,73 0,44 

ERVE (0,15) 0,24 0,15 

AE (0,57) 0,95 0,57 
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Tabela 5| Medidas de associação canônica do HIF-1α com a função 
diastólica do ventrículo esquerdo dos grupos EAo2, 6, 18 e IC por 
ecocardiograma  

 
 
 
 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas, (n=08); EAo6, 6 semanas 
(n=08); EAo18, 18 semanas (n=08); EAoIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; VE: 
ventrículo esquerdo; AE: átrio esquerdo; AO: aorta; E/A: razão entre a velocidade 
de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contração atrial (onda A) do fluxo 
transmitral; TDE: tempo de desaceleração da onda E. 
*p<0,05; 𝑢1 = 1,00 (HIF-1α);  
𝑣1 = 0,56 onda E - 0,48 onda A + 0,46 E/A - 0,40 TDE  
 

 

A Tabela 6 visualiza que não houve associação significante HIF-1α com os 

parâmetros utilizados para avaliação da função sistólica do ventrículo esquerdo. 

 
 

Tabela 6| Medidas de associação canônica do HIF-1α com a função sistólica 
do ventrículo esquerdo dos grupos EAo2, 6, 18 e IC por ecocardiograma 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas(n=08); EAo6, 6 semanas (n=08); 
EAo18, 18 semanas (n=08); EAOIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; Enc Meso%: 
encurtamento de mesocardio em porcentagem; FE%: fração de ejeção em porcentagem; 
VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior.  
𝑢 1= 1,00 (HIF-1α);  

𝑣 1 = - 0,04 Enc Meso -  0,26 FE% – 0,06 VEPP 

 

A Tabela 7 exibe associação positiva e significativa do HIF-1α (𝑢1) com o 

conjunto das varáveis morfológica cardíaca - post mortem (𝑣1). A análise da carga 

canônica direta de 𝑣1 mostra que as correlações foram altas para o AT (0,97), seguidas 

do VD (0,96) e VE (0,92).  Na correlação cruzada os valores são: AT (0,56), VE (0,53) 

e VD (0,55).  

Conjunto Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (𝑢 1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,61* 

Ecocardiograma – 
função diastólica 

(𝑣1) 

Onda E (0,56) 0,91 0,56 

Onda A (-0,48) -0,79 -0,48 

E/A (0,75) 0,75 0,46 

 TDE (-0,65) -0,65 -0,40 

Conjunto Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (u1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,37 

Ecocardiograma -
função sistólica (𝑣1) 

Enc Meso % (-0,04) 0,11 0,40 

FE% (-0,26) 0,70 0,26 

VEPP (-0,06) 0,15 0,06 
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Tabela 7 – Medidas de associação canônica do HIF-1α com análise 
morfológica cardíaca – post mortem dos grupos EAo2, 6, 18 e IC 

 

 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas (n=08); EAo6, 6 semanas (n=08); 
EAo18, 18 semanas (n=08); EAOIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente;VE: ventrículo 
esquerdo; VD: ventrículo direito; AT: átrio.  

*p<0,05; 𝑢1 = 1,00 (HIF-1α);  

𝑣 1 = 0,53 VE + 0,55 VD + 0,56 AT 

 

A Tabela 8 revela associação significativa do HIF-1α (𝑢1) com as variáveis que 

analisam a captação de glicose (𝑣1), apresentando cargas canônica direta de 𝑣1 mais 

altas para GLUT4 (-0,69) e pAMPK (0,57). Na correlação cruzada, os valores mais 

altos foram para o GLUT4 (-0,50) e a pAMPK (0,42).  

Tabela 8 – Medidas de associação canônica do HIF-1α com proteínas 
envolvidas na captação de glicose miocárdica dos grupos EAo2, 6, 18 e IC 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas (n=08); EAo6, 6 semanas (n=08); EAo18, 18 
semanas (n=08); EAOIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; pAMPK: expressão proteica de 
adenosina monofosfato quinase, fosforilada; AMPK total: expressão proteica de adenosina 
monofosfato quinase total; pAMPK/AMPK total: relação pAMPK/AMPKTotal; pIR: expressão da 
proteína do receptor de insulina fosforilado; IR total: expressão da proteína do receptor de 
insulina total; pIR/IR total: relação pIR/IR total; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; Glut4 e 1: 
transportador de glicose 4 e 1.  
*p<0,05;  

𝑢1 = 1,00 (HIF-1α);  
𝑣1 = -0,42 pAMPK -0,25 AMPKt -0,25 pAMPK/AMPKt + 0,37 pIR - 0,0007 pIRt + 0,40pIR/Irt + 
0,36 PI3K + 0,50 GLUT-4 + 0,18 GLUT-1 + 0,18 Insulina. 

Conjunto Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (𝑢1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,57* 

Análise morfológica (post 

mortem) (𝑣1) 

VE (0,53) 0,92 0,53 

VD (0,55) 0,96 0,55 

AT (0,56) 0,97 0,56 

Conjunto Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (𝑢1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,73* 

Captação de glicose 

miocárdica (𝑣1) 

pAMPK (-0,42) 0,57 0,42 

AMPK total (-0,25) 0,34 0,25 

pAMPK/AMPK total (-0,48) 0,34 0,25 

pIR (0,37) -0,51 -0,37 

IR total (0,0007) 0,001          0,001 

pIR/IR total (0,40) -0,55 -0,40 

PI3K (0,36) -0,50 -0,36 

GLUT4 (0,60) -0,69 - 0,50 

GLUT1 (0,18) -0,24 -0,18 

Insulina (-0,14) 0,18 -0,14 
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A Tabela 9 indica associação positiva e significativa do HIF-1α (𝑢1) com o 

conjunto das varáveis da glicólise (𝑣1). A análise da carga canônica direta de 𝑣1 

visualiza que as maiores correlações foram da expressão da PFK2 (0,81) e atividade 

HK (0,66).  Na correlação cruzada os valores superiores foram: expressão PFK2 (0,51) 

e atividade HK (0,41).  

Tabela 9 – Medidas de associação canônica do HIF-1α com as 
proteínas envolvidas na glicólise cardíaca dos grupos EAo2, 6, 18 e IC 

 
 
 
 

 
 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas (n=08); EAo6, 6 semanas 
(n=08); EAo18, 18 semanas (n=08); EAoIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; Exp. 
HKII: expressão proteica da hexoquinase II; Ativ. HKII: atividade da hexoquinase II; 
Exp. PFK: expressão proteica da fosfofrutoquinase; Ativ. PK: atividade da piruvato 
quinase. 
*p<0,05;  

𝑢1 = 1,00 (HIF-1α);  

𝑣 1 = 0,20 Exp. HKII + 0,41 Ativ. HKII + 0,51 PFK – 0,15 PK 

 

A Tabela 10 indica associação positiva e significativa do HIF-1α (𝑢1) com o 

conjunto das varáveis da via anaeróbica (𝑣1). A análise da carga canônica direta de 𝑣1 

mostra que a maior correlação foi com a expressão LDH (0,89).  Na correlação 

cruzada o valor superior foi a expressão LDH (0,48).  

 

 

 

Conjunto Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (𝑢 1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,62* 

Glicólise (𝑣1) 

Exp. HKII (0,20) 0,32 0,20 

Ativ. HK (0,41) 0,66 0,41 

Exp. PFK2 (0,51) 0,81 0,51 

Ativ. PK (-0,15) -0,24 -0,15 
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Tabela 10 – Medidas de associação canônica do HIF-1α com a 
expressão proteica e atividade da LDH dos grupos EAo2, 6, 18 e IC 

 

 
 

EAo: estenose aórtica supravalvar; EAo2: 2 semanas (n=08); EAo6, 6 semanas 
(n=08); EAo18, 18 semanas (n=08); EAoIC, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; Exp. 
LDH: expressão proteica lactato desidrogenase; Ativ. LDH: atividade lactato 
desidrogenase. 

 *p<0,05;  

𝑢1 = 1,00 (HIF-1α);  

𝑣1 = 0,02 Exp. LDH + 0,48 Ativ. LDH. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Conjunto Variável (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada 

HIF-1α (𝑢1)  HIF-1α (1,00) 1,00 0,62* 

Via anaeróbica (𝑣1) 
Exp. LDH (0,02) 0,89 0,48 

Ativ. LDH (0,48) 0,05 0,02 
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5-DISCUSSÃO 

O objetivo deste trabalho foi analisar o comportamento do HIF-1α, metabolismo 

da glicose e função e associação entre o HIF-1α e estes parâmetros durante o 

processo de evolução da remodelação cardíaca. Os principais achados foram: a) 

aumento do HIF-1α início da RC, com agravamento nas fases finais da doença; b) 

alteração precoce no metabolismo da glicose caracterizada por acentuação da via 

glicolítica e desvio para a via anaeróbica a partir da 6ª semana de EAo; c) acentuação 

da hipertrofia ventricular esquerda, deterioração precoce na função diastólica e severa 

disfunção sistólica e diastólica na fase de insuficiência cardíaca grave; d) associação 

entre o HIF-1α com mudança na estrutura, função diastólica e metabolismo da glicose. 

5.1 Remodelação cardíaca 

5.1.1 Expressão do HIF-1α  

 O HIF-1α, sinalizador máster da homeostase do oxigênio celular, ativado em 

situação de déficit de O2, tem como finalidade de elevar a disponibilidade dessa 

molécula e de energia(26), por exemplo, aumentar a angiogênese e o metabolismo da 

glicose(102,103). Os resultados mostraram que houve aumento do HIF-1α em todos os 

momentos de EAo comparados com os controles, inclusive na fase precoce da 

hipertrofia cardíaca (EAo2); durante o processo evolutivo da remodelação houve 

importante elevação do HIF-1α na fase insuficiência cardíaca grave. Esses dados 

corroboram com estudos da literatura, em que amostras de corações de diferentes 

tipos de hipertrofia cardíaca patológica apresentaram valores aumentados de HIF-

1α(92,104,105). 

 Os possíveis mecanismos responsáveis pelo incremento do HIF-1α durante o 
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processo de remodelamento, não estão totalmente esclarecidos(106). A elevação do 

HIF-1α pode estar relacionada com aumento da sua síntese e/ou diminuição da 

degradação(35). A literatura mostra que o HIF-1α pode ser sintetizado por  fator 

mecânico, aumento do estresse parietal(107) e/ou por estímulo bioquímico, por 

exemplo: fatores de crescimento, interleucina-6, interferon gamma e óxido nítrico(108–

110). A elevação do HIF-1α pode, também, estar relacionado com a redução da 

degradação, desde que esse fenômeno está associado a níveis de O2 tecidual; em 

condição de hipóxia há estabilização do HIF-1α e, consequentemente, redução da sua 

decomposição. Com a estabilização, ele liga-se a co-ativadores,  direciona para o 

núcleo e inicia a transcrição gênica; esse processo, efeito cardioprotetor, tem como 

finalidade elevar a disponibilidade de O2 tecidual pela busca da homeostase 

energética(24,111–113)
. 

 Existem evidências na literatura que pode haver desequilíbrio entre a demanda 

e a oferta de oxigênio no miocárdio remodelado, em razão do processo de 

angiogênese ser de menor intensidade que o grau de hipertrofia do miócito(114,115). 

Esse desajuste pode levar a redução da disponibilidade de oxigênio no tecido, o que 

acarreta diminuição da degradação e consequente aumento dos níveis do HIF-1α 

cardíaco(24,111–113) visualizado neste trabalho, em corações com estenose aórtica 

supravalvar e hipertrofia ventricular esquerda. 

5.1.2 Estrutura e função  

 A análise dos dados da macroscopia cardíaca, post mortem, durante o processo 

de remodelação, mostrou que com 2 semanas de estenose aórtica houve aumento da 

massa do ventrículo esquerdo. A avaliação da função evidenciou que, embora, as 

variáveis que analisaram o desempenho diastólico e sistólico não tenham se alterado, 
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houve aumento do diâmetro do átrio esquerdo; esta mudança é, provavelmente, 

decorrente de disfunção diastólica, embora não tenha alterações nas variáveis 

utilizadas na avaliação da função diastólica pelo ecocardiográfico. Após 6 semanas 

de EAo, a acentuação da hipertrofia concêntrica foi acompanhada de intensificação 

da disfunção diastólica, com características de pseudonormal. Com 18 semanas 

houve maior grau de remodelação concêntrica, com estabilização da disfunção 

diastólica e deterioração do desempenho sistólico. Na fase de insuficiência cardíaca 

grave manteve-se o padrão de hipertrofia concêntrica, aumento importante do átrio 

esquerdo e piora significante das funções sistólica e diastólica.  

 A análise dos resultados obtidos, neste trabalho, durante o processo evolutivo 

da RC mostrou que a estenose aórtica supravalvar provocou agravamento estrutural 

e funcional do coração. Em resposta a sobrecarga mecânica, tipo pressórica, ocorre 

desenvolvimento de remodelação concêntrica, como a finalidade de normalizar o 

estresse parietal sistólico, determinante do grau de encurtamento da fibra cardíaca, 

isto é, ejeção ventricular(1,6). O estímulo para o aumento do tecido cardíaco é 

decorrente de fatores mecânicos e bioquímicos, que agem nos receptores, canais 

iônicos e integrinas presentes na membrana sarcolemal; esse processo, via cascata 

de sinalizadores citosólicos, ativa fatores transcricionais que acarretam alterações na 

expressão gênica e, consequentemente, aumento na síntese proteica miocárdica, 

desencadeando hipertrofia do miócito, da célula muscular lisa e hiperplasia da matriz 

extracelular(8,14).  

  Dependendo da relação entre as características do agente agressor (estímulo) 

e a resposta do receptor (coração), a remodelação do tecido miocárdico pode 

acarretar distúrbio funcional, diastólico e/ou sistólico, e posteriormente levar ao quadro 

de insuficiência cardíaca(116,117). Os mecanismos responsáveis pela deterioração da 
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função cardíaca permanecem incertos. No modelo experimental de sobrecarga 

pressórica, diversos fatores podem estar envolvidos: alteração na geometria das 

câmaras, qualidade das proteínas contráteis, matriz extracelular, citoesqueleto, 

trânsito de cálcio intracelular, suporte neuro-hormonal, aumento na morte celular 

(necrose, apoptose e autofagia), déficit de substrato energético e/ou de oxigênio (3,6,8–

14). Estas alterações devem ter se intensificado durante o processo evolutivo com 

agravamento, importante, na fase de insuficiência cardíaca grave.  

5.1.3 Associação canônica entre HIF-1α com a estrutura e a função cardíaca 

Um dos objetivos deste trabalho foi analisar a associação canônica entre o HIF-

1α, estrutura e função do coração dos animais com EAo.  Os dados mostraram que 

houve correlação significante entre o aumento do HIF-1α e o estrutura cardíaca 

analisada por ecocardiograma e post mortem. Em situação de hipertrofia cardíaca, o 

desbalanço entre a demanda e a oferta de oxigênio, acarreta déficit dessa molécula e  

aumento na expressão do HIF-1α(106). 

Embora os achados significativos da associação canônica não indiquem relação 

de causa e efeito, há evidência na literatura que o HIF-1α participa do processo de 

hipertrofia cardíaca patológica; Chu et al., 2012(62) mostraram em cultura neonatal  de 

miócitos  de ratos Wistar, com 1 a 2 dias de idade, que o HIF-1α  tem papel importante 

no desenvolvimento de hipertrofia cardíaca em resposta ao estresse gerado pela 

hipóxia, ativando a via cálcio/calcineurina. Além do HIF-1α estar associado com 

resposta hipertrófica do miócito, que é o principal responsável pelo aumento da massa 

cardíaca, o HIF-1α media a transcrição de genes envolvidos no processo de 

angiogênese(118) e da regulação da matriz extracelular(34). 

Os resultados também indicaram associação entre a expressão do HIF-1α e as 



69 

 

 

 

variáveis que analisaram a função diastólica; a correlação mostrou valor positivo para 

onda E, E/A e negativa para onda A e TDE. Há evidências na literatura que mostram 

que o HIF-1α pode estar envolvido na gênese da disfunção diastólica do ventrículo 

esquerdo hipertrofiado; entre os possíveis mecanismos envolvidos na deterioração do 

desempenho diastólico encontram-se a diminuição na expressão e atividade da 

bomba de cálcio (Ca2+) do retículo sarcoplasmático (SERCA2a) e aumento da matriz 

extracelular, fibrose(95,119,120).  

Estudos mostraram que o HIF-1α participa da gênese da disfunção diastólica; 

Ronkainen et al.(121) evidenciaram em miócitos embrionários de ratos submetido a 

situação de hipóxia diminuição da recaptação do Ca2+ pela SERCA2a; os autores 

sugeriram que o aumento do HIF-1α provocou a supressão da expressão da 

SERCA2a. Bekeredjian et al, 2010(93) verificaram em corações de camundongos com 

mutação na expressão do HIF-1α, um decréscimo de 92% na expressão da 

SERCA2a. Essas pesquisas mostraram o envolvimento do HIF-1α na disfunção 

diastólica por acarretar supressão/diminuição da gênese da SERCA2a.  

 Outro mecanismo em que o HIF-1α contribui para a disfunção diastólica está 

relacionado com alteração na matriz extracelular. Ruthenborg et al.(122) relataram que 

o HIF-1α participa do processo de fibrose ativando a proliferação e migração dos 

fibroblastos e diferenciação dos miofibroblastos. Dados não publicados, relacionados 

a este trabalho, evidenciaram que animais com EAo18 e EAoIC mostraram importante 

fibrose, com aumento de colágeno I e V miocárdico. Neste sentido, os resultados deste 

estudo permitem direcionar que o aumento do HIF-1α pode estar envolvido na 

disfunção diastólica por diminuição na expressão da SERCA2a e elevação da matriz 

extracelular. 
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5.1.4 Metabolismo da glicose 

No processo de contração e relaxamento no coração adulto normal, cerca de 60-

70% da energia é obtida da beta oxidação de ácidos graxos e 30-40% da via 

glicolítica(15–19,123), em razão da maior produção de energia pelos lipídeos. Na 

situação de remodelação cardíaca patológica ocorre reprogramação metabólica, com 

redução da utilização dos lipídeos e aumento da glicose(84,124). Entretanto, há carência 

de informações a respeito do momento em que inicia e se intensifica a reprogramação 

metabólica da glicose durante o processo de evolução da estenose aórtica, e se essa 

mudança está associada com déficit de oxigênio e disfunção sistólica e/ou 

diastólica(16,17).  

 Em condições normais, a captação de glicose cardíaca depende do gradiente de 

concentração transmembrana da glicose, do número, atividade e distribuição 

subcelular dos transportadores de glicose (GLUTs)(84). Os mecanismos moleculares 

envolvidos na translocação do GLUT4 inclui, entre outros, a via dependente de 

insulina(84).  A insulina é o principal hormônio envolvido na regulação do metabolismo 

da glicose, mediando a translocação da vesícula contendo GLUT4 para a membrana. 

A insulina se liga ao receptor de insulina (IR), que se autofosforila; esse fenômeno 

acarreta a fosforilação do substrato do receptor de insulina (IRS), ativando o 

fosfoinositol-3-quinase (PI3K), que catalisa a formação de 3,4,5 trifosfato inositol 

[PI(3,4,5)P3]. Essa molécula, estimulando a quinase dependente de fosfoinositol 

(PDK), ativa a proteína quinase B (PKB/AKT) que fosforila e inativa o substrato 160 

da AKT (AS160); o AS160 inibe a função de uma pequena proteína, ligada a 

guanosina trifosfato da subfamília, denominada Ras (Rab-GTP). A inibição favorece a 

translocação da vesícula contendo GLUT4 para a membrana plasmática, onde sofre 

processo de fusão.  
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 Além da insulina, a translocação do GLUT4 pode também sofrer influência da 

proteína quinase ativada pela adenosina monofosfato (AMPK) que é regulada por 

isquemia, contração e exercício físico(84). Outro importante transportador da glicose 

miocárdica, principalmente em condições basais, é o GLUT1, localizado na membrana 

plasmática e independente de insulina(84,89) (Figura 4).  

 A partir do momento em que é captada pelo miocárdio, a glicose sofre 

fosforilação pela enzima hexoquinase (HK), formando a glicose 6-fosfato (G-6P); este 

substrato, utilizado principalmente na via glicolítica, também está envolvido na síntese 

de glicogênio, ribose,  vias da pentose fosfato e aldose redutase-poliol(84). O produto 

final da via glicolítica, o piruvato, pode seguir diferentes caminhos, dependendo da 

disponibilidade de oxigênio celular. Na via aeróbica, o piruvato, na mitocôndria, é 

convertido em Acetil Coenzima A (Acetil CoA) pela ação da piruvato desidrogenase 

(PDH) e, posteriormente, o Acetil CoA reage com oxaloacetato pela citrato sintase 

(CS) formando o citrato no ciclo de Krebs. Na via anaeróbica, o piruvato é reduzido 

para lactato pela ação da lactato desidrogenase (LDH)(16,84).  

 Os resultados desse trabalho mostraram que ocorreu alteração do metabolismo 

da glicose na 2ª semana de EAo, visualizada pelo aumento da expressão do GLUT1 

e da atividade da HK. Nesta fase inicial, a resposta hipertrófica ventricular esquerda, 

em torno 30%, acarreta elevação da demanda energética. Afim de manter a 

homeostase, o coração utiliza de recursos que aumenta oferta de energia às custas 

de processos que consomem menos ATP. Neste sentido, poupa a via de sinalização 

de insulina envolvida na translocação do GLUT4, dependente de ATP e utiliza o 

GLUT1, independente de insulina. O incremento do GLUT1 acarreta elevação da 

captação, aumento na concentração citosólica de glicose e, consequentemente, maior 

atividade enzimática da hexoquinase. Neste trabalho, o aumento da atividade da HK 
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não foi acompanhada da elevação da expressão dessa enzima, sugerindo que a 

alteração na celeridade foi suficiente para compensar o aumento da demanda 

energética miocárdica. Os mecanismos envolvidos no aumento da expressão do 

GLUT1 não estão totalmente esclarecidos; os possíveis fatores envolvidos são: 

isquemia/hipóxia e estímulos hipertróficos, como agonista alfa-adrenérgico(84). O 

aumento do sinalizador de hipóxia na fase da EAo2 corrobora para indicativo de 

isquemia/hipóxia sugerido pelos investigadores.  

 Na 6ª semana, os dados mostraram que houve acentuação na alteração do 

metabolismo da glicose nos grupos EAo6 em relação aos respectivos Sham6. A maior 

demanda energética derivada do aumento da hipertrofia ventricular, em torno de 41%, 

além de acarretar elevação do GLUT1, também ativou outros sistemas, como o da via 

de sinalização da insulina, com a finalidade de incrementar a captação e utilização da 

glicose. Nesse sentido, houve aumento dos níveis séricos de insulina, fosforilação do 

IR, relação pIR/IRtotal, GLUT4 e das enzimas envolvidas na glicólise como, atividade 

da HK e expressão da HKII e PFK2. A hiperinsulinemia e o aumento da fosforilação 

do IR não foi acompanhada de alteração na expressão do PI3K, considerado o 

mediador mais importante da captação da glicose na via da insulina(125). Além desta 

via, outros fatores podem participar da translocação do GLUT4 como a isquemia, 

contração e exercício físico; essas vias são independentes do PI3K, mas utilizam do 

AMPK para translocar o GLUT4 para a membrana(84). Entretanto, na 6ª semana, não 

houve alteração na expressão e na atividade do AMPK, o que sugere que essa via 

poderia não estar participando do aumento da expressão do GLUT4. Portanto, em 

razão desses resultados, sugerimos que estudos posteriores são necessários para 

verificar o(s) possível(eis) mecanismo(s) envolvido(s) no aumento do GLUT4 na 

condição de EAo6.   
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 A elevação das proteínas envolvidas no processo de captação de glicose foi 

acompanhada pelo aumento de duas enzimas da via glicolítica: HK, que fosforila a 

glicose (G-6P) e a PFK2 que ativa a PFK1, via formação de frutose-2-6-bifosfato (F2,6-

BP).  A atividade da hexoquinase é regulada pela concentração de G-6P, ATP, 

adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e fosfato (P)(88). Enquanto 

o aumento da G-6P e do ATP inibe, a elevação da ADP, AMP e P estimula a atividade 

da HK(88). Além do incremento da atividade, houve também aumento na quantidade 

da HKII, possivelmente, em razão da maior demanda metabólica necessária para o 

miocárdio hipertrofiado e com importante disfunção diastólica; a expressão da HKII é 

regulada pela insulina e HIF-1α(126,127). O aumento da expressão da PFK2 pode 

também estar relacionada com a situação de hipóxia; a elevação do HIF1-α, 

constatada na EAo6, induz ativação gênica da PFK(128), na tentativa de manter a 

homeostase energética(129). A atividade e a expressão da PFK2 também podem estar 

sujeitas à regulação hormonal; insulina eleva os níveis de PFK2, que via F2,6BP, 

aumenta atividade do PFK1 e consequentemente a via glicolítica(128,130,131).  

 Resultado interessante foi o comportamento da citrato sintase no ciclo de Krebs; 

a redução significativa dessa enzima no coração hipertrofiado permite inferir que no 

EAo6 houve desvio do metabolismo da via aeróbica para anaeróbica, comprovado 

pelo aumento da atividade da LDH e da concentração de lactato. Uma possível 

explicação para o aumento da atividade da LDH e da concentração de lactato poderia 

ser proveniente da redução da oxidação do piruvato, visualizada pela queda da 

atividade SC; a diminuição da oxidação do piruvato aumenta atividade e a expressão 

da LDH e, consequentemente, eleva a concentração de lactato(84). O lactato via ciclo 

de Cori pode se transformar em glicose que é utilizada no coração, via glicolítica, com 

a finalidade de aumentar a disponibilidade energética(132). Na 18ª semana, as 
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alterações na via da insulina foram análogas as observadas em relação aos grupos 

EAo6 versus Sham6; entretanto, houve redução da expressão da pAPMK e da 

pAMK/AMPKtotal, sem alteração da AMPKtotal. Os dados referentes a AMPK 

divergem da literatura, desde que investigadores que analisaram essa enzima 

verificaram aumento desta proteína em processos isquêmicos e hipertróficos(84,133). 

Trabalho recente em nosso laboratório, utilizando ratos com EAo18 e características 

morfo-funcionais cardíacas semelhantes ao desta investigação, não encontrou 

diferença na fosforilação e expressão da AMPK em relação ao controle(134).  

 A AMPK é considerada "medidora master de energia" da célula, e ativa em 

resposta a inúmeros fatores, como o aumento da relação AMP/ATP(84,133,135). A queda 

da fosforilação da AMPK, neste trabalho, sugere que embora a relação AMP/ATP 

possa estar aumentada em situação de hipertrofia acentuada, pode haver 

anormalidade nas quinases responsáveis pela fosforilação do AMPK [proteína 

quinase dependente de cálcio-calmodulina quinase (CAMKK) e quinase de fígado B1 

(LKB1)].  

 Na 18ª semana de EAo ocorreu incremento da via glicolítica visualizada pelo 

aumento na atividade da HK e PK e na expressão da HKII e PFK2; os mecanismos 

responsáveis por essas mudanças foram descritos acima, no momento EAo6.  

 A análise da PDH, SC, LDH e do lactato mostrou que houve acentuação do 

desvio para a via anaeróbica em detrimento da aeróbica; ocorreu redução da 

expressão da PDH e aumento da expressão da LDH, situação não visualizada no 

grupo EAo6 versus Sham6. A redução da expressão da PDH, neste trabalho sugere 

que esse fenômeno possa estar envolvido na diminuição da CS miocárdica e 

consequentemente da oxidação da glicose. Entretanto, no EAo6 em que houve 

redução da CS, não ocorreu da queda da expressão da PDH; esse comportamento 
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mostra que a diminuição da CS não é exclusivamente dependente da alteração da 

PDH. A redução da oxidação do piruvato, visualizada pela redução da CS, poderia 

elevar a atividade e a expressão da LDH e, consequentemente, aumento da 

concentração de lactato. O comportamento dessas variáveis que indicam acentuação 

do desvio para via anaeróbica, sugerem déficit de oxigênio, sinalizado nesse trabalho 

pelo incremento do HIF-1α, em razão do grau de hipertrofia ventricular esquerda, em 

torno de 48%. 

 Na fase de insuficiência cardíaca grave, o grupo EAoIC apresentou alterações 

em todas as proteínas envolvidas na via de sinalização da insulina, na glicólise e 

desvio para via anaeróbica, em relação ao controle. Neste momento, foi constatada 

queda importante do nível de insulina sérica; dado marcante, é que esta redução não 

foi acompanhada de queda da expressão e da fosforilação do receptor de insulina, 

que se mostraram elevados. Esses resultados, associado a elevação da expressão 

do PI3K, importante enzima na sinalização da via da insulina, sugerem tentativa de 

elevar a regulação das proteínas envolvidas na translocação do GLUT4, com a 

finalidade de aumentar a captação de glicose, mesmo na condição de redução da 

insulina.  

 O organismo busca constantemente a homeostase, na tentativa de manter o 

nível ideal de glicose miocárdica, em condições de repouso ou de estresse. Em 

situação de hiperinsulinemia, a manutenção adequada de glicose intracelular pode ser 

ajustada por adaptação nas proteínas envolvida na captação, por exemplo, diminuição 

da atividade e expressão destas proteínas. Na situação de hipoinsulinemia, como 

nesta investigação, há uma tentativa de manter a homeostase da glicose miocárdica 

às custas do aumento da expressão e/ou da atividade das proteínas da via de 

sinalização de insulina(88).  
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 Os mecanismos envolvidos na situação de hipoinsulinemia acompanhada da 

elevação das proteínas da via de sinalização da insulina precisam ser esclarecidos. A 

redução da insulina sérica sugere que o pâncreas pode estar com a função 

comprometida. Além das alterações na via de insulina, o aumento do GLUT1 no EAoIC 

indica que o coração está utilizando diferentes recursos para elevar a produção de 

energia, que encontra-se reduzida na fase de insuficiência cardíaca grave(84,88). Um 

resultado intrigante foi a redução da atividade da AMPK no grupo EAoIC. Este 

resultado diverge da literatura, em que na maioria dos trabalhos a fosforilação da 

AMPK está aumentada, no sentido de tentar manter a homeostase energética(88). A 

possível explicação para diminuição da pAMPK e pAMPK/AMPKtotal foi explanada 

anteriormente no grupo EAo18.  

 As proteínas envolvidas na glicólise (HK, HKII, PFK2, PK), na via aeróbica (PDH 

e SC) e na via anaeróbica (LDH e lactato) mostraram comportamento semelhante ao 

grupo EAo18 versus Sham18, isto é, aumentadas na glicólise e via anaeróbica e 

reduzidas na aeróbica. As explicações para essas alterações foram descritas acima 

quando abordados os grupos EAo6 e 18 comparados com Sham6 e Sham18. 

 Nesse trabalho, a analise do metabolismo da glicose, durante o processo de 

evolução da remodelação, mostrou alteração significativa ao longo do tempo, que 

acentuou-se na fase de insuficiência cardíaca grave. Os dados revelaram que a 

reprogramação energética ocorreu precocemente, no momento EAo2, intensificando-

se nas fases EAo6,18 e IC, observado pelo aumento das proteínas envolvidas na 

captação da glicose e glicólise. O desvio da via aeróbica para anaeróbica ocorreu a 

partir do momento EAo6. 

 As alterações no metabolismo da glicose no coração remodelado podem ser 

consequentes ao déficit de oxigênio tecidual(79,80,136), visualizado precocemente pelo 



77 

 

 

 

aumento do HIF-1α. O incremento da massa cardíaca acarreta desequilíbrio entre a 

oferta e demanda de oxigênio; a desarmonia entre a capacidade proliferativa da rede 

capilar e o grau de hipertrofia do miocárdio(114,115) limita a oferta de oxigênio, levando 

ao déficit energético(137).  Com a finalidade de compensar a redução da disponibilidade 

energética, o coração utiliza a via glicolítica em detrimento dos ácidos graxos, o que 

acarreta diminuição da capacidade de produzir o ATP, que pode causar disfunção 

cardíaca(138). A redução na oferta de energia acarreta fibrose, dilatação e deterioração 

contrátil(137), em razão do coração ser um órgão que necessita de alta disponibilidade 

energética(139).  

5.1.5 Associação entre o HIF-1α e metabolismo da glicose  

 Uma das finalidades desta pesquisa foi analisar a associação canônica entre o 

conjunto formado pelo HIF-1α e as variáveis do metabolismo da glicose durante o 

processo de evolução da remodelação. Os resultados mostraram correlação 

significativa do HIF-1α com os conjuntos das variáveis que analisaram a captação de 

glicose, glicólise e via anaeróbica.  

 Embora, como referido, a associação canônica não indique relação de causa e 

efeito, há evidências na literatura que o HIF-1α participa da captação de glicose, 

glicólise e via anaeróbica(23,68,106). No processo de captação, o maior grau de 

correlação cruzada do HIF-1α foi com o GLUT4 (-0,50); isto é, quanto mais alto o valor 

o HIF-1α, menor o de GLUT4. Os dados da literatura são controversos a respeito da 

participação do HIF-1α como fator transcricional do GLUT4(56,69,71–73); de acordo com 

nossos resultados, podemos sugerir que o HIF-1α não participa da transcrição do 

GLUT4. Não encontramos na literatura explicação biológica para a alta associação 

positiva entre o HIF-1α e o pAMPK (0,42).  
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  A correlação do HIF-1α com o conjunto da via glicolítica foi significativa. O maior 

grau de correlação do HIF-1α foi com expressão da PFK2 (0,51). Esse resultado está 

compatível com a explicação biológica, desde que o HIF-1α é fator transcricional para 

o PFK2 e das inúmeras proteínas envolvidas na via glicolítica, inclusive para a HKII(23). 

Embora a correlação canônica foi significativa entre o HIF-1α com atividade da HK 

(0,41) não encontramos explicações para esse fenômeno. 

 HIF-1α tem relação canônica significativa com o conjunto da via anaeróbica; este 

fato encontra suporte biológico, em razão do HIF-1α participar da transcrição da LDH 

e não estar envolvido na expressão da piruvato desidrogenase(68). A interpretação da 

análise canônica nos leva a inferir que, na situação de hipóxia, o HIF-1α favorece a 

formação de lactato via LDH, em detrimento da formação do citrato no ciclo de Krebs. 

É importante ressaltar que o lactato produzido pela glicólise pode pelo ciclo de Cori se 

transformar em glicose e ser utilizado pelo coração(132). 
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6-CONCLUSÃO 

As hipóteses deste trabalho foram confirmadas: 

 há aumento do HIF-1α e reprogramação do metabolismo da glicose na fase inicial 

de hipertrofia e disfunção diastólica cardíaca (EAo2);  

 durante o processo de evolução da RC ocorre elevação do HIF-1α, das proteínas 

envolvidas na captação de glicose e via glicolítica com desvio para via anaeróbia.  

 há associação entre o conjunto do HIF-1α com o agrupamento das variáveis 

relacionadas com o metabolismo da glicose, da estrutura e função diastólica 

cardíaca. 

Este trabalho induz à novas perguntas relacionadas ao metabolismo da glicose, 

por exemplo: a) como a redução da insulina foi acompanhada de aumento da sua via 

de sinalização no EAoIC? b) o que levou a redução da pAMPK e pAMPK/AMPKtotal a 

partir da EAo18? Estas e outras perguntas, cuja as respostas não estão disponíveis na 

literatura, somente poderão ser obtidas com a realização de pesquisas posteriores no 

campo do metabolismo energético e da remodelação cardíaca. 
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