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                    As doenças cardiovasculares (DCV) são a maior causa de invalidez e 
mortalidade em todo o mundo. Entre os principais fatores de risco para o 
desenvolvimento das DCV estão o diabetes mellitus (DM) e a hipertensão arterial 
sistêmica (HAS). Frequentemente, há co-existência de DM e HAS e isso ocasiona 
aumento do risco de eventos cardiovasculares. Os danos causados tanto pela HAS 
como pelo DM têm sido associados com o aumento do estresse oxidativo. A família 
de enzimas nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase constitui 
uma das principais fontes de produção de espécies reativas de oxigênio no sistema 
cardiovascular. A apocinina (APO) tem sido caracterizada como um inibidor da 
NADPH oxidase desde a década de 1980. Apesar de evidências promissoras do uso 
da APO no tratamento de inúmeras doenças, há estudos questionando seu poder 
inibidor da NADPH oxidase. Além de controvérsias do uso da APO no bloqueio da 
NADPH oxidase em células não fagocíticas, poucos estudos avaliaram os efeitos 
desse bloqueio sobre o remodelamento cardíaco. Além disso, a escassez de 
informações é maior quando se associa HAS e DM. Portanto, o objetivo foi analisar a 
influência da inibição da NADPH oxidase por apocinina sobre o remodelamento 
cardíaco em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com diabetes mellitus. 
Métodos: SHR, machos, com 7 meses de idade, foram divididos em quatro grupos: 
controle (CTL, n=18), controle+apocinina (CTL+APO, n=18); diabético (DM, n=20) e 
diabético+apocinina (DM+APO, n=20). DM foi induzido por estreptozotocina (40 
mg/kg, ip, dose única). Os grupos CTL+APO e DM+APO receberam APO (16 
mg/kg/dia, diluída na água dos animais) durante 8 semanas. A avaliação estrutural e 
funcional in vivo do coração foi realizada por meio do ecocardiograma. O estudo 
funcional in vitro foi realizado pela técnica do músculo papilar do ventrículo esquerdo 
(VE). Para análise estrutural in vitro, foram medidos os pesos do VE, ventrículo 
direito e átrios. Amostras dessas estruturas, do fígado e do pulmão foram utilizadas 
para o cálculo da razão peso úmido/peso seco desses órgãos. Amostras do VE 
foram obtidas para medir o diâmetro dos miócitos, a área ocupada pelo colágeno e a 
concentração de hidroxiprolina. A expressão proteica do colágeno tipo I, colágeno 
tipo III e lisil oxidase foi avaliada por western blotting no VE. O estresse oxidativo foi 
avaliado pela dosagem da atividade das enzimas superóxido dismutase, glutationa 
peroxidase, catalase e capacidade antioxidante hidrofílica (CAH) no plasma e pela 
dosagem das mesmas enzimas e da concentração de hidroperóxido de lipídio no 
tecido cardíaco. A quantificação dos produtos finais de glicação avançada (AGEs) no 
VE foi realizada por imunohistoquímica, e a atividade da NADPH oxidase também no 
VE foi avaliada por HPLC.  Estatística: As comparações foram realizadas por 
ANOVA – esquema fatorial 2x2 (p<0,05). Resultados: Nos grupos diabéticos, o 
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ecocardiograma mostrou aumento dos diâmetros do VE e átrio esquerdo, ambos 
normalizados pelo peso corporal, e aumento no tempo de relaxamento do VE. O 
estudo do músculo papilar mostrou comprometimento da função contrátil e de 
relaxamento, nos grupos diabéticos em relação aos seus respectivos controles. 
Esses efeitos não foram atenuados pela APO. Na condição basal, o grupo 
CTL+APO mostrou diminuição da tensão desenvolvida, e na manobra de pós-pausa 
de 30 segundos, a apocinina causou discreta piora da função miocárdica nos grupos 
CTL+APO e DM+APO. Em relação as variáveis morfométricas, o grupo DM+APO 
mostrou menor congestão pulmonar em relação ao grupo DM. O grupo DM 
apresentou maior congestão dos átrios e fígado em relação aos controles, enquanto 
que o grupo DM+APO não apresentou diferença em relação ao grupo CTL+APO. A 
avaliação da hipertrofia dos cardiomiócitos não mostrou diferença significante entre 
os grupos. Na análise do colágeno miocárdico, os animais do grupo DM 
apresentaram aumento na concentração de hidroxiprolina, e os animais do grupo 
DM+APO mostraram aumento na fração de colágeno intersticial em relação aos 
respectivos controles. A APO não influenciou essas análises do colágeno e 
hipertrofia cardíaca. Na análise por western blotting, a expressão do colágeno tipo I, 
lisil oxidase e relação do colágeno tipo I/tipo III não apresentaram diferença 
significante entre os grupos. A expressão do colágeno tipo III foi menor nos grupos 
diabéticos em relação aos respectivos controles. A APO não interferiu nessas 
variáveis. A avaliação do extresse oxidativo mostrou que a APO aumentou a 
atividade de algumas enzimas antioxidantes e diminuiu a quantidade de 
hidroperóxido de lipídio nos animais diabéticos. No entanto, houve diminuição na 
atividade das enzimas antioxidantes nos animais controles que receberam a APO. A 
CAH foi menor nos animais diabéticos em relação aos respectivos controles, a APO 
não influenciou essa variável. A quantificação dos AGEs e a avaliação da atividade 
da NADPH oxidase não mostraram diferença significante entre os grupos; a APO 
não influenciou essas variáveis. Conclusão: A apocinina reduz o estresse oxidativo e 
não atenua o remodelamento cardíaco causado pelo diabetes mellitus e, 
provavelmente, não bloqueia a NADPH oxidase em cardiomiócitos. Indícios de 
prejuízo na função ventricular e miocárdica e na atividade das enzimas 
antioxidantes, em animais hipertensos sem diabetes, alertam para a cautela no uso 
dessa substância. 
 

Palavras-chave: diabetes mellitus, hipertensão arterial, remodelamento cardíaco, 
ratos espontaneamente hipertensos, estresse oxidativo, NADPH 
oxidase, apocinina. 
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Cardiovascular diseases (CVD) are the major cause of morbidity and 

mortality worldwide. Diabetes mellitus (DM) and arterial hypertension (AH) are the 

main risk factors for the development of CVD. The coexistence of diabetes and 

hypertension is common and leads to an increased risk of cardiovascular events. 

Organs damage caused by hypertension and DM have been associated with 

increased oxidative stress. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 

oxidase enzymes family is a major source of reactive oxygen species in the 

cardiovascular system. Apocynin (APO) has been characterized as an inhibitor of 

NADPH oxidase since the 1980’s decade. Despite promising evidence of APO in the 

treatment of many diseases, there are studies questioning its power as an inhibitor of 

NADPH oxidase. Besides controversies on the use of apocynin in blocking NADPH 

oxidase in non-phagocytic cells, few studies have evaluated the effects of its 

blockade on cardiac remodeling. In addition, there is a lack of information when AH 

and DM are associated. Therefore, the aim was to analyze the influence of NADPH 

oxidase inhibition by apocynin on cardiac remodeling in spontaneously hypertensive 

rats (SHR) with diabetes mellitus. Methods: Seven-month-old male SHR were divided 

into four groups: control (CTL, n=18); CTL+APO (n=18); DM (n=20); DM+APO 

(n=20). DM was induced by streptozotocin (40 mg/kg, i.p., single dose). CTL+APO 

and DM+APO groups received APO (16 mg/kg/day, diluted in the water) for 8 weeks. 

In vivo cardiac structures and functions were assessed by echocardiogram. In vitro 

functional study was performed by left ventricular papillary muscle study. In vitro left 

ventricle (LV), right ventricle and atria weights were measured. Samples of these 

structures, liver and lung were used to calculate the wet/dry weight ratio. LV tissue 

samples were obtained to measure myocyte diameters, interstitial collagen fraction, 

and hydroxyproline concentration. Left ventricular types I and III collagen and lysyl 

oxidase protein expressions were evaluated by western blotting. Oxidative stress was 

evaluated by measuring the activity of superoxide dismutase, glutathione peroxidase, 

catalase, and hydrophilic antioxidant capacity (HAC) in plasm, and the same 

enzymes and lipid hydroperoxide concentration in LV tissue. Quantification of the 

advanced glycation end products (AGEs) in LV was performed by 

immunohistochemistry, and NADPH oxidase activity was assessed by HPLC.  

Statistics: Comparisons were performed by ANOVA - 2x2 factorial (p<0.05). Results: 

In diabetic groups, echocardiogram showed increased LV and left atrium diameters 

indexed for body weight, and increased LV relaxation time. Papillary muscle study 
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showed impaired contractile function and relaxation in diabetic groups compared to 

their respective controls. These effects were not attenuated by APO. At baseline, the 

CTL+APO group showed decreased developed tension, and at postrest contraction 

of 30 seconds maneuver, apocynin caused mild worsening of myocardial function in 

CTL+APO and DM+APO groups. Morphometric analyses showed lower pulmonary 

congestion in DM+APO compared to DM group. DM group showed greater atria and 

liver congestion than control, while DM+APO showed no difference compared to 

CTL+APO group. Cardiomyocyte diameters were not different between groups. 

Myocardial collagen analyses showed increased hydroxyproline concentration in DM 

group, and DM+APO group showed increased interstitial collagen fraction when 

compared to their respective controls. Results of collagen and cardiac hypertrophy 

analyses were not affected by APO. Protein expressions of type I collagen, lysyl 

oxidase, and type I/III collagen ratio were not different between groups. Type III 

collagen expression was lower in diabetic groups compared to their respective 

controls. APO did not interfere in these variables. Assessment of oxidative stress 

showed that APO increased antioxidant activity of some enzymes and decreased the 

amount of lipid hydroperoxide in diabetic animals. However, APO decreased the 

activity of antioxidant enzymes in control animals. The HAC was lower in diabetic 

animals compared to their respective controls; the APO did not influence this 

variable.  Quantification of AGEs and assessment of NADPH oxidase activity showed 

no significant difference between the groups; APO did not influence these variables. 

Conclusion: apocynin reduces oxidative stress and does not attenuate cardiac 

remodeling caused by diabetes mellitus, and probably does not block the NADPH 

oxidase in cardiomyocytes. Some evidence of impaired ventricular and myocardial 

function and activity of antioxidant enzymes in nondiabetic hypertensive animals, 

alert to caution in using this substance. 

 

      Key-words: diabetes mellitus, arterial hypertension, cardiac remodeling, 

spontaneously hypertensive rats, oxidative stress, NADPH oxidase, 

apocynin. 
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As doenças cardiovasculares (DCV) são a maior causa de invalidez e 

mortalidade em todo o mundo (Pagidipati & Gazino, 2013). Segundo a Organização 

Mundial da Saúde, estima-se para 2030 que mais de 23 milhões de pessoas 

morrerão por DCV (Laslett et al., 2012). Portanto, as DCV são motivos de 

preocupação da comunidade médica e de autoridades governamentais. Além disso, 

acomete indivíduos adultos jovens na idade produtiva, causando invalidez parcial ou 

total, e com graves consequências para o indivíduo, os familiares e a sociedade. 

A prevalência dos fatores de risco para o desenvolvimento das DCV 

está aumentando em ritmo alarmante. Entre os principais fatores estão o diabetes 

mellitus (DM) e a hipertensão arterial sistêmica (HAS) que causam aumento da 

morbidade e mortalidade (Sowers & Epstein, 1995; Alderman et al., 1999; Go et al., 

2013). 

                    Define-se HAS como uma síndrome caracterizada pela presença de 

níveis tensionais elevados nas artérias, associados a alterações metabólicas, 

hormonais e fenômenos tróficos (hipertrofias cardíaca e vascular) (Lotufo, 2009; 

Sociedade Brasileira de Hipertensão, 2010). Dados da Organização Mundial da 

Saúde mostram que a HAS é um importante problema de saúde pública e que 

devido as suas complicações é responsável por cerca de 9,4 milhões de mortes por 

ano no mundo (World Health Organization, 2013). 

Para o estudo experimental da HAS, frequentemente é utilizada a 

linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), desenvolvidos por Okamoto 

e Aoki (1963), por meio de reprodução genética, que resultou em animais 

naturalmente hipertensos (Okamoto et al., 1966). Esse modelo experimental de HAS 

é similar, em muitos aspectos à hipertensão primária do homem (Trippodo & 

Frohlich, 1981). Precocemente, os animais desenvolvem elevação da pressão 

arterial e hipertrofia do ventrículo esquerdo do tipo concêntrica (Trippodo & Frohlich, 

1981; Anversa et al., 1984). O crescimento da massa ventricular permite a 

manutenção da função sistólica normal, apesar da elevada pressão arterial. 

O DM é uma desordem metabólica de etiologia múltipla, caracterizada 

por hiperglicemia crônica, a qual acarreta distúrbios no metabolismo de carboidratos, 

gorduras e proteínas, resultantes de defeitos na secreção e/ou ação da insulina 

(Alberti & Zimmet, 1998).   A prevalência de DM é elevada na população mundial e 

estima-se que até 2030 haverá aumento de 69% no número de adultos com DM em 

países em desenvolvimento e de 20% em países desenvolvidos (Shaw et al., 2010). 
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Além de ser responsável por danos em múltiplos órgãos (nervos, rins e 

olhos), o DM é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da 

aterosclerose coronariana, bem como causa da doença miocárdica não aterogênica, 

a miocardiopatia diabética (MCD). 

A MCD é originada como resultado de complexas relações entre 

anormalidades metabólicas que acompanham o diabetes e suas consequências 

celulares, levando à alteração da estrutura e função miocárdica (Boudina & Abel, 

2007; Miki et al., 2013). Entre as alterações celulares está a perda anormal de 

cardiomiócitos por apoptose, causada principalmente pelo estresse oxidativo que 

ocorre no DM (González et al., 2003; Khavandi et al., 2009; Fiorentino et al., 2013). 

Frequentemente, há co-existência de DM e HAS e isso ocasiona 

aumento do risco de eventos cardiovasculares (Mancia, 2005; Matheus et al., 2013). 

A HAS agrava as complicações cardiovasculares associadas ao DM e vice-versa. A 

co-existência dessas duas desordens resulta em maiores danos estruturais e 

funcionais cardíacos que aqueles causados por apenas uma delas, e pode resultar 

em insuficiência cardíaca congestiva prematura, morte súbita e infarto agudo do 

miocárdio (Grossman & Rosenthal, 1995; Sowers & Epstein, 1995; Factor et al., 

1996; Alderman et al., 1999). 

 A HAS tem sido apontada como um importante fator de risco para o 

desenvolvimento de DM, pois indivíduos com pressão arterial elevada têm de 2 a 3 

vezes mais chance de desenvolver diabetes do que aqueles com pressão arterial 

normal (Grossman & Messerli, 2008; Williams, 2013). 

Os danos causados tanto pela HAS como pelo DM têm sido 

associados com o aumento do estresse oxidativo (Paravicini & Touyz, 2008; Briones 

& Touyz, 2010; Yang et al., 2011).  

O termo estresse oxidativo refere-se ao desequilíbrio entre a geração 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) e as defesas antioxidantes, além de 

disfunção das enzimas envolvidas na produção das EROs (Sies, 1997; Maraldi et al., 

2013).  

Em condições fisiológicas as EROs atuam como sinalizadores 

celulares, porém em excesso causam diversos danos ao organismo. Elas são 

capazes de induzir oxidação e danos às macromoléculas, membranas e DNA, e 

assim contribuir para o dano celular e aceleração da morte celular através de 

apoptose e necrose (Cave et al., 2005; Rodiño-Janeiro et al., 2013). 
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No diabetes, a hiperglicemia, hiperlipidemia e inflamação, por estimular 

a geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, causam a maior parte de 

suas complicações (Pappachan et al., 2013). A hiperglicemia é um importante fator 

responsável pelos danos oxidativos por meio dos seguintes mecanismos: aumento 

do fluxo pela via dos polióis, ativação de isoformas de proteína quinase C, aumento 

do fluxo da via de hexosaminas e formação de produtos finais de glicação avançada 

(AGEs, do inglês advanced glycation end products) (Laakso, 2011; Fiorentino et al., 

2013). AGEs são formados através da glicação não enzimática de proteínas e lípides 

e auto-oxidação da glicose, desse modo alterando a estrutura e função tecidual 

(Giacco & Brownlee, 2010). A produção de AGEs é uma das principais vias de danos 

oxidativos causados pelo DM, e evidências sugerem que AGEs estão envolvidos em 

diversos meios de geração de estresse oxidativo, inclusive aumentam a geração de 

EROs pela NADPH oxidase em células endoteliais humanas (Toma et al., 2009). 

As EROs podem ser geradas por diferentes fontes, tais como, cadeia 

de transporte de elétron mitocondrial, xantina oxidase, mieloperoxidase, e 

lipoxigenase (Paletta-Silva et al., 2013), no entanto, a família de enzimas 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase com suas subunidades 

catalíticas (NOX) constitui uma das principais fontes de produção de EROs no 

sistema cardiovascular (Murdoch et al., 2006; Rodiño-Janeiro et al., 2013; Altenhofer 

et al. 2014). As NADPH oxidases são enzimas transmembrana que produzem 

superóxido pela transferência de um elétron da NAD(P)H para o oxigênio molecular. 

Sete membros da NOX foram identificados em diversos órgãos e tecidos. Nos 

cardiomiócitos, são expressas a NOX 2 e, principalmente, a NOX 4, que são as 

subunidades principais, ligadas à subunidade p22phox (Akki et al, 2009; Kuroda & 

Sadoshima, 2010; Altenhofer et al. 2014). A NOX 2, para se tornar ativa, precisa se 

ligar a subunidades citosólicas, como p67phox, p47 phox e outras, que se deslocam 

até a membrana. Já a NOX 4 é constitutivamente ativa, ou seja, não precisa se ligar 

a estas subunidades citosólicas (Akki et al, 2009; Kuroda & Sadoshima, 2010; 

Altenhofer et al. 2014).  

O aumento da atividade da NADPH oxidase resulta na formação de 

radicais livres com consequente diminuição de antioxidantes celulares tais como a 

glutationa peroxidase, superóxido dismutase e catalase (Dias & Griffiths, 2014). 

O complexo tipo fagocítico NADPH oxidase é uma importante fonte 

produtora de EROs na vasculatura e está implicado na fisiopatologia da hipertensão 
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e aterosclerose. Estudos em modelos experimentais de doenças cardíacas têm 

sugerido papel importante da NADPH oxidase no miocárdio (Heymes et al., 2003; 

Teshima et al., 2014). Há relatos de aumento na expressão e atividade da NADPH 

oxidase no miocárdio em modelos experimentais de sobrecarga pressórica e 

hipertrofia cardíaca (Li et al., 2002).  Portanto, evidências sugerem papel de 

destaque das EROs, derivadas da NADPH oxidase, na gênese da disfunção contrátil 

do miocárdio (MacCarthy et al., 2001; Rodiño-Janeiro et al., 2013). Em 2003, um 

estudo forneceu os primeiros dados do aumento da atividade e expressão da 

NADPH oxidase no miocárdio de humanos com insuficiência cardíaca crônica 

(Heymes et al., 2003). 

No cenário do DM também há relatos de que a glicose induz alterações 

na atividade da NADPH oxidase (Ding et al., 2007; Teshima et al., 2014). Visto que 

esse complexo enzimático desempenha importante papel em diversas patologias, 

tem havido grande interesse no bloqueio de sua atividade, pois, o desenvolvimento 

de inibidores específicos pode fornecer ferramentas para desvendar o papel da 

NAPDH oxidase e contribuir para o tratamento de inúmeras doenças (Rabêlo et al., 

2010; Rodiño-Janeiro et al., 2013).  

A apocinina, isolada da planta medicinal Picrorhiza kurroa (Stolk et al., 

1994), além de suas múltiplas ações biológicas e antioxidantes, tem sido 

caracterizada como um inibidor da NADPH oxidase desde a década de 1980 

(Simons et al., 1990). Grande número de estudos disponíveis na literatura tem 

utilizado a apocinina para tal finalidade (Rabêlo et al., 2010; Kinkade et al., 2013).  O 

papel da apocinina é impedir a liberação do ânion superóxido pela NADPH oxidase, 

através do bloqueio da montagem funcional do complexo enzimático, inibindo a 

migração do p47phox para a membrana (Touyz, 2008). 

Os efeitos benéficos do uso do inibidor da NADPH oxidase, apocinina, 

têm sido notados. Rugale et al. (2005) demonstraram que o uso da apocinina 

reduziu a produção do ânion superóxido e os produtos avançados de oxidação 

proteica, induzidos pela angiotensina II, no ventrículo esquerdo de ratos. Pechánová 

et al. (2009) demonstraram que a apocinina foi capaz de diminuir a produção de 

EROs em ratos hipertensos.  Em ratos alimentados com frutose, a apocinina 

melhorou a função endotelial e o desenvolvimento de hipertensão arterial (Unger & 

Patil, 2009). 
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Em modelos de diabetes, a apocinina diminuiu a expressão da NADPH 

oxidase na aorta de ratos diabéticos e restaurou a função endotelial e a síntese de 

óxido nítrico (Olukman et al., 2010). O tratamento com apocinina atenuou a 

neuropatia diabética em um estudo experimental com ratos (Zhao et al., 2014). Além 

disso, a apocinina melhorou a função renal no modelo de nefropatia induzida por DM 

em ratos (Gill & Wilcox, 2006). Por fim, evidências sugerem que o uso do inibidor da 

NADPH oxidase pode ser considerado importante alvo para o tratamento da 

miocardiopatia diabética (Privratsky et al., 2003; Zhou et al., 2008; Li et al., 2010; 

Rodiño-Janeiro et al., 2013). Roe et al. (2011) em estudo com camundongos 

diabéticos relataram melhora da função cardíaca pela apocinina. 

Poucos estudos utilizaram a apocinina no modelo experimental 

associando HAS e DM. Dhaunsi et al. (2010) verificaram que a apocinina atenuou a 

elevação da atividade da NADPH oxidase no rim de SHR com diabetes, reduziu a 

proteinúria e a hiperglicemia, e teve pequeno efeito na redução da pressão arterial 

média.  

Apesar de evidências promissoras do uso da apocinina no tratamento 

de inúmeras doenças, há estudos questionando seu poder inibidor da NADPH 

oxidase. Alguns relatam a apocinina apenas como antioxidante e não como 

bloqueadora da atividade da NADPH oxidase em células não fagocíticas (Heumüller 

et al., 2008; Touyz, 2008), outros estudos apontam uma atividade pró-oxidante da 

apocinina nesses tipos celulares (Vejrazka et al., 2004, Riganti et al., 2006, Castor et 

al., 2010).  

Desse modo, além das controvérsias do uso da apocinina no bloqueio 

da NADPH oxidase em células não fagocíticas, poucos estudos avaliaram os efeitos 

desse bloqueio sobre o remodelamento cardíaco. Além disso, a escassez de 

informações é maior quando se associa HAS e DM. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Objetivo
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Analisar a influência da inibição da NADPH oxidase por apocinina 

sobre o remodelamento cardíaco em ratos espontaneamente hipertensos com 

diabetes mellitus. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Material e Métodos
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Animais e Constituição dos Grupos 
 

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR), machos, 

com 7 meses de idade, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica na Área da Ciência de Animais de Laboratório – CEMIB, da Universidade 

de Campinas - UNICAMP. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo 

CEEA 863-2011). 

Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos:  

 Controle (CTL, n=18): SHR que receberam ração comercial e água ad libitum; 

 Controle + apocinina (CTL+APO, n=18): SHR que receberam ração comercial e 

água ad libitum com apocinina; 

 Diabético (DM, n=20): SHR diabéticos que receberam ração comercial e água ad 

libitum; 

 Diabético + apocinina (DM+APO, n=20): SHR diabéticos que receberam ração 

comercial e água ad libitum com apocinina. 

A distribuição dos animais entre os grupos foi realizada de acordo com 

o peso corpóreo e pressão arterial de modo que as médias entre os grupos fossem 

similares, embora os animais não diferissem significativamente. Também foi 

realizado exame ecocardiográfico em ambos os grupos, antes da indução do 

diabetes, para assegurar que, além da pressão arterial elevada, os animais também 

apresentassem uniformidade quanto à estrutura e função cardíaca. 

A indução de DM foi realizada por meio da administração 

intraperitoneal de estreptozotocina (Sigma, St. Louis, MO, USA), em dose única, na 

concentração de 40 mg/kg de peso corporal, diluída em tampão citrato 0,1M pH 4,5 

(Fernandes et al., 2010). Os animais controles receberam apenas a solução tampão. 

Sete dias após a administração de estreptozotocina ou tampão (Bugger & Abel, 

2009), amostras de sangue foram retiradas por punção da cauda, e a glicemia foi 

determinada através de um glicosímetro (Advantage). Os animais que 

apresentaram concentração de glicose sérica acima de 220 mg/dL foram 

considerados diabéticos (Babu & Srinivasan, 1999).  A glicemia dos animais foi 

medida no início e no final do período experimental. 

Sete dias após a injeção de estreptozotocina, e confirmado o estado 

diabético, os ratos pertencentes aos grupos CTL+APO e DM+APO receberam, 
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diariamente, apocinina (Sigma, St. Louis, MO, USA), na concentração de 16 

mg/kg/dia diluída na água dos animais, durante todo o período experimental que foi  

de 8 semanas (Gimenes et al., 2012; Lu et al., 2013). O consumo de água foi 

medido diariamente, além disso, os animais foram pesados semanalmente em 

balança digital (Mettler® modelo Spider 2). 

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, sendo mantidos em 

ambiente com temperatura (21±2o C) e fotoperíodo (ciclos 12/12 horas claro/escuro) 

controlados. 

 

Aferição da Pressão Arterial 
 

A pressão arterial sistólica (PAS) foi medida na cauda do animal, em 

dois momentos: 1) antes da administração de estreptozotocina ou somente solução 

tampão; e 2) ao final do período experimental. Para aferição da pressão arterial 

sistólica foi utilizado o método pletismografia (Pfeffer et al., 1971). Os ratos foram 

colocados em uma caixa de madeira (50x40 cm), forrada com maravalha de pinus 

autoclavada, à temperatura de 40ºC por 5 minutos com a finalidade de causar 

vasodilatação da artéria caudal. Para aferição da PAS foi utilizado o eletro-

esfigmomanômetro Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical 

Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno da cauda do animal e conectado a 

um transdutor de pressão (Gould, OH, USA). O manguito foi insuflado até atingir 

pressão de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As pulsações arteriais foram 

registradas em sistema de aquisição de dados computadorizado (AcqKnowledge® 

MP100, Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA, USA). 

 

Estudo Ecocardiográfico 
 

O ecocardiograma foi realizado no início e ao final do período 

experimental. Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, 

i.p.) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Após tricotomia da região anterior do tórax, 

os animais foram posicionados em leve decúbito lateral esquerdo para a realização 

do exame. Foi utilizado o equipamento modelo Vivid S6 (General Electric Medical 

Systems, Israel) equipado com transdutor multifrequencial de 5,0-11,5 MHz. Para 

realizar as medidas estruturais do coração, foram obtidas imagens em modo 
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monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo bidimensional, com o 

transdutor em posição para-esternal, eixo menor. A avaliação do ventrículo esquerdo 

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

mitral no nível dos músculos papilares (Simone et al., 1992; Litwin et al., 1995; 

Okoshi et al., 2004). As imagens da aorta e do átrio esquerdo foram obtidas 

posicionando o cursor do modo-M ao nível do plano da valva aórtica. As imagens 

obtidas no modo-M foram registradas em uma impressora modelo UP-895 (Sony 

Co., Japan). Posteriormente, as estruturas cardíacas foram medidas, manualmente, 

com o auxílio de um paquímetro (Mitutoyo, Japan). As seguintes estruturas foram 

medidas: diâmetros diastólico (DDVE) e sistólico (DSVE) do VE; espessuras 

diastólicas e sistólicas da parede posterior do VE (EDPP e ESPP) e do septo 

interventricular (EDSIV e ESSIV); diâmetros da aorta (AO) e do átrio esquerdo (AE). 

A espessura relativa do VE (ERVE) foi calculada dividindo-se a EDPP multiplicada 

por dois pelo DDVE. A massa do VE (MVE) foi calculada pela fórmula 

[(DDVE+EDPP+EDSIV)3–(DDVE)3]x1,04, onde 1,04 representa a densidade 

específica do miocárdio (Litwin et al., 1995; Paiva et al., 2003). O índice de MVE 

(IMVE) foi calculado normalizando a MVE para o peso corporal. A função sistólica do 

VE foi avaliada pelos seguintes índices: 1) porcentagem de encurtamento 

endocárdico (%endo) [(DDVE–DSVE)/DDVE]x100; 2) porcentagem de 

encurtamento mesocárdico (%meso) {[(DDVE+½EDPP+½EDSIV)-

(DSVE+½ESPP+½ESSIV)]/(DDVE+½EDPP+½EDSIV)}x100; 3) velocidade de 

encurtamento da parede posterior (VEPP), que é a tangente máxima do movimento 

sistólico da parede posterior. A função diastólica do VE foi avaliada pelos seguintes 

índices: 1) pico de velocidade do enchimento diastólico inicial (onda E); 2) pico de 

velocidade do enchimento diastólico tardio (onda A); 3) razão entre as ondas E e A 

(E/A); 4) tempo de desaceleração da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento 

isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequência cardíaca 

(TRIVn=TRIV/R-R0,5). A avaliação conjunta da função diastólica e sistólica do VE foi 

realizada pelo índice de desempenho miocárdico também conhecido por índice de 

Tei (soma do tempo de contração isovolumétrica e TRIV, dividido pelo tempo de 

ejeção do VE) (Tei et al., 1997). O estudo foi complementado pela avaliação por 

Doppler tissular dos deslocamentos sistólico (S’), diastólico inicial (E’) e tardio (A’) do 

anel mitral (média aritmética das velocidades de deslocamento das paredes lateral e 

septal), e pela razão entre as ondas E e E’ (E/E’).  
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Estudo do Músculo Isolado 

 
A avaliação funcional do músculo isolado foi realizada no dia seguinte à 

realização do ecocardiograma, de acordo com os procedimentos rotineiramente 

realizados em nosso laboratório (Cicogna et al., 2000; Okoshi et al., 2006; Gut et al., 

2008). Sob anestesia com pentobarbital sódico (50 mg/kg, i.p.), os animais foram 

submetidos a toracotomia mediana. O coração foi rapidamente removido e colocado 

em solução de Krebs-Henseleit, à temperatura de 28º C, previamente oxigenada (10 

minutos) com 95% de oxigênio (O2) e 5% de dióxido de carbono (CO2). A 

composição da solução de Krebs-Henseleit, em milimoles por litro, é: 118,5 NaCl; 

4,69 KCl; 2,52 CaCl2; 1,16 MgSO4; 1,18 KH2PO4; 5,50 glicose e 25,88 NaHCO3 

(Krebs & Henseleit, 1932). 

Após dissecção do ventrículo direito e corte no septo interventricular, o 

VE foi dividido em duas partes, cada uma contendo o seu músculo papilar e, em 

seguida, dissecados numa placa de vidro contendo solução descrita acima. O 

músculo de aspecto macroscópico mais adequado teve suas extremidades presas a 

anéis de aço inoxidável e, a seguir, o músculo papilar foi transferido para câmara de 

vidro contendo solução de Krebs-Henseleit, constantemente oxigenada com 95% de 

O2 e 5% de CO2 e mantida à temperatura de 28º C, graças ao uso de banho 

circulante (PAPST, K-5058). O pH da solução foi mantido entre 7,38 a 7,42 e a 

pressão parcial de oxigênio entre 550 a 660 mmHg. O músculo papilar foi mantido 

em posição vertical na câmara de vidro. O anel inferior foi ligado a fio de aço 

inoxidável de 0,38 mm de diâmetro, conectado a transdutor de força (Kyowa 120T 

20B) e o superior conectado a fio de aço, semelhante ao anterior, preso à 

extremidade do braço longo de uma alavanca isotônica. Sobre esta extremidade 

localiza-se um micrômetro que permite ajustar o comprimento de repouso do 

músculo. Na extremidade do braço curto da alavanca foi suspenso, por fio de aço, 

peso de 2,5 a 5,0 g, denominado pré-carga, que tem por finalidade promover o 

estiramento inicial do músculo papilar. O músculo foi estimulado 12 vezes por minuto 

por meio de eletrodos de platina tipo agulha (E8 – Grass), posicionados 

paralelamente ao eixo longitudinal do músculo. Os eletrodos foram acoplados a 

estimulador elétrico, programado para liberar estímulos em onda quadrada de 5 ms. 

A voltagem de estímulo utilizada, 12 a 15 volts, corresponde a valor 10% acima do 

mínimo necessário para provocar resposta mecânica máxima do músculo. 
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Após período de 60 minutos no qual o músculo permaneceu sob 

contrações sem desenvolver força (contração isotônica) foi colocada pós-carga de 

50 g. A carga total (pré-carga + pós-carga) impediu que o músculo encurtasse 

passando a desenvolver somente força (contração isométrica). Após estabilização 

do músculo em contração isométrica, este foi progressivamente estirado, por meio 

do micrômetro, até a força desenvolvida atingir o seu valor máximo. O comprimento 

de estiramento da fibra muscular que corresponde a força ou tensão máxima 

desenvolvida, em contração isométrica, denomina-se Lmax. Após atingir Lmax, o 

músculo foi novamente colocado em contração isotônica durante 5 minutos. A 

seguir, o músculo papilar foi recolocado em contração isométrica, para determinação 

final de Lmax. O registro das variáveis foi iniciado após verificar-se que o músculo 

permaneceu estável em contração isométrica durante 15 minutos. Os seguintes 

parâmetros foram analisados: tensão desenvolvida (TD), tensão de repouso (TR), 

tempo para atingir o pico da tensão desenvolvida (TPT), velocidade máxima de 

elevação da tensão desenvolvida (+dT/dt) e velocidade máxima de queda da tensão 

desenvolvida (-dT/dt). As contrações isométricas foram registradas utilizando 

sistema de aquisição de dados computadorizado (Acqknowledge* MP100, Biopac 

Systems Inc.). Com o objetivo de comparar o desempenho de músculos de 

tamanhos diferentes, os valores de TD, TR, +dT/dt e –dT/dt foram normalizados 

pelas respectivas áreas seccionais. 

As variáveis morfológicas utilizadas para caracterizar os músculos 

papilares foram: comprimento (mm), peso (mg) e área seccional (AS, mm2). O 

comprimento (Lmax) foi medido com o auxílio de catetômetro Gartner (Gartner 

Scientific Corporation). A porção muscular entre os anéis de aço foi cortada, 

submetida à secagem com papel filtro e pesada. Considerando-se que o músculo 

papilar possui forma cilíndrica, é uniforme e apresenta peso específico aproximado 

de 1,0, a AS foi calculada dividindo-se o peso pelo comprimento.  

O estudo funcional in vitro foi complementado por manobras que 

aumentam a contratilidade miocárdica, com a finalidade de avaliar a reserva 

contrátil. Após o período de estabilização em Lmax, foi realizada a manobra de pós-

pausa, que consiste em analisar a primeira contração muscular após repouso de 30 

segundos. Passados 10 minutos, foi trocada a solução nutriente de Krebs-Henseleit 

para outra com concentração extracelular de Ca++ de 1,25 mM, deixando o músculo 

se estabilizar por 10 minutos; a seguir, foi realizada elevação de cálcio para 2,50 
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mM. Após essas manobras, o músculo foi recolocado em solução nutriente com Ca++ 

de 1,25 mM, deixando-se estabilizar por 10 minutos. A seguir, foi realizada adição de 

isoproterenol na concentração de 10-6 M e, após 10 minutos de estabilização, os 

parâmetros foram obtidos. 

 

Análise de Variáveis Anatômicas 
 

O grau de hipertrofia foi avaliado pelos pesos dos ventrículos direito e 

esquerdo e dos átrios e pela razão entre os pesos úmidos dessas estruturas e o 

peso corporal. Após a retirada do coração do tórax, foram colhidos o pulmão e 

fragmentos do fígado para determinação da razão peso úmido/peso seco desses 

órgãos. As razões entre os pesos úmidos e secos também foram calculadas para os 

átrios e ambos os ventrículos. A razão peso úmido/seco reflete a quantidade de 

líquido no tecido. 

 

Análise Histológica do Coração 
 

Após a pesagem dos ventrículos direito e esquerdo, foram cortados 

fragmentos da parte central do VE, com 3 a 5 mm de espessura. O material foi 

imerso em formalina 10% neutra e tamponada, durante 72 horas, a 4º C. Após esse 

período, o tecido foi lavado, desidratado e incluído em parafina. Cortes histológicos 

com 5 a 7 μm de espessura foram submetidos à coloração por hematoxilina e 

eosina, para quantificação do diâmetro dos miócitos, e a coloração por picrosirius 

red para quantificação do colágeno miocárdico. 

A análise morfométrica foi realizada utilizando-se uma câmara de vídeo 

acoplada a um microscópio Leica, com objetiva 40X, conectado a computador 

equipado com um programa analisador de imagem (Image-Pro Plus 3.0, Media 

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Em secções transversas do VE, foram 

medidos os menores diâmetros transversos de, no mínimo, 50 fibras cardíacas nas 

quais o núcleo foi claramente identificado (Ahmet et al., 2005). Para avaliação do 

colágeno nas lâminas coradas por picrosirius red, foi utilizada a videodensitometria. 

Retidas as imagens, os componentes do tecido cardíaco foram identificados 

segundo o realce de cor. Os filamentos de colágeno refletem a cor vermelha, 
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enquanto os miócitos são vistos na cor amarela. Áreas contendo vasos sanguíneos 

foram excluídas da análise. 

 

Quantificação de Hidroxiprolina 
 

A hidroxiprolina é um aminoácido presente predominantemente no 

tecido colágeno. A determinação de sua concentração no miocárdio, juntamente 

com a medida da fração de colágeno intersticial, são duas técnicas habitualmente 

utilizadas para quantificar o tecido colágeno miocárdico.  

A concentração miocárdica de hidroxiprolina foi mensurada em tecido 

miocárdico obtido da ponta do VE, de acordo com o método descrito por Switzer 

(1991) e padronizado em nosso laboratório (Matsubara et al., 2000; Epifanio et al., 

2005). 

Inicialmente foram obtidas as soluções-padrão de trabalho de 

hidroxiprolina (diluição 60 μl HOP/2940 μl HCl) e a solução branca (água destilada). 

Previamente à execução do processamento bioquímico, foi necessária a preparação 

dos seguintes reagentes químicos: tampão borato 0,2 M (pH 8,7), tiossulfato de 

sódio 3,6 M e o reagente de Ehrlich. O processamento bioquímico para 

determinação da concentração de hidroxiprolina foi iniciado por secagem das 

soluções-padrão e das amostras no concentrador de amostras (Speed Vac). A 

hidrólise ácida foi realizada mediante adição de HCl 6 N em cada um dos tubos das 

amostras, que foram aquecidas em estufa a 100° C por 8 horas. A oxidação foi 

realizada após retirada e resfriamento dos tubos da estufa. A seguir, as amostras 

foram centrifugadas a 6.800 g por 10 minutos e colocadas novamente no 

concentrador de amostras (Speed Vac) por 3 horas. Retirada as amostras, 

adicionou-se 1 mL de água destilada e tamponada com solução tampão borato 0,2 

M pH 8,7; após 20 minutos, a reação foi inibida com solução tiossulfato de sódio 3,6 

M e as amostras agitadas. Posteriormente, a solução foi saturada com KCl e 

colocada em banho-maria a 90° C. 

Os tubos foram resfriados e adicionados 2,5 mL de tolueno e agitados 

por 5 minutos para separação das fases água e tolueno. Retirou-se 1,5 mL de 

tolueno da solução, que foi colocado em tubos de hemólise e acrescentado 0,6 mL 

de solução de Ehrlich. As amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos a fim 
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de se alcançar a estabilidade do cromógeno. A leitura foi realizada por 

espectrofotometria com filtro de 565 nm. 
 

Western Blotting 
 

A expressão proteica dos colágenos tipo I (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA) e tipo III e da lisil oxidase (Abcam, Cambridge, UK) foram 

avaliadas por Western blot. 

Resumidamente, fragmento do miocárdio do VE (80-100 mg) foi 

homogeneizado com 800 μL de tampão Tris-Triton, contendo inibidores de protease 

e fosfatase. A seguir, o homogenato foi centrifugado por 20 minutos a 15.000 g, a 4° 

C, para eliminação de material insolúvel. O sobrenadante foi coletado e separado em 

alíquotas, as quais foram armazenadas a -80° C. Uma das alíquotas foi utilizada 

para quantificação de proteína pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Para cada 

proteína alvo, foi realizada eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida a 4° C 

(30 minutos a 50 V e 2 horas a 120 V). Após eletroforese, as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema de transferência úmida por 

90 minutos a 120 V, a 4° C. A seguir, a membrana foi incubada em solução de leite 

desnatado 5% em temperatura ambiente por 2 horas (bloqueio) para prevenir 

ligações inespecíficas com os anticorpos primário e secundário. Posteriormente, a 

membrana foi lavada com TBST (tampão contendo Tris, NaCl e Tween 20) e 

incubada durante a noite, a 4° C, com anticorpo primário específico para cada 

proteína. No dia subsequente, a membrana foi lavada com TBST e incubada à 

temperatura ambiente por 90 minutos com anticorpo secundário (conjugado a 

peroxidase) adequado para ligação com o anticorpo primário utilizado, de acordo 

com recomendação do fabricante. Os sinais foram visualizados com auxílio de kit 

para quimioluminescência (ECL Western Blotting Substrate, Pierce Protein Research 

Products, Rockford, USA) e analisador de imagens (Gel Logic 6000, Carestream 

Health Inc., Carestream Molecular Imaging, Woodbridge, USA). 

Após obtenção das imagens das bandas referentes à proteína alvo, a 

membrana foi incubada com Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce Protein 

Research Products, Rockford, USA) para remoção dos anticorpos ligados à 

membrana. A seguir, foi realizado novamente o processo de bloqueio e a membrana 

foi incubada durante a noite, a 4° C, com anticorpo primário para a proteína 
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constitutiva GAPDH. O procedimento prosseguiu da mesma forma como descrito 

anteriormente até a detecção do sinal.  

Os resultados obtidos para as proteínas alvo foram normalizados pelos 

resultados da proteína constitutiva GAPDH. 

 Anticorpos primários da Santa Cuz Biotechnology Inc. (California, USA): col1a1 

(sc-8784-r) e GAPDH (sc-32233). 

 Anticorpos primários da Abcam (Cambridge, UK): col3a1 (ab6310) e LOX1 

(ab60178). 

 Anticorpos secundários da Santa Cuz Biotechnology Inc. (California, USA): anti-

mouse (sc-2005) e anti-rabbit (sc-2004). 

 

Obtenção das Amostras para Avaliação do Estresse Oxidativo  
 

Após a anestesia dos ratos e antes da retirada do coração para estudo 

do músculo papilar, os animais foram decapitados e o sangue coletado. O plasma foi 

separado por centrifugação a 3.000 g, a 4 C, por 15 minutos, e foi utilizado para 

determinação da atividade da glutationa peroxidase, superóxido dismutase, catalase 

e da capacidade antioxidante hidrofílica. Após a obtenção do sangue e a retirada 

dos músculos papilares, o coração foi imediatamente isolado e amostras do 

ventrículo esquerdo (aproximadamente de 200 mg) foram estocadas à -80o C. As 

amostras foram homogeneizadas em tampão fosfato de sódio (0,1 M) pH 7,4 e o 

homogeneizado centrifugado a 12.000 g, durante 15 minutos a 4o C (Pereira et al., 

1998). O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentração de hidroperóxido 

de lipídio (atividade pró-oxidante) e atividade da glutationa peroxidase, superóxido 

dismutase e catalase. 

 

Avaliação do Estresse Oxidativo 

 

Determinação de Hidroperóxido de Lipídio 

 

Foi determinado através da oxidação do sulfato ferroso amoniacal 

(Fe2+) na presença de alaranjado de xilenol, ácido sulfúrico e butilato hidroxitolueno 

(BHT) em metanol à temperatura ambiente. O Fe3+ reage com o alaranjado de 



25 

xilenol e forma cromógeno, cuja intensidade de coloração foi medida 

espectrofotometricamente (Jiang et al., 1991).  

 

Determinação da Atividade de Glutationa Peroxidase (GSH-Px) 

 

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método 

de Nakamura et al. (1974), na presença de peróxido de hidrogênio. A mistura de 

reação foi preparada com tampão fosfato de sódio, NADPH2, azida sódica, EDTA, 

glutationa reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidação do NADPH2 a 

340 nm na presença da glutationa redutase, a qual catalisa a redução da glutationa 

oxidada (GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px. 

 

Determinação da Atividade de Superóxido Dismutase (SOD) 

 

A atividade da superóxido dismutase foi determinada pela técnica de 

Crouch et al. (1981), tendo como base a capacidade da enzima de inibir a redução 

do nitroblue-tetrazólico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio 

alcalino (pH 10,0). A hidroxilamina gera fluxo de O2- do NBT para blue-formazana 

em temperatura ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de 

redução do NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra.  

 

Determinação da Atividade da Catalase 

 

A atividade da catalase foi determinada em tampão fosfato de sódio 50 

mM, pH 7,0, contendo 10 mM de peróxido de hidrogênio, completando o volume final 

de 0,3 mL para cada amostra. A unidade para catalase foi definida como sendo a 

quantidade da enzima capaz de degradar 1 μmol H2O2 durante 60 segundos, a 240 

nm (AEBI, 1974).  

 

Medida da Capacidade Antioxidante Hidrofílica 

 

A medida da capacidade antioxidante hidrofílica foi determinada 

fluorometricamente, conforme descrita por Beretta e colaboradores (2006) utilizando 

leitor VICTOR X2 (Perkin Elmer, Boston, MA). A capacidade antioxidante foi 
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quantificada por meio de comparação da área sobre a curva relativa à cinética de 

oxidação da suspensão fosfatidilcolina (PC), o qual foi usado como referência de 

matriz biológica. O 2’,2 Azobis (2- amino-propano)- dihdroclorado (AAPH) foi usado 

como iniciador de radical peroxil. Os resultados representam a porcentagem de 

inibição do (4,4-difluoro-5-(4-fenil 1-3 butadienil)-4-bora-3ª,4ª-diaza-s-indaceno-3-

ácidoundecanóico (BODIPY) 581/591 no plasma com relação ao que ocorreu na 

amostra controle do BODIPY 581/591 em lipossoma PC. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. Os resultados são apresentados em porcentagem de 

proteção. 

 

Quantificação dos Produtos Finais de Glicação Avançada 

 

A análise imunohistoquímica foi realizada em tecido miocárdico incluído 

em blocos de parafina. Após o corte dos blocos em micrótomo, os tecidos foram 

montados em lâminas para imunohistoquímica. A seguir foi realizada a 

desparafinização e recuperação antigênica com EDTA. Foram realizados bloqueios 

com hidroperóxido de hidrogênio, soro de cabra e avidina/biotina. Os cortes de 

tecido foram incubados com anticorpo primário (rabbit polyclonal to AGE - 200ug; 

ref. Ab23722, Abcam) por 1 hora e, em seguida, com anticorpo secundário (goat 

polyclonal secondary antibody to rabbit IgG HL – Biotin; ref. Ab6720, Abcam) por 2 

horas, ambos em temperatura ambiente, e com estreptavidina por 15 minutos. Os 

cortes foram corados com 3,3’-diaminobenzidina (DAB), contracorados com 

hematoxilina, desidratados e cobertos com lâminula (van Heerebeek et al., 2012). A 

análise foi realizada utilizando-se uma câmara de vídeo acoplada a um microscópio, 

com objetiva 40X, conectado a computador equipado com um programa analisador 

de imagem (Image-Pro Plus 6.0 Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). 

Retidas as imagens, os componentes do tecido cardíaco foram identificados 

segundo o realce de cor. Os produtos finais de glicação avançada refletem a cor 

marrom, enquanto os miócitos são vistos na cor lilás. Áreas contendo vasos 

sanguíneos foram excluídas da análise. 

As análises descritas nesta seção foram realizadas no Laboratório de 

Pesquisa do Prof. Catedrático Dr. Adelino Leite Moreira, do Departamento de 

Fisiologia e Cirurgia Cardiotorácica, da Faculdade de Medicina da Universidade do 

Porto - Portugal, sob orientação da pesquisadora Profa. Dra. Inês Falcão Pires. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Heerebeek%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22806632
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Avaliação da Atividade da NADPH Oxidase em Frações de Membrana Celular 

 

A atividade da NADPH oxidase foi avaliada em frações enriquecidas de 

membrana celular pela quantificação dos compostos fluorescentes 2-hidroxietídio 

(EOH) e etídio (E) derivados da oxidação do dihidroetídio (DHE), detectada por meio 

de HPLC (Fernandes et al., 2007; Laurindo et al., 2008). O EOH é gerado 

especificamente pela oxidação do DHE pela ação do ânion superóxido (Zhao et al., 

2003), enquanto a formação de etídio está associada, principalmente, a vias 

envolvendo peróxido de hidrogênio e sistemas oxidativos baseados em metais, 

como hemeproteínas e peroxidases (Fink 2004; Papapostolou et al., 2004). 

O tecido miocárdico foi lavado em PBS para remoção de coágulos 

sanguíneos e trombos. Fragmentos de músculo (aproximadamente 200 mg) foram 

homogeneizados com o auxílio de um Polytron, em gelo, com 1 mL de tampão lise 

contendo Tris 50 mM (pH 7,4), DPTA 100 mM, β-mercaptoetanol 0,1% e inibidores 

de protease. A seguir, as amostras foram submetidas a sonicação (3 ciclos de 10 s a 

8 Watts) e centrifugação a 1.000 g, por 3 min, a 4º C. O sobrenadante foi transferido 

para novo tubo e centrifugado a 18.000 g, por 10 min, a 4º C. Novamente, o 

sobrenadante foi transferido para tubo de ultra-centrífuga e submetido a 

centrifugação a 100.000 g, por 45 min a 4º C. A seguir o sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado (pellet) ressuspenso em 100 µL de tampão de lise, 

obtendo-se, assim, a fração enriquecida de membrana (Laurindo et al., 2008). A 

quantificação de proteínas totais foi realizada, então pelo método de Bradford 

(Bradford 1976). 

Posteriormente, foram incubados 20 µg de fração enriquecida de 

membrana em 100 µL de solução tampão fosfato (50 mM, pH 7,4, com DTPA 0,1 

mM) contendo DHE (50 µM) e NADPH (300 µM), por 30 min, a 37º C em banho-

maria e protegido da luz. Após adição de 40 µL de ácido tricloroacético 10%, as 

amostras foram mantidas em gelo, protegidas da luz, por 10 min. A seguir, as 

amostras foram centrifugadas a 15.000 g por 10 min, a 4º C. O sobrenadante foi 

transferido para outro tubo e analisado em HPLC para quantificação de produtos de 

fluorescência derivados do DHE, de acordo com o método previamente descrito por 

Laurindo e colaboradores (Fernandes et al., 2007; Laurindo et al., 2008). A 

quantificação dos compostos foi realizada por comparação das integrais das áreas 
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dos picos correspondentes com as integrais obtidas com padrões autênticos 

submetidos às mesmas condições cromatográficas.  

As análises descritas nesta seção foram realizadas no Laboratório de 

Pesquisa do Prof. Adjunto Dr. Francisco Rafael Martins Laurindo, do Departamento 

de Cardio-Pneumologia, da Faculdade de Medicina da Universidade de São  

Paulo, sob orientação da pesquisadora Dra. Denise de Castro Fernandes. 

                     

Análise Estatística 

 

Os dados numéricos são expostos como média ± desvio padrão ou 

mediana e percentis 25% e 75% de acordo com a distribuição normal ou não normal. 

Para as comparações entre os grupos foi utilizada a técnica da análise de variância 

(ANOVA) complementados por cálculos ou testes recomendados para o esquema 

fatorial 2 X 2, de acordo com a distribuição probabilística (Zar, 1999). As 

comparações consideradas de interesse entre os quatro grupos foram as seguintes: 

CTL vs. CTL+APO; CTL vs. DM; CTL+APO vs. DM+APO; e DM vs. DM+APO. Todas 

as conclusões estatísticas são discutidas no nível de significância de 5% (p<0,05). 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resultados
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O estudo foi iniciado com 76 animais, divididos nos grupos CTL (n=18), 

CTL+APO (n=18), DM (n=20) e DM+APO (n=20). Porém, nesse modelo 

experimental de DM, alguns animais podem não atingir o nível de glicemia acima de 

220 mg/dL. Isso ocorreu com 6 animais do grupo DM e 5 animais do grupo 

DM+APO, os 11 animais foram descartados do estudo. Não ocorreram óbitos 

durante o período de seguimento em nenhum dos grupos do estudo. 

Foram tomados os devidos cuidados para que os animais recebessem 

a quantidade correta da apocinina e não ficassem privados de água. Habitualmente, 

no nosso laboratório, o consumo de água dos animais diabéticos tem sido de 

117±10,0 mL por rato, e o consumo dos animais sem diabetes de 55,1±4,8 mL 

(Rosa, 2011). 

 

Glicemia 

 

A dosagem da glicemia foi realizada antes e após a indução do DM e 

antes da eutanásia dos animais. Antes da indução do DM não observamos diferença 

estatisticamente significante entre os grupos. Após a indução do DM e antes da 

eutanásia dos animais, os grupos DM e DM+APO apresentaram aumento 

significante da glicemia em relação aos respectivos controles. A apocinina não 

influenciou os valores da glicemia (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Glicemia dos animais  

Variáveis CTL 
 (n=18) 

CTL+APO 
 (n=18) 

DM  
(n=14) 

DM+APO 
 (n=15) 

Antes da indução 
DM (mg/dL) 90,0(83,2-101) 93,0(83,0-99,8) 91,0(90,0-99,8) 94,0(90,0-99,0) 

Após a indução do 
DM (mg/dL) 90,0(87,0-94,0) 91,0(86,0-100) 473(392-493)* 513(428-598)# 

Antes da eutanásia 
(mg/dL) 92,5(88,0-101) 94,0(88,0-107) 600(542-600)* 600(538-600)# 

Valores expressos em mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e 
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; #: p <0,05 vs. 
CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 
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Peso Corporal (PC) 
 

Pode-se observar na Tabela 2 que não houve diferença 

estatisticamente significante quanto ao PC inicial entre os grupos. No entanto, ao 

final do estudo os grupos diabéticos apresentaram peso menor em relação aos seus 

respectivos controles. Não houve interferência da apocinina nessa variável. 

 
Tabela 2. Peso corporal dos animais 

Variáveis 
CTL 

(n=18) 
CTL+APO 

(n=18) 
DM 

(n=14) 
DM+APO 

(n=15) 

 PC Inicial (g) 360±27,0 361±28,4 356±16,1 359±18,1 

 PC Final (g) 362±25,1 364±27,3 254±36,1* 239±36,9# 

Valores expressos em média e desvio padrão. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; 
DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; PC: peso corporal. *: p<0,05 vs. CTL; #: p <0,05 
vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 

Pressão Arterial Sistólica 

 

Nos momentos inicial e final os grupos apresentaram valores 

semelhantes de pressão arterial sistólica (Tabela 3). A apocinina não causou 

alterações nesta variável. 

 
Tabela 3. Pressão arterial sistólica no início e no final do experimento 

Variáveis 
CTL 

(n=18) 
CTL+APO 

(n=18) 
DM 

(n=14) 
DM+APO 

(n=15) 

PAS Inicial (mmHg) 189±18,7 189±18,0 191±18,4 190±17,3 

PAS Final (mmHg) 184±21,5 186±21,1 187±28,4 184±24,5 

Valores expressos em média e desvio padrão. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; 
DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; PAS: pressão arterial sistólica. ANOVA + 
esquema fatorial 2x2.  

 

Avaliação Ecocardiográfica 
 

As variáveis estruturais cardíacas obtidas por ecocardiograma estão 

expostas na Tabela 4. A FC, DDVE, EDPP e MVE foram menores no grupo 

DM+APO em relação ao grupo CTL+APO. Os diâmetros da AO e AE apresentaram-
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se menores e o DDVE e AE normalizados pelo PC apresentaram-se maiores nos 

grupos diabéticos em relação aos seus respectivos controles. O IMVE foi maior no 

grupo DM em relação ao controle. A apocinina não interferiu nessas variáveis. 

 

Tabela 4. Variáveis estruturais do coração obtidas por ecocardiograma ao final do 

período experimental 

Variáveis 
CTL 

(n=16) 
CTL+APO 

(n=16) 
DM 

(n=13) 
DM+APO 

(n=14) 
PC 381±29,9 374±25,5 274±40,5* 260±32,6#

 

FC 269±48,3 287±45,0 255±38,5 249±35,9#
 

DDVE 7,26(6,95-7,78) 7,56(7,14-7,91) 6,87(6,69-7,39)  6,82(6,33-
7,07)#

 

EDPP 1,69±0,17 1,71±0,19 1,63±0,17 1,55±0,16#
 

AO 4,45(4,20-4,75) 4,40(4,30-4,75) 4,20(3,80-4,40)* 4,05(3,80-4,20)#
 

AE 6,57±0,84 6,45±0,55 5,54±0,84* 5,43±0,72#
 

AE/AO 1,45±0,15 1,43±0,15 1,34±0,19 1,32±0,15 

DDVE/PC 19,5±1,87 20,4±2,27 26,2±5,04* 26,6±4,71#
 

AE/PC 17,3±2,06 17,3±2,14 20,5±3,97* 21,1±3,23#
 

MVE 0,89±0,16 0,95±0,21 0,78±0,13 0,70±0,14#
 

IMVE 2,34±0,37 2,54±0,57  2,89±0,64* 2,70±0,59 

ERVE 0,46±0,06 0,45±0,07 0,47±0,07 0,46±0,07 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; 
CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; PC: 
peso corporal (kg); FC: frequência cardíaca (bpm); DDVE: diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo (VE) 
(mm); EDPP: espessura diastólica da parede posterior do VE (mm); AO: diâmetro da aorta (mm); AE: 
diâmetro do átrio esquerdo (mm); MVE: massa do VE (g); IMVE: índice de massa do VE (g/kg); ERVE: 
espessura relativa do VE. *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 

A Tabela 5 apresenta as variáveis funcionais do ventrículo esquerdo. A 

função sistólica do VE não se mostrou diferente no grupo DM em relação ao CTL 

(% endo, % meso, VEPP e S média). No grupo DM+APO, a VEPP foi menor em 

relação ao CTL+APO. A VEPP também foi menor no grupo DM em relação ao CTL, 

no entanto, não atingiu significância estatística. Em relação a função diastólica do 

VE, os valores de TRIV e TRIVn foram maiores nos grupos diabéticos em relação 

aos seus respectivos controles. No grupo DM, a onda E e E’ média foram menores 

em relação ao grupo CTL, e no grupo DM+APO não houve diferença em relação ao 

CTL+APO e também em relação ao grupo DM.  
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Tabela 5. Variáveis funcionais do ventrículo esquerdo obtidas por ecocardiograma 

ao final do período experimental 

Variáveis 
CTL 

(n=16) 
CTL+APO 

(n=16) 
DM 

(n=13) 
DM+APO 

(n=14) 
% endo 51,7±5,03 48,3±4,11* 49,1±5,28 50,8±4,59 

% meso 25,9±3,02 25,1±3,53 25,8±2,36 26,3±3,05 

VEPP 33,2±3,87 32,6±4,72 31,1±3,18 28,3±2,96#
 

Onda E 86,4±11,2 84,9±11,2 76,6±7,50* 83,6±17,0 

Onda A 50,0(43,5-66,0) 51,0(39,0-74,8) 55,0(50,0-65,8) 49,0(43,0-60,0) 
E/A 1,72±0,56 1,64±0,58 1,38±0,45 1,70±0,38 

TRIV 31,9±3,12 32,9±5,05 37,2±4,00* 38,9±5,57#
 

TRIVn 66,9±5,68 71,4±10,9 76,2±7,09* 78,9±11,8#
 

TDE 44,0(41,0-46,5) 41,0(39,0-45,0) 41,0(32,3-41,8) 33,0(30,0-33,0)#
 

Tei 0,61±0,09 0,61±0,12 0,60±0,09 0,61±0,12 

S média 3,25(2,63-3,38) 2,75(2,50-3,19) 3,00(2,75-3,00) 2,75(2,50-3,00) 
E’ média 3,75(3,63-4,00) 3,50(3,25-4,00) 3,25(3,00-3,50)* 3,50(3,00-4,00) 
A’ média 3,00(2,63-3,50) 3,00(2,75-3,69) 3,00(2,69-3,56) 3,06(2,50-3,75) 
E / E’ média 23,3±4,65 24,3±5,03 23,6±4,19 24,1±5,99 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; 
CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; % endo: 
porcentagem de encurtamento endocárdico; % meso: porcentagem de encurtamento mesocárdico; VEPP: 
velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (mm/s); Onda E: pico da velocidade do enchimento 
diastólico inicial (cm/s); Onda A: pico da velocidade do enchimento diastólico tardio (cm/s); E/A: razão entre as 
ondas E e A; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico (ms); TRIVn: TRIV normalizado pela frequência 
cardíaca; TDE: tempo de desaceleração da onda E (ms);  Tei: índice de performance miocárdica; S’: pico da 
velocidade de deslocamento sistólico do anel mitral (média das paredes lateral e septal, cm/s); pico da 
velocidade de deslocamento diastólico inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral (média das paredes lateral e 
septal). *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 

 

Estudo Funcional do Músculo Papilar 

 
A Tabela 6 apresenta os valores do estudo funcional do músculo 

papilar isolado em condição basal. Observa-se comprometimento da função contrátil 

(menor +dT/dt e maior TPT) e de relaxamento (menor -dT/dt) nos grupos diabéticos 

em relação aos respectivos controles. O grupo CTL+APO apresentou TD 

significantemente menor que o grupo CTL. A apocinina não alterou os valores das 

variáveis em animais diabéticos.  

Os resultados obtidos em contrações isométricas após manobras 

inotrópicas estão apresentados na Tabela 7.  Na PP30 o grupo CTL+APO 

apresentou menor TD e +dT/dt em relação ao CTL.  Em todas as manobras, o grupo 
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diabético mostrou piora da +dT/dt, TPT e -dT/dt em relação ao grupo controle. O 

TPT e -dT/dt também apresentaram-se piores no grupo DM+APO em relação ao 

grupo CTL+APO em todas as manobras. O grupo diabético que recebeu a apocinina 

mostrou piora da -dT/dt somente na manobra PP30 em relação ao grupo diabético. 

No estudo funcional do músculo isolado a apocinina causou piora de alguns índices 

de função miocárdica em animais com ou sem diabetes, entretanto esses resultados 

não se mostraram consistentes. 
 

Tabela 6. Variáveis funcionais obtidas em contrações isométricas na condição basal 

Variáveis 
CTL 

(n=13) 
CTL+APO 

(n=11) 
DM 

(n=11) 
DM+APO 

(n=10) 
AS (mm2) 0,71±0,13 0,78±0,12 0,72±0,11 0,75±0,14 

TD (g/mm2) 11,2±2,37 9,22±1,35*    10,5±2,65     9,17±2,52 

+dT/dt (g/mm2/s) 112±24,9 96,2±18,2 92,4±23,1* 85,0±24,2# 

TPT (ms) 203±18,4 189±14,5 235±18,6* 227±17,7# 

-dT/dt (g/mm2/s) 40,6±10,1 35,1±5,05 33,3±8,92* 27,5±8,31# 

TR (g/mm2) 1,06±0,29 1,09±0,30 1,10±0,40 1,11±0,63 

Valores expressos em média e desvio padrão. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; 
DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; AS: área seccional do músculo papilar; TD: 
tensão desenvolvida máxima; +dT/dt: velocidade máxima de elevação da tensão desenvolvida; TPT: tempo 
para atingir o pico da tensão desenvolvida; -dT/dt: velocidade máxima de queda da tensão desenvolvida; TR: 
tensão de repouso. *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 
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Tabela 7. Variáveis funcionais do músculo isolado obtidas em contrações  

isométricas sob manobras inotrópicas positivas 

 

Variáveis 
CTL 

(n=13) 
CTL+APO 

(n=11) 
DM 

(n=11) 
DM+APO 

(n=10) 

 TD 13,7±3,09 11,1±1,69*       11,9±3,01       10,3±2,87 

  +dT/dt 140±33,4 115±23,1* 105±25,0* 95,2±27,8 

PP30       TPT 215±17,1 209±13,0 255±27,0* 250±22,6# 

  -dT/dt 42,6±9,67 35,8±4,58 32,4±8,73* 25,1±8,45#§ 

TR 1,04±0,30 1,06±0,31 1,24±0,52 1,25±0,62 

 TD 12,5±2,78 10,3±1,49 11,0±2,95 9,79±2,85 

   +dT/dt 140±31,9 117±21,4 108±28,0*   97,9±28,7 

[Ca+2]0        TPT 192±16,9 186±17,8 224±23,2* 216±15,1# 

2,5 mM   -dT/dt 48,3±10,6 40,0±6,27 38,4±11,6*   30,7±10,2# 

 TR 0,87±0,30 0,90±0,31 0,90±0,34 0,92±0,52 

 TD 11,4(8,33-13,5) 9,70(8,77-10,1) 9,68(8,60-10,1) 9,47(6,08-10,8) 

 +dT/dt 136±34,0 118±22,4 96,9±26,6* 96,7±31,7 

 Iso          TPT 163±11,1 157±9,49 184±16,9* 190±15,8# 

 10-6 M     -dT/dt 67,9±16,6 58,3±8,03 46,4±13,4* 39,1±13,7# 

TR 0,85±0,43 0,86±0,34 0,84±0,28 0,83±0,52 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; 
CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; PP30: pós-
pausa de 30 segundos; [Ca+2]0 2,5 mM: elevação da concentração extracelular de cálcio para 2,5 mM; Iso: 
isoproterenol; TD: tensão desenvolvida máxima (g/mm2); +dT/dt: velocidade máxima de elevação da tensão 
desenvolvida (g/mm2/s); TPT: tempo para atingir o pico da tensão desenvolvida (ms); -dT/dt: velocidade máxima 
de queda da tensão desenvolvida (g/mm2/s); TR: tensão de repouso (g/mm2). *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. 
CTL+APO; §: p<0,05 vs. DM (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 
 

 

Análise de Variáveis Anatômicas 

 

Os valores obtidos da análise de variáveis anatômicas estão expostos 

na Tabela 8. Os grupos diabéticos apresentaram menores valores de VE e VD em 

relação aos seus respectivos controles. No entanto, após normalização para o peso 

corporal, os valores de VE e VD deixaram de apresentar diferença estatística entre 

os grupos DM e CTL; apenas o VE no grupo DM+APO continuou menor em relação 

ao grupo CTL+APO após normalização para o peso corporal. Os átrios mostraram-

se menores no grupo diabético em relação ao controle, porém após normalização 

para o peso corporal, os grupos DM e DM+APO apresentaram valores maiores em 

relação aos seus respectivos controles. 
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A razão entre os pesos úmido e seco (U/S) do VE, VD não mostraram 

diferença entre os grupos. As razões U/S dos átrios e o fígado mostraram-se 

maiores no grupo diabético em relação ao controle. A razão U/S do pulmão 

apresentou valor menor no grupo DM+APO em relação ao grupo CTL+APO e DM.  

 

Tabela 8. Variáveis anatômicas dos animais 

Variáveis 
CTL 

(n=18) 
CTL+APO 

(n=18) 
DM 

(n=14) 
DM+APO 

(n=15) 
PC (g) 362±25,1 364±27,3 254±36,1* 239±36,9# 

VE (g) 0,99±0,08 1,00±0,07 0,67±0,09* 0,62±0,07# 

VE/PC (g/kg) 2,69±0,15 2,79±0,27 2,57±0,19 2,58±0,20# 

VD (g) 0,22(0,20-0,25) 0,23(0,21-0,26) 0,16(0,15-0,17)* 0,15(0,14-0,16)# 

VD/PC (g/kg) 0,60(0,55-0,67) 0,63(0,58-0,69) 0,61(0,57-0,64) 0,62(0,58-0,68) 
Átrios (g) 0,09(0,08-0,09) 0,08(0,08-0,09) 0,07(0,06-0,08)* 0,07(0,06-0,08) 
Átrios/PC (g/kg) 0,23(0,22-0,25) 0,23(0,21-0,25) 0,28(0,26-0,28)* 0,27(0,26-0,30)# 

VE (U/S) 3,89(3,68-4,00) 3,96(3,83-4,08) 4,05(3,89-4,24) 4,11(3,98-5,40) 

VD (U/S) 4,22±0,12 4,25±0,13 4,23±0,13 4,25±0,10 

Átrios (U/S) 4,61±0,22 4,66±0,45  4,90±0,33* 4,76±0,33 

Pulmão (U/S) 4,72±0,21 4,75±0,23 4,68±0,20 4,51±0,22#§ 

Fígado (U/S)  3,07±0,07  3,11±0,07   3,15±0,13* 3,13±0,06 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; 
CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; PC: peso 
corporal; VE: ventrículo esquerdo; VD: ventrículo direito; U/S: razão entre os pesos úmido e seco. *: p<0,05 vs. 
CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO; §: p<0,05 vs. DM (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 

Avaliação do Colágeno e do Diâmetro do Miócito do Ventrículo 
Esquerdo 
 

A concentração de hidroxiprolina miocárdica foi maior no grupo DM em 

relação ao CTL, e o grupo DM+APO não apresentou diferença significante em 

relação aos grupos DM e CTL+APO. A fração colágena intersticial foi maior nos 

grupos diabéticos em relação aos seus respectivos controles, no entanto, não atingiu 

diferença estatística na comparação entre os grupos DM e CTL. Em relação à 

medida do diâmetro dos miócitos em amostras do VE, não observamos diferença 

significante entre os grupos (Tabela 9). 
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Tabela 9. Avaliação bioquímica e morfométrica do tecido miocárdico do ventrículo 

esquerdo 

Variável 
CTL 

(n=10) 
CTL+APO 

(n=10) 
DM 

(n=10) 
DM+APO 

(n=10) 

HOP VE (mg/g) 2,66 ± 0,29 3,08 ± 0,58 3,27 ± 0,45* 3,29 ± 0,51 

FCI VE (%) 6,95±2,57 5,47±2,41 9,93±3,59 9,47±4,30# 

Miócito (μm) 11,1(10,3-12,1) 10,3(10,3-12,2) 10,2(10,1-12,1) 10,6(9,88-11,0) 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; 
CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; HOP VE: 
concentração de hidroxiprolina no miocárdio do ventrículo esquerdo; FCI VE: fração de colágeno intersticial no 
miocárdio do ventrículo esquerdo; Miócito: diâmetro do miócito. *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO 
(ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 
 

Análise da Expressão Proteica por Western Blotting 

 

Os resultados obtidos da avaliação proteica por western blotting estão 

apresentados na Tabela 10. Houve menor expressão proteica do colágeno tipo III 

nos grupos diabéticos comparados aos seus respectivos controles. O colágeno tipo 

I, a razão entre os colágenos tipo I e III e a lisil oxidase não apresentaram diferença 

estatisticamente significante entre os grupos. A apocinina não influenciou os valores 

dessas variáveis. 

 
Tabela 10. Avaliação da expressão proteica por Western Blotting 

Variáveis CTL 
(n=7) 

CTL+APO 
(n=7) 

DM 
(n=7) 

DM+APO 
(n=7) 

Colágeno tipo I 1,00±0,41 1,08±0,33 0,99±0,28 0,96±0,14 

Colágeno tipo III 1,00±0,10 0,97±0,11  0,77±0,17*  0,83±0,10# 

Colágeno tipo I/tipo III 1,00±0,37 1,16±0,42 1,33±0,33 1,15±0,13 

Lisil oxidase 1,00±0,19 0,91±0,15 0,90±0,20 0,89±0,13 

Valores expressos em média e desvio padrão (unidade arbitrária). CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo 
controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; #: 
p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
Avaliação do Estresse Oxidativo Plasmático e Miocárdico 

  

A Tabela 11 apresenta os valores da avaliação do estresse oxidativo 

no plasma. A atividade das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px foi menor nos 

grupos CTL+APO e DM em relação ao controle. O grupo CTL+APO também 

mostrou menor atividade da catalase comparado ao grupo controle e ao grupo 
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DM+APO; além disso, o grupo CTL+APO apresentou menor atividade da SOD em 

relação ao grupo DM+APO. O grupo DM mostrou menor atividade das enzimas SOD 

e GSH-Px em relação ao grupo DM+APO. A apocinina beneficiou a atividade das 

enzimas antioxidantes em animais diabéticos. 

Em relação à avaliação da capacidade antioxidante hidrofílica (CAH), 

os grupos diabéticos apresentaram menores valores em relação aos respectivos 

controles. Não houve influência da apocinina nessa variável. 

 
Tabela 11. Avaliação do estresse oxidativo no plasma 

Variáveis CTL 
 (n=8) 

CTL+APO 
 (n=8)  

DM  
(n=8) 

DM+APO 
 (n=8) 

SOD  5,78±0,63 4,71±0,52*  4,97±0,39* 5,92±0,45#§
 

GSH-Px  50,3±4,87 39,3±7,62* 20,4±4,53* 35,2±9,57§
 

Catalase  2,99±0,60 1,25±0,53* 2,72±0,54 3,12±1,67#
 

CAH  77,3±3,70  78,5±1,18   69,6±7,20*  72,0±4,85#
 

Valores expressos em média e desvio padrão. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; 
DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; SOD: superóxido dismutase (nmol/g de 
proteína); GSH-Px: glutationa peroxidase (nmol/mL); catalase: (U/mL); CAH: capacidade antioxidante 
hidrofílica (%). *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO; §: p<0,05 vs. DM (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 

A avaliação do estresse oxidativo miocárdico (Tabela 12) mostrou 

elevação do hidroperóxido de lipídio no grupo DM, no entanto, a apocinina atenuou 

esse efeito. A atividade da enzima superóxido dismutase não diferiu entre os 4 

grupos. A glutationa peroxidase foi menor nos grupos CTL+APO e DM em relação 

ao grupo CTL, e a apocinina aumentou a atividade dessa enzima no grupo diabético. 

A catalase foi maior no grupo DM em relação ao CTL. A apocinina reduziu a catalase 

nos animais diabéticos, no entanto permaneceu aumentado quando comparado ao 

grupo CTL+APO.  
 

Tabela 12. Avaliação do estresse oxidativo miocárdico 

Variáveis CTL 
 (n=8) 

CTL+APO  
(n=8) 

DM  
(n=8) 

DM+APO  
(n=8) 

HP  472±40,3 518±91,0 616±53,2* 538±64,7§ 

SOD  16,3±1,46 16,4±1,38 17,2±1,95 17,0±2,14 

GSH-Px  67,0±5,32 56,4±5,53* 49,8±6,13* 62,5±11,0§ 

Catalase 120±20,9 120±21,0 167±11,2* 143±14,5#§ 

Valores expressos em média e desvio padrão. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; 
DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; HP: hidroperóxido de lipídio (nmol/g de tecido); 
SOD: superóxido dismutase (nmol/mg proteína); GSH-Px: glutationa peroxidase (nmol/mg tecido); Catalase 
(µmol/g tecido). *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. CTL+APO; §: p<0,05 vs. DM (ANOVA + esquema fatorial 
2x2). 
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A quantificação dos produtos finais de glicação avançada não mostrou 

diferença significante entre os grupos (Tabela 13). 
 

Tabela 13. Quantificação dos produtos finais de glicação avançada 

Variáveis 
CTL 

(n=10) 
CTL+APO 

(n=10) 
DM 

(n=10) 
DM+APO 

(n=10) 
AGEs (%) 2,47(2,35-4,16) 2,54(1,90-3,86) 2,61(1,83-4,16)  2,68(2,09-4,97) 

Valores expressos em mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e 
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; AGEs: produtos finais de glicação 
avançada. (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 

Avaliação da Atividade da NADPH Oxidase no Miocárdio do 
Ventrículo Esquerdo 
 

Os valores da análise da atividade da NADPH oxidase não mostraram 

diferenças significantes entre os 4 grupos (Tabela 14). 
 
Tabela 14. Avaliação da atividade da NADPH oxidase miocárdica 

Variáveis 
CTL 
(n=8) 

CTL+APO 
(n=8) 

DM 
(n=8) 

DM+APO 
(n=8) 

DHE uM 39,1(38,2-39,7) 39,9(39,0-40,2) 39,5(37,4-40,6) 39,4(38,2-40,2) 
EOH uM 39,6(31,9-47,6) 38,4(31,7-40,2) 34,5(22,4-38,0) 33,2(29,1-40,1) 

  E uM 112(86,6-165) 97,5(85,9-222) 119(112-163) 129(106-164) 

Valores expressos em mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e 
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; DHE: dihidroetídio; EOH: 
hidroxietídio; E: etídio. (ANOVA + esquema fatorial 2x2). 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Discussão 
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Neste estudo avaliamos a influência da inibição da NADPH oxidase por 

apocinina sobre o remodelamento cardíaco em ratos espontaneamente hipertensos 

com diabetes mellitus. Este é o primeiro estudo que temos conhecimento que fez 

esse tipo de avaliação em animais hipertensos diabéticos.                                                               

Foram utilizados ratos com sete meses de idade, pois nessa faixa 

etária são considerados animais adultos jovens e hipertensos com hipertrofia do 

ventrículo esquerdo e disfunção diastólica (Wangler et al., 1982), sendo um bom 

modelo para avaliarmos a influência da apocinina sobre o remodelamento cardíaco. 

Para assegurar que todos os animais apresentavam uniformidade dos 

níveis pressóricos e do acometimento cardíaco realizamos a aferição da pressão 

arterial e o ecocardiograma no início do período experimental. 

A indução de diabetes mellitus foi realizada através da administração 

de estreptozotocina, uma glicosamina-nitrosuréia que causa morte de células beta 

pancreáticas, com consequente deficiência na biossíntese e secreção de insulina 

(Yamamoto et al., 1981; Bedoya et al., 1996). A estreptozotocina é uma substância 

tóxica para as células das ilhotas de Langerhans mais comumente usada para 

indução de diabetes tipo 1 em modelos experimentais.  O mecanismo de ação dessa 

substância inclui uma cadeia de eventos que resulta na fragmentação do DNA das 

células beta, e evidências sugerem que a geração de EROs pela estreptozotocina 

pode ter papel essencial nessa fragmentação (Tjalve et al., 1976; Schnedl et al., 

1994). As EROs podem, portanto, ter papel essencial no efeito diabetogênico da 

estreptozotocina (Takasu et al., 1991; Bedoya et al.,1996). 

No presente estudo também utilizamos a apocinina, substância isolada 

da planta medicinal Picrorhiza kurroa, utilizada amplamente para bloquear a 

atividade da NADPH oxidase (Heumüller et al., 2008; Touyz, 2008). Na literatura, a 

dose utilizada de apocinina em ratos varia de 4 mg/kg/dia (Roe et al., 2011) até 100 

mg/kg/dia (Cotter & Cameron, 2003; Shi et al., 2008). Em nosso estudo, optamos por 

utilizar a concentração de 16 mg/kg/dia, que é a mais relatada na literatura (Asaba et 

al., 2005; Olukman et al., 2010). 

Os animais pertencentes aos grupos com diabetes mellitus 

apresentaram glicemia acima de 220 mg/dL, valor utilizado como referência para 

confirmar o estado diabético em ratos (Babu & Srinivasan, 1999), e ao final do 

período experimental apresentaram peso corporal menor em relação aos seus 

respectivos controles. A glicemia elevada e diminuição do peso corporal são 
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observados nesse modelo experimental (Ojha et al., 2014; Parvizi et al., 2014) e, 

igualmente a estudos anteriores, a apocinina não atenuou essas variáveis (Olukman 

et al., 2010; Rehman et al., 2014). 

Em relação à pressão arterial sistólica, os valores não foram diferentes 

entre os grupos, portanto, consideramos que esse fator não interferiu nas diferenças 

encontradas no nosso estudo. Estudos utilizando ratos SHR diabéticos também não 

mostraram diferença na pressão arterial entre os grupos (Wienen et al., 2001; Rosa 

et al., 2013). Além disso, nossos resultados estão de acordo com os dados obtidos 

por Schlüter et al. (2008), que observaram que a apocinina não alterou a pressão 

arterial de ratos espontaneamente hipertensos. 

Na avaliação ecocardiográfica, observamos aumento das cavidades 

esquerdas (DDVE e AE) dos animais diabéticos quando normalizados pelo peso 

corporal. Sabe-se que os diâmetros das cavidades cardíacas não são exatamente 

proporcionais ao peso corporal, assim essa normalização pode trazer erros de 

interpretação dos resultados (Moreira et al., 2006). Porém, diversos estudos 

utilizando o modelo experimental de diabetes mellitus induzido por estreptozotocina, 

tanto em ratos hipertensos como em normotensos, têm relatado aumento das 

cavidades ventriculares (Rosa et al., 2013; Marangoni et al., 2014). Em nosso estudo 

também observamos alentecimento do relaxamento do ventrículo esquerdo (TRIV e 

TRIVn) nos grupos diabéticos, estando de acordo com achados da literatura nesse 

modelo de diabetes (Rosa et al., 2013; Yong et al., 2013; Marangoni et al., 2014). A 

apocinina não influenciou as variáveis ecocardiográficas. 

Na análise da função do músculo papilar isolado, os animais diabéticos 

apresentaram redução da função contrátil (+dT/dt e TPT) e de relaxamento (-dT/dt), 

em condição basal e após manobras para avaliação da reserva contrátil. Em estudo 

prévio do nosso grupo, utilizando ratos espontaneamente hipertensos com diabetes 

mellitus, observamos esse mesmo prejuízo funcional em avaliação do músculo 

papilar (Rosa et al., 2013). Na condição basal, o grupo CTL+APO mostrou 

diminuição da tensão desenvolvida, e na manobra de pós-pausa de 30 segundos, a 

apocinina causou discreta piora da função miocárdica nos grupos CTL+APO e 

DM+APO.  

O comprometimento do relaxamento miocárdico observado no músculo 

papilar dos animais diabéticos está de acordo com o aumento do tempo de 

relaxamento isovolumétrico observado por ecocardiografia nesses animais. O 
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remodelamento ventricular e a disfunção diastólica são características da 

miocardiopatia diabética (Miki et al., 2013). Nossos resultados não apontam efeitos 

da apocinina no remodelamento cardíaco de ratos, porém na análise do músculo 

papilar, em manobra de pós-pausa de 30 segundos, os animais que receberam a 

droga apresentaram discreta piora da função. Avaliações realizadas no coração com 

o uso da apocinina são escassas na literatura, e apesar de alguns estudos relatarem 

a droga como promissora no combate contra a disfunção cardíaca, há indícios de 

efeitos prejudiciais da apocinina no organismo. Kelly et al. (2009) relataram que a 

apocinina em ratos idosos piorou o prognóstico do acidente vascular cerebral. 

Igualmente a trabalhos anteriores (Wang et al., 2011; Rosa et al., 

2013), a análise morfométrica mostrou que os pesos de VE, VD e átrios apresentam-

se menores nos animais diabéticos em relação aos respectivos controles. No 

entanto, quando essas variáveis foram normalizadas pelo peso corporal essas 

diferenças não apareceram, ou os pesos dos órgãos dos animais diabéticos 

mostraram valores maiores. Apesar da apocinina não ter influenciado essas 

variáveis, na avaliação da congestão pulmonar por meio da razão peso úmido/seco, 

o pulmão dos animais diabéticos que receberam apocinina apresentou menor 

congestão em relação aos diabéticos sem apocinina. Além disso, os animais 

diabéticos apresentaram maior congestão dos átrios e fígado em relação aos 

controles, enquanto que os animais diabéticos que receberam apocinina não 

apresentaram diferença em relação aos controles. Esses benefícios da apocinina 

encontrados na análise morfológica e os relatos de outros estudos mostram a 

possível importância dessa droga no tratamento da miocardiopatia diabética (Roe et 

al., 2011; Rodiño-Janeiro et al., 2013). 

Através das técnicas de determinação da hidroxiprolina, picrosirius red 

e western blotting, observamos a influência do diabetes mellitus na concentração de 

colágeno miocárdico. Os animais do grupo DM apresentaram aumento na 

concentração de hidroxiprolina, e os animais do grupo DM+APO mostraram aumento 

na fração de colágeno intersticial em relação aos respectivos controles. Na análise 

por western blotting, a quantidade de colágeno tipo III foi menor nos grupos 

diabéticos, e a razão entre os colágenos tipo I e III foi maior no grupo diabético em 

relação ao seu controle, porém sem diferença significante. Sabe-se que tecidos 

contendo predominantemente colágeno do tipo I são mais rígidos que os tecidos 

compostos por maiores concentrações de fibras do tipo III (Brower et al., 2006; 
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López et al., 2009; López et al., 2010). A lisil oxidase, enzima responsável por fazer 

o “cross-linking” das fibras colágenas resultando na deposição de fibras insolúveis 

de colágeno, não mostrou diferença significante entre os grupos (López et al., 2009; 

López et al., 2010). 

As alterações nos níveis e tipos predominantes de colágeno são 

frequentemente observadas e consideradas como uma das principais contribuintes 

para a miocardiopatia diabética (Miki et al., 2013). A apocinina não influenciou na 

quantidade de colágeno miocárdico, igualmente a outro trabalho do nosso 

laboratório que a apocinina foi administrada em ratos wistar com diabetes induzido 

por estreptozotocina (Gimenes et al., 2013).  Li et al. (2013b) relataram diminuição 

no depósito de colágeno miocárdico pela apocinina em camundongos com 

remodelamento cardíaco e fibrose causados pela administração de angiotensina II. 

Observamos na análise do colágeno miocárdico que apesar da 

expressão proteica do colágeno tipo I não apresentar diferença significante entre os 

grupos e a do colágeno tipo III estar diminuída nos animais diabéticos, a quantidade 

geral de colágeno observada nas técnicas de hidroxiprolina e picrosirius red foi maior 

nesses animais. Isso se deve, provavelmente, ao aumento de outros tipos de 

colágenos que compõem o miocárdio.  Spiro & Crowley (1993) demonstraram 

aumento da concentração de colágeno tipo VI miocárdico em diabetes e 

hipertensão. 

A avaliação da hipertrofia dos cardiomiócitos não mostrou diferença 

significante entre os grupos. No modelo de diabetes induzido por estreptozotocina, 

geralmente não se observa hipertrofia dos cardiomiócitos, provavelmente pela 

hipoinsulinemia (Poornima et al., 2006; Maalouf et al., 2009). A apocinina não 

interferiu nessa variável.  

Na avaliação do estresse oxidativo plasmático e miocárdico, como o 

esperado, observamos piora da atividade oxidativa nos animais diabéticos. A 

apocinina melhorou a atividade de enzimas antioxidantes, mas não interferiu na 

capacidade antioxidante hidrofílica. Antioxidantes hidrofílicos incluem a glutationa, o 

ácido úrico, vitamina C, tióis, proteoglicanas e ácido hialurônico, já os antioxidantes 

hidrofóbicos incluem principalmente as vitaminas E e A, flavonóides, ubiquinol, 

bilirrubina e melatonina (Lekeux & Kirschvink, 2009).  

A redução do estresse oxidativo pela apocinina tem sido observada por 

investigadores (Matsunami et al., 2011; Li et al., 2013a) e até mesmo sendo cogitada 
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como sua principal função no organismo (Heumüller et al., 2008). No nosso estudo, 

a apocinina aumentou a atividade de algumas enzimas antioxidantes e diminuiu a 

quantidade de hidroperóxido de lipídio nos animais diabéticos. No entanto, houve 

diminuição na atividade das enzimas antioxidantes nos animais controles que 

receberam a apocinina, e isso levanta a hipótese de em certos casos a apocinina 

atuar como um agente pró-oxidante, mas este comportamento ainda não está 

esclarecido na literatura (Vejrazka et al., 2004, Riganti et al., 2006; Castor, 2010). 

Talvez um dos motivos seja pelo quadro hipertensivo não estar tão avançado e não 

estar com baixa dos componentes antioxidantes e assim a apocinina atuar oxidando 

agentes tióis, ubiquinonas, entre outros, causando desequilíbrio na atividade 

antioxidante do organismo (Castor, 2010). 

Sabe-se que a produção de AGEs é umas da principais vias de danos 

oxidativos causados pelo diabetes mellitus; além disso, estudos têm demonstrado 

aumento desses produtos na hipertensão. Desse modo, acreditamos que a diferença 

estatística não encontrada entre os grupos diabéticos e controles seja por indivíduos 

hipertensos também apresentarem aumento na produção de AGEs (McNulty et al., 

2007; Vasdev et al., 2007).  A apocinina não influenciou essa variável.                                    

O ponto chave do nosso trabalho foi verificar se de fato ocorreu o 

bloqueio da atividade da NADPH oxidase pela apocinina no coração. O complexo 

NADPH oxidase é um dos principais, senão o principal, responsável pela produção 

do ânion superóxido. A produção desse radical livre é controlada por enzimas 

antioxidantes como por exemplo a SOD. O aumento na produção de superóxido no 

organismo causa oxidação do dihidroetídio (DHE). O DHE é amplamente utilizado 

como marcador da produção de ânion radical superóxido, principalmente pela 

observação por microscopia de fluorescência total em células e tecidos (Bindokas et 

al., 1996; Miller et al., 1998). Outros oxidantes não são capazes de oxidar o DHE em 

produtos fluorescentes. A oxidação do DHE forma os compostos etídio e o 2-

hidroxietídio (EOH), e este último é separado por cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC) com detecção por fluorescência. A formação do EOH está 

associada à oxidação específica do DHE pelo superóxido, enquanto que a produção 

de etídio estaria relacionada à oxidação do DHE por outras espécies reativas (Zhao 

et al., 2003; Fink et al., 2004; Fernandes et al., 2007). Assim, o DHE quantificado de 

células e tecidos representa o estresse oxidativo total, isto é, a soma dos compostos 

fluorescentes etídio e EOH. 
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Em relação ao nosso estudo, os resultados sugerem que a apocinina 

não foi capaz de bloquear o complexo enzimático NADPH oxidase em 

cardiomiócitos. Em outro trabalho realizado em 2013 em nosso laboratório, também 

não observamos bloqueio da NADPH oxidase pela apocinina (Gimenes et al., 2013).  

Os estudos com a apocinina são controversos, alguns defendem a 

hipótese de que ela atua como bloqueadora da NADPH oxidase apenas em células 

fagocíticas. Células fagocíticas ativam a apocinina através da mieloperoxidase, e 

depois de sua ativação ela impede que os componentes citosólicos da NADPH 

oxidase se juntem a componentes de membrana, impedindo a ativação do complexo 

enzimático. Alguns autores sugerem que em células não fagocíticas a apocinina não 

pode ser ativada para bloquear a NADPH oxidase por não apresentar as 

mieloperoxidases (Riganti et al., 2006; Heumüller et al., 2008). No entanto, Touyz et 

al. (2008) sugerem que a apocinina pode ser ativada por outras peroxidases ou 

através de mieloperoxidases secretadas por neutrófilos.  

Ainda há controvérsias no uso da apocinina em relação ao seu papel 

no estresse oxidativo. Há relato de a apocinina atuar como um agente antioxidante 

(Heumüller et al., 2008) ou atuar aumentando as espécies reativas de oxigênio em 

células não fagocíticas (Vejrazka et al., 2004; Riganti et al., 2006; Castor, 2010). 

Além da apocinina existem outros possíveis inibidores da NADPH 

oxidase tais como difenileno-iodônio, GKT137831, ML171, VAS2870, entre outros. 

Porém, a especificidade dessas substâncias no bloqueio efetivo do complexo 

enzimático tem sido questionada. Desse modo, o uso da apocinina também tem sido 

questionado por sua inespecificidade no bloqueio da NADPH oxidase. Além disso, 

ainda são necessários vários estudos para elucidar os NOXs específicos envolvidos 

em cada tipo de patologia e seus mecanismos de ativação (Altenhofer et al., 2014). 

Nossos achados sugerem que mais estudos são necessários para um 

posicionamento do uso da apocinina no combate não apenas das doenças 

cardiovasculares, mas em qualquer outra patologia, pois os mecanismos de 

ativação, ação e toxicidade da apocinina são contraditórios e pobremente 

entendidos. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conclusão 



48 

A apocinina reduz o estresse oxidativo e não atenua o remodelamento 

cardíaco causado pelo diabetes mellitus e, provavelmente, não bloqueia a NADPH 

oxidase em cardiomiócitos. Indícios de prejuízo na função ventricular e miocárdica e 

na atividade das enzimas antioxidantes, em animais hipertensos sem diabetes, 

alertam para a cautela no uso dessa substância. 
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