
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOQUÍMICA E FISIOLOGIA 

 

 

 

 

 

 
ANDERSON APOLONIO DA SILVA PEDROZA 

 

 

 

 

 
EFEITO DO TREINAMENTO FÍSICO MODERADO SOBRE OS MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS, BALANÇO OXIDATIVO E BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL 

INDUZIDOS PELA DESNUTRIÇÃO PROTEICA MATERNA: Avaliação das Respostas 

Mitocondriais Cardíacas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

RECIFE 

2022 



ANDERSON APOLONIO DA SILVA PEDROZA 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITO DO TREINAMENTO FÍSICO MODERADO SOBRE OS MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS, BALANÇO OXIDATIVO E BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL 

INDUZIDOS PELA DESNUTRIÇÃO PROTEICA MATERNA: Avaliação das Respostas 

Mitocondriais Cardíacas 

 

 

 

 

 

 

 
Tese apresentada como um dos requisitos 

para o cumprimento parcial das exigências 

para a obtenção do título de Doutor em 

Bioquímica e Fisiologia pela Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 
 

Orientadora: Profª Drª Claudia Jacques 

Lagranha 

 

Coorientador: Profº Drº Diorginis José 

Soares Ferreira 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2022 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Catalogação na Fonte: 
Bibliotecário Bruno Márcio Gouveia, CRB4/1788 

Pedrosa, Anderson Apolonio da Silva 
Efeito do treinamento fisíco moderado sobre mecanismos epigenéticos, balanço 

oxidativo e bioenergética mitocondrial induzidos pela desnutrição proteica materna : 
avaliação das respostas mitocondriais cardíacas / Anderson Apolonio da Silva Pedrosa. 
– 2022. 
 

84 f. : il. 
 

Orientadora: Profa. Dra. Claudia Jacques Lagranha. 
Coorientador: Prof. Dr. Diorginis José Soares Ferreira 
Tese (doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de 
Biociências. Programa de Pós-graduação em Bioquímica e Fisiologia, 
Recife, 2022. 
Inclui referências e apêndices. 

 
1. Coração - Doenças. 2. Gravidez - Aspectos nutricionais. 3. 

Degeneração (Patologia). I. Lagranha, Claudia Jacques (orientadora) 
II. Ferreira, Diorginis José Soares (coorientador). III. Título. 

616.12 CDD (22.ed.) UFPE/CB – 2022-128 



ANDERSON APOLONIO DA SILVA PEDROZA 

 

 
 
 

EFEITO DO TREINAMENTO FÍSICO MODERADO SOBRE OS MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS, BALANÇO OXIDATIVO E BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL 

INDUZIDOS PELA DESNUTRIÇÃO PROTEICA MATERNA: Avaliação das Respostas 

Mitocondriais Cardíacas 

 

Tese apresentada como um dos requisitos 

para o cumprimento parcial das exigências 

para a obtenção do título de Doutor em 

Bioquímica e Fisiologia pela Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 
 

Orientadora: Profª Drª Claudia Jacques 

Lagranha 

 

Coorientador: Profº Drº Diorginis José 

Soares Ferreira 

 

Aprovado em: 11/03/2022  

 
Profª Drª Claudia Jacques Lagranha (Orientador) 

Núcleo de Educação Física e Ciências do Esporte do Centro Acadêmico de Vitória 

de Santo Antão da UFPE 
 

Profº Drº Diorginis José Soares Ferreira (Co-orientador) 

Colegiado de Educação Física da Universidade do Vale de São Francisco 
 

 
 

Profª Drª Mariana Pinheiro Fernandes 

Núcleo de Educação Física e Ciências do Esporte, Centro Acadêmico de Vitória de 

Santo Antão – UFPE 
 

 
 

Profº Drº José Antônio dos Santos 

Núcleo de Educação Física e Ciências do Esporte, Centro Acadêmico de Vitória de 

Santo Antão – UFPE 
 

 
 

Profº Drº Leucio Duarte Vieira Filho 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de Biociências – UFPE 

 
RECIFE 

2022 

http://lattes.cnpq.br/4162837199448101
http://lattes.cnpq.br/4162837199448101
http://lattes.cnpq.br/4162837199448101


AGRADECIMETOS  

 

 

 

Chegando nesse momento tão especial de minha vida é impossível não parar para pensar 

em tudo que vivi até o dia de hoje. Como um filme, passam por minha cabeça pequenos 

fragmentos de memória que me auxiliam a construir esse agradecimento. 

Seria impossível começar sem citar Jesus, o grande responsável por colocar em minha 

vida pessoas especiais e conduzir minha caminhada estando ao desde sempre. Mas antes, tem 

algo que me chama a atenção: O fato de estudar desde a iniciação científica a forte influência 

que o ambiente tem sobre um indivíduo, sendo ele modulado de acordo com o tipo de estilo que 

lhe é dado. Pois é, esse sou EU, modulado por tantas batalhas, modulado por decepções, 

modulado por amizades sinceras, modulado pelo AMOR que sinto por cada um que fez e faz 

parte de minha vida. 

O que seria de mim sem a pessoa mais importante de minha vida? Sim minha mãe 

Solange, é a senhora!!! Mulher guerreira, que sacrificou tanta coisa para dos a mim e meus 

irmãos a melhor criação possível. Posso dizer que sinto seu amor desde o tempo que me 

desenvolvia em seu ventre. Obrigado por tudo. Sou o homem que sou hoje graças a senhora. 

Tenho tanto orgulho da senhora! Te amo minha mãe. 

Agradeço ao meu Pai Adilson por todo carinho, tamanha é minha alegria em ver como 

estamos unidos hoje. Te amo pai. 

Do fruto do casamento de meus pais vieram meus irmãos biológicos, Ezequias e 

Ezequiel! Todos os momentos com vocês são especiais, pude ver os primeiros passos de cada 

um dos dois e sou grato por cada um deles, amo vocês. Meu irmão paterno Gabriel, tenho tanto 

orgulho de você, te amo!!! 

Minha família paterna e materna, amo vocês!!! 

Existem as famílias biológicas e existem as famílias que o destino (Deus) nos 

presenta. Do fundo do meu coração à Bicamada Lipídica: Darc, Rudá e Vivi, amo vocês... Que 

saudade! 

Natália Souza, Mateus Dutra, Jaqueline, Cris, Fred, Jefferson, Zuzu, Thayná, muito 

obrigados por fazerem parte de minha vida, em tão pouco tempo de convívio criamos um laço 

forte e digo: amo todos. 

 

 

 

 

 

 

 
‘ 



 

Agradeço a todos que fazem parte do Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e 

Fisiologia, em especial aos professores Léucio e Ana Durce, pessoas por quem tenho grande 

admiração e respeito. 

Obrigado a professora Day e aos participantes do Laboratório de Neuro endocrinologia 

e Metabolismo, em especial a Júnior por toda paciência e ajuda. 

O que seria minha carreira acadêmica sem a presença de todos vocês que fazem parte 

do aos que fazem parte do Laboratório de Bioquímica Geral, Molecular e do Exercício 

(LABMEX)? Mais importante que a própria carreira acadêmica pergunto? O que seria de meu 

amadurecimento pessoal se eu não tivesse vocês em minha vida? 

Voltando para 2012 (ano que entrei no LABMEX), cito Cris, Lu, Regis, Sandrinha, 

Virginia, Yuri, Débora, Mychely, Tatá, Aline, Diego, Didi... muito obrigado por terem de 

alguma forma contribuído para minha formação. Cada um tem uma história linda no 

laboratório. 

Os anos foram passando, alguns ciclos foram abertos, alguns foram fechados e outros 

ainda continuam. Confesso que expressar em um texto os 10 anos de minha história no nesse 

laboratório não está sendo uma tarefa fácil. Mas vamos continuar... 

Dos ciclos que estão se abrindo no laboratório o que tenho a dizer a Osmar, Vanessa, 

Jhonatas, Guilherme, Thyago, Deyse e Neto é: todos tem um futuro brilhante, estou na torcida 

por cada um, sempre que precisarem de algo podem contar comigo. Amo vocês! 

Os “Pós da Jacques 1 e 2”, Rudá, Cássia, Dani, Nilson e Diego passamos por muitos 

momentos: rimos, choramos, nos desesperamos... sendo que tudo foi acontecendo e SEMPRE 

ESTIVEMOS UNS AO LADO DOS OUTROS, sempre dando apoio, amo vocês. 

Winglinson e Letícia, meu “TRIO DO CAFEZINHO”, eita que saudade já estou de 

nossos momentos, eita que saudade de nossas conversas, risos e de todas os finais de tardes que 

passamos juntos, amo vocês. 

Allifer, que bom poder te chamar de amigo, I am Groot! Tatá, Ramom, Gisele, 

Welligton, Reginaldo e demais que fazem parte do LABMEX 18:00, cada momento que 

passamos juntos vai ficar em minha memória para sempre, amo vocês. 

Didi, tamanha é minha admiração por ti, ver seu crescimento é algo inspirador, te 

agradeço por aceitar o convite de ser meu coorientador do doutorado. Muito obrigado por todos 

os ensinamentos, amo você!!! 

Nada desses acontecimentos e desses vínculos teriam acontecido sem os grandes 

espelhos de nosso laboratório, as professoras Mariana e Claudia. 

 
 

‘ 



 

 

Professora Mariana, minha eterna coorientadora, minha amiga, um dos reencontros mais 

maravilhosos que tive nessa vida. Sim, essa é a sensação! Quão grande é amor que tenho em 

meu coração pela senhora e por sua família (Fernando, Nanda e Maísa) sou grato por tê-la em 

minha vida, sou grato por cada momentos que passamos juntos. Te amo!!! 

Outro reencontro marcante foi com a senhora, Professora Claudia Lagranha (para mim: 

Claudia Yoda Lagranha), minha orientadora, minha mãe, minha amiga, minha confidente... 

Deus é prova do amor e carinho que tenho pela senhora prof!!! Só tenho a lhe agradecer por 

tudo que a senhora fez, por todo conhecimento, por todos os conselhos, por todos os e-mails 

(kkkkkkk), e principalmente pela oportunidade e confiança de trabalhar todos esses anos ao seu 

lado! Com lágrimas nos olhos digo que a partir do fim desse meu ciclo, não seremos mais 

orientando e orientadora, mas tenho certeza de que nossa conexão é para toda a vida. Muito 

obrigado!!! Obrigado por me inspirar e de forma direta e indireta, me fazer um ser humano 

melhor. Lhe amo muito viu! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

‘ 



 

 

 

RESUMO 

 

 
Estudos demonstram uma estreita correlação entre o estado nutricional inadequado durante os 

períodos de gestação e de lactação na gênese de doenças metabólicas e cardiovasculares. Por 

outro lado, o exercício físico moderado é apontado como um modulador positivo do 

metabolismo cardíaco, sendo ele uma estratégia para combater o aparecimento e/ou progressão 

de doenças crônicas. Assim, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento 

físico moderado sobre os mecanismos epigenéticos, balanço oxidativo e bioenergética 

mitocondrial cardíaca de ratos submetidos a desnutrição proteica materna. Inicialmente, ratas 

prenhas foram divididas em dois grupos experimentais: controle (C) e desnutrido (D), que 

receberam respectivamente uma dieta contendo 17% e 8% de caseína durante toda a gestação e 

lactação. Durante os dias 26, 27 e 28 os animais realizaram um teste de adaptação em esteira, 

aos 30 dias de vida, os grupos controle (C) e desnutridos (D) foram subdivididos não treinados 

(CNT e DNT) e treinados (CT e DT), sendo então submetidos a um programa de treinamento 

físico moderado (50% da capacidade máxima de corrida) em esteira ergométrica durante 4 

semanas durante 1 hora por dia. Aos 61 dias, 24 horas após a última sessão de exercício, o 

tecido cardíaco foi coletado e as seguintes análises bioquímicas foram realizadas: atividade 

enzimática da citrato sintase, níveis totais de NAD+ e NADH, consumo de oxigênio 

mitocondrial, produção de espécies reativas mitocondriais, inchamento mitocondrial, expressão 

gênica e proteica de moduladores epigenéticos e níveis de acetilação do resíduo de lisina. De 

forma resumida, observamos que os animais que receberam uma dieta com menor teor de 

proteínas apresentaram prejuízo no metabolismo e função mitocondrial, estresse oxidativo, 

maior produção de espécies reativas e menor resistência à captação de cálcio. Além de aumento 

da expressão gênica das sirtuínas 1 e 3, sendo este aumento contrário em relação a expressão 

proteica, além de aumentos nos níveis de acetilação. Em contrapartida, o treinamento físico 

moderado foi capaz de induzir alterações que minimizaram os efeitos deletérios causados pela 

restrição proteica. Em conjunto, nossos dados sugerem que o treinamento físico moderado, 

quando aplicado de forma precoce, pode ser uma ferramenta que pode postergar ou até mesmo 

impedir o desenvolvimento de doenças crônicas associadas a disfunções mitocondriais 

cardíacas causadas por uma restrição proteica no início da vida. 

 

Palavras-chave: Insultos Nutricionais; Treinamento Físico Moderado; Mitocôndria; 

Epigenética. 
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ABSTRACT 

 

Studies demonstrate a close correlation between inadequate nutritional status during gestation 

and lactation periods in the genesis of metabolic and cardiovascular diseases. On the other hand, 

moderate physical exercise is seen as a positive modulator of metabolism, and cardiac function 

is a strategy to combat the onset and / or progression of chronic diseases. Thus, this study aimed 

to investigate the effects of moderate physical training on epigenetic mechanisms, oxidative 

balance and cardiac mitochondrial bioenergetics in rats submitted to maternal protein 

malnutrition. Initially, pregnant rats were divided into two experimental groups: control (C) and 

malnourished (D), who received respectively a diet containing 17% and 8% casein throughout 

pregnancy and lactation. During the 26th, 27th and 28th days, the animals performed an 

adaptation test on a treadmill, at 30 days of life, the control (C) and malnourished (D) groups 

were subdivided untrained (CNT and DNT) and trained (CT and DT), being then submitted to 

a program of moderate physical training (50% of the running capacity) on a treadmill for 4 

weeks for 1 hour per day. At 61 days, 24 hours after the last exercise session, cardiac tissue was 

collected and the following biochemical analyzes were performed: enzyme activity of citrate 

synthase, total levels of NAD + and NADH, consumption of mitochondrial oxygen, production 

of reactive mitochondrial species, mitochondrial swelling, gene and protein expression of 

epigenetic modulators and lysine residue acetylation levels. In summary, we observed that 

animals that received a diet with a lower protein content showed impairment in mitochondrial 

metabolism and function, oxidative stress, greater production of reactive species and less 

resistance to calcium uptake. In addition to an increase in the gene expression of sirtuins 1 and 

3, this increase being contrary to protein expression, in addition to increases in acetylation 

levels. In contrast, moderate physical training was able to induce changes that minimized the 

deleterious effects caused by protein restriction. Taken together, our data suggest that moderate 

physical training, when applied early, can be a tool that can delay or even prevent the 

development of chronic diseases associated with cardiac mitochondrial dysfunction caused by 

protein restriction in early life. 

 
Key words: Nutritional Insults; Moderate Physical Training; Mitochondria; Epigenetic. 



 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 11 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA ...................................................................................... 13 

2.1 PERÍODOS CRÍTICOS DO DESENVOLVIMENTO E TEORIA DA ORIGEM 

DESENVOLVIMENTISTA DA SAÚDE E DOENÇA DOHAD ........................................... 13 

2.2 DESNUTRIÇÃO PROTEICA NO PERÍODO CRÍTICO DO DESENVOLVIMENTO E 

SUA RELAÇÃO COM AS DOENÇAS CARDIOVASCULARES ........................................ 14 

2.3 MODIFICAÇÕES EPIGENÉTICA ................................................................................... 17 

2.4 TECIDO CARDÍACO ........................................................................................................ 20 

3 OBJETIVO .......................................................................................................................... 42 

3.1. GERAL .............................................................................................................................. 42 

3.2. ESPECÍFICOS .................................................................................................................. 42 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................... 43 

4.1 ANIMAIS E DIETA ........................................................................................................... 45 

4.2 PROTOCOLO DE TREINO. ............................................................................................. 44 

4.3 EUTANÁSIA E COLETA DOS TECIDOS ...................................................................... 44 

4.4 ISOLAMENTO DAS MITOCÔNDRIAS CARDÍACAS .................................................. 44 

4.5 DOSAGEM DAS PROTEÍNAS ........................................................................................ 45 

4.6 QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CITRATO SINTASE ................... 45 

4.7 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE NAD+ E NADH .................................................. 45 

4.8 CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS COM AS MITOCÔNDRIAS ISOLADAS ................ 46 

4.9 QUANTIFICAÇÃO DA VELOCIDADE DE RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL .......... 46 

4.10 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DAS ESPÉCIES REATIVAS TOTAIS ............ 46 

4.11 QUANTIFICAÇÃO DA CAPACIDADE MITOCONDRIAL DE CAPTAÇÃO DE 

CÁLCIO ................................................................................................................................... 47 

4.12 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO ...................................................... 47 

4.13 AVALIAÇÕES DA DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICA ................................. 48 

4.14 AVALIAÇÃO DA DEFESA ANTIOXIDANTE NÃO-ENZIMÁTICA ......................... 49 
‘ 



 

 

4.15DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES DAS SIRTUÍNAS PELA 

METODOLGIA DE “REAL TIME-PCR” ...................................................................... 50 

4.16 QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DAS SINTUÍNAS 1 E 3 E DOS 

NÍVEIS DE ACETILAÇÃO DAS LISINAS CARDÍACAS ................................................... 51 

4.17 ANÁLISE ESTATÍSTICA ............................................................................................... 51 

5 CONCLUSÃO ...................................................................................................................... 53 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................ 54 

APÊNDICE A – MODERATE OFFSPRING EXERCISE OFFSETS THE HARMFUL 

EFFECTS OF MATERNAL PROTEIN DEPRIVATION ON MITOCHONDRIAL FUNCTION 

AND OXIDATIVE BALANCE BY MODULATING SIRTUINS .............................................. 72 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

‘ 



11 
 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 
Uma das prioridades da Organização Mundial de Saúde (OMS) refere-se ao combate às 

doenças crônico-degenerativas. A OMS inclui como estratégias para combater tais doenças uma 

alimentação adequada e mudanças do estilo de vida, com um estilo de vida mais ativo, 

priorizadas desde a infância. Evidências epidemiológicas e experimentais têm mostrado que 

uma privação nutricional na infância aumentam o risco de obesidade e de doenças correlatas 

entre elas as cardiovasculares tais como hipertensão na vida adulta (BARKER, 1990; 1999a; 

2007; BARKER; OSMOND, 1986; BARKER; OSMOND; LAW, 1989). 

Durante o período de privação nutricional, o feto interage dinamicamente com o meio a fim 

de adquirir vantagens de sobrevivência para o futuro. O termo "plasticidade fenotípica" refere- 

se a essa capacidade de mudanças do fenótipo em resposta às alterações ambientais durante 

períodos críticos do desenvolvimento e às repercussões na vida adulta (BATESON; BARKER; 

CLUTTON-BROCK; DEB et al., 2004; GLUCKMAN; HANSON, 2004; GLUCKMAN; 

HANSON; SPENCER, 2005). Estudos vem mostrando que muitas dessas mudanças no 

fenótipo são induzidas por modificações nos mecanismos epigenéticos, sendo a desnutrição 

proteica perinatal um dos fatores ambientais mais bem estudados como indutor de plasticidade 

fenotípica por modulação dos mecanismos epigenéticos (BARKER, 1999b; BEAUCHAMP; 

HARPER, 2016; GUEANT; DAVAL; VERT; NICOLAS, 2012; KEATING; EL-OSTA, 2015; 

MARTINEZ; PENTINAT; RIBO; DAVIAUD et al., 2014; RAVELLI; VAN DER MEULEN; 

OSMOND; BARKER et al., 1999). 

O estilo de vida e os fatores ambientais possuem forte influência sobre a saúde por meio de 

modificações epigenéticas, e o exercício é um dos fatores críticos que pode desempenhar um 

papel positivo na prevenção de doenças (DENHAM, 2018). Estudos experimentais e clínicos 

mostram que a atividade física regular é potencialmente a melhor estratégia para combater o 

aparecimento e/ou progressão de doenças crônicas (BARBOSA; LUCIANO; VITTO; 

CESCONETTO et al., 2012; DAVIS, 2004). Desta forma, o treinamento físico moderado é 

recomendado como uma forma não-farmacológica para o tratamento de diversas doenças 

cardíacas, entre elas hipertensão e infarto do miocárdio (MARTINEZ; NICOLAU; LAGE; 

TOSCHI-DIAS et al., 2011; ZHANG; KAWACHI; MIURA; UEHARA et al., 2013). Os 

mecanismos associados aos efeitos positivos do treinamento físico em intensidade leve a 

moderada inclui a modulação do estado REDOX celular e mitocondrial por modular padrões 

de respiração mitocondrial cardíacas (ASCENSAO; MAGALHAES; SOARES; FERREIRA et 

al., 2005). 



12 
 

 

 

 

 

Apesar de alguns estudos já mostrarem o papel benéfico do treinamento físico moderado na 

função mitocondrial, não se tinha na literatura trabalhos mostrando se o treinamento físico 

moderado em ratos juvenis poderia modular de forma positiva os efeitos epigenéticos induzido 

pela desnutrição proteica perinatal em mitocôndrias cardíacas. 

O desenvolvimento dessa tese levou a estruturação do artigo científico intitulado “Moderate 

Exercise offsets Harmful Effects of the Protein Deprivation on Mitochondrial function and 

Oxidative balance: role of sirtuins.”, o qual foi publicado na revista “Nutrition metabolism & 

cardiovascular diseases”, de fator de impacto 4,22 e Qualis BI em Ciências Biológicas II. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.numecd.2021.01.006. 

https://doi.org/10.1016/j.numecd.2021.01.006
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
2.1 PERÍODOS CRÍTICOS DO DESENVOLVIMENTO E TEORIA DA ORIGEM 

DESENVOLVIMENTISTA DA SAÚDE E DOENÇA DOHAD 

 
Durante a gestação, lactação e primeira infância o organismo depara-se com uma forte 

interação com as circunstâncias ambientais nas quais o mesmo se encontra, esta fase é 

denominada de “período crítico do desenvolvimento” (DOBBING, 1964; MORGANE; 

MOKLER; GALLER, 2002; WINICK; ROSSO; BRASEL, 1972). O período crítico do 

desenvolvimento é marcado por fases de rápida proliferação e diferenciação celular, 

característica esta que torna o organismo mais sensível a condições adversas impostas a ele 

(DOBBING; SANDS, 1985). 

Um dos principais exemplos dessas condições adversas são os desequilíbrios 

nutricionais, que quando ocorridos nas fases pré e pós natal, induzem o organismo a uma série 

de adaptações necessárias à sobrevivência (como por exemplo diminuição na taxa de divisão 

celular), induzindo alterações fisiológicas e morfológicas permanentes e/ou temporárias, que 

aumentam a predisposição às doenças crônicas na vida adulta (BARKER; FORSEN; 

ERIKSSON; OSMOND, 2002; BERGLUND; GARCIA-VALDES; TORRES-ESPINOLA; 

SEGURA et al., 2016; DOBBING; SANDS, 1985; HANSON; GLUCKMAN, 2011). 

Do ponto de vista histórico, tal relação começou a ser percebida no ano 1934 por 

Kermack et al, que após realizarem um levantamento epidemiológico, surpreenderam-se ao 

constatar que o ambiente vivido durante os períodos mais precoces da vida, foi um fator 

importante na saúde e na taxa de mortalidade de indivíduos nascidos na Inglaterra e Suécia, 

entre meados do século XVIII e início do século XIX (KERMACK; MCKENDRICK; 

MCKINLAY, 1934). Mesmo não sendo o objetivo central da pesquisa de Kermack, tais achados 

tornaram-se umas das primeiras descobertas documentadas acerca do período crítico do 

desenvolvimento (KERMACK; MCKENDRICK; MCKINLAY, 1934). Anos mais tarde, em 

um estudo de coorte histórico com 300 mil homens nascidos entre 1944 e 1945 que foram 

expostos à uma restrição alimentar severa durante a segunda guerra mundial, conhecida como 

a “fome holandesa”, Ravelli et al 1976 relataram que a má nutrição pré e pós-natal relacionou- 

se com um retardo do crescimento fetal, mortes prematuras e aumentos significativos na 

incidência de obesidade (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976). 

Forsdahl (1977), reforçou a teoria de que o ambiente nas fases iniciais do 

desenvolvimento tinha forte influência na saúde cardiovascular em idades mais tardias e 
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acrescentou que, as chances no aparecimento de doenças cardíacas ateroscleróticas estavam 

aumentadas no grupo estudado que apresentou melhorias no padrão de vida quando comparado 

ao grupo que permaneceu em situações menos favoráveis (FORSDAHL, 1977). Barker et al 

1989, relatam um risco reduzido para manifestações de doenças isquêmicas cardíaca em 

indivíduos britânicos que foram bem nutridos na infância (BARKER; WINTER; OSMOND; 

MARGETTS et al., 1989). Com base em tais achados, foi levantada a “hipótese do fenótipo 

poupador” (thrifty phenotype hypothesis), que propunha a ideia de que o feto seria capaz de 

adaptar-se a um ambiente intrauterino adverso, reajustando o uso dos suprimentos energéticos 

reduzidos, no sentido de garantir a sua sobrevivência (HALES; BARKER, 1992). Porém, tal 

processo levaria ao adaptativação, induzindo o favorecimento metabólico de órgãos nobres 

(cérebro, coração, fígado, rim) em detrimento de outros, conferindo alterações persistentes no 

crescimento e função dos tecidos (HALES; BARKER, 1992). 

Um conjunto de estudos publicados posteriormente impulsionaram a ideia de que 

condições desfavoráveis no desenvolvimento poderiam ter influência sobre susceptibilidade à 

doenças em idades mais tardias da vida, essas pesquisas convergiram para o levantamento da 

Teoria da Origem Desenvolvimentista da Saúde e Doença (DOHaD) (BARKER; FORSEN; 

ERIKSSON; OSMOND, 2002; ERIKSSON; FORSEN; TUOMILEHTO; OSMOND et al., 

2000; FRANKEL; ELWOOD; SWEETNAM; YARNELL et al., 1996; LAWLOR; BATTY; 

MORTON; DEARY et al., 2005; LEON; LITHELL; VAGERO; KOUPILOVA et al., 1998; 

MARTYN; BARKER; OSMOND, 1996; STEIN; FALL; KUMARAN; OSMOND et al., 

1996). Segundo esta teoria, que o ambiente pode alterar a estrutura e função dos órgãos, o 

DOHaD vem norteia até os dias atuais todas as pesquisas voltadas para as manifestações de 

doenças crônicas degenerativas decorrentes dos estímulos ambientais sofridos nos períodos pré 

e pós-natal e que, boa parte dessas manifestações ocorrem em função do desenvolvimento da 

obesidade ou desnutrição (SCHNABEL; BACCARELLI; LIN; ELLINOR et al., 2012). 

Estudos com modelos animais foram desenvolvidos para uma melhor compreensão dos 

efeitos da nutrição na gestação, lactação e infância sobre o metabolismo, crescimento, 

desenvolvimento do organismo e sobre os principais processos envolvidos na gênese dediversas 

doenças. Visto que, a nutrição é provavelmente o maior agente influenciador ambiental que 

exerce um papel fundamental na gênese de diversas patologias (BRAY, 1985; BRESLOW, 

1952; FORSDAHL, 1977; HAHN, 1984; MCCANCE, 1962; PI-SUNYER, 1993). 

 

2.2 DESNUTRIÇÃO PROTEICA NO PERÍODO CRÍTICO DO DESENVOLVIMENTO E 

SUA RELAÇÃO COM AS DOENÇAS CARDIOVASCULARES 
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A desnutrição é caracterizada como um déficit no balanço energético e proteico, o que 

pode prejudicar o funcionamento de vários processos fisiológicos. As taxas de desnutrição 

mundial são alarmantes, no ano de 2017, quase metade de todas as mortes em crianças menores 

de 5 anos foram atribuídas a desnutrição (UNICEF, 2018). Estudos epidemiológicos tem 

mostrado que a desnutrição na infância aumentam as chances do desenvolvimento de obesidade 

e doenças correlatas, possuindo papel fundamental na saúde em períodos mais tardes na vida 

(HANSON; GLUCKMAN, 2011; HAO; ZHANG; YUAN; YANG et al., 2010). 

Postula-se que o baixo peso ao nascer é um forte indicativo de saúde e nutrição materna 

e neonatal (ERIKSSON; FORSEN; TUOMILEHTO; OSMOND et al., 2000; ROY, 2018). O 

sul da Ásia tem a maior incidência de baixo peso ao nascer, com um quarto dos seus recém- 

nascidos pesando menos de 2.500 gramas (UNICEF, 2018). No que diz respeito à desnutrição 

mundial, as populações mais afetadas são aquelas que vivem em condições de desenvolvimento 

socioeconômicos limitados (WHO, 2017). 

Quando imposta nas fases iniciais do desenvolvimento, a desnutrição predispõe à um 

maior risco de perda da função de diversos tecidos com posterior elevações da pressão arterial 

e da morbidade cardiovascular (EDVARDSSON; STEINTHORSDOTTIR; ELIASDOTTIR; 

INDRIDASON et al., 2012; VIEIRA-FILHO; LARA; SILVA; SANTOS et al., 2011; 

VILLAR-MARTINI; CARVALHO; NEVES; AGUILA et al., 2009). Em busca de uma melhor 

compreensão sobre o impacto dessas alterações ambientais ocorridas no início da vida com as 

mudanças fenotípicas e a maior predisposição à doenças crônicas não degenerativas a longo 

prazo, à exemplo das doenças cardiovasculares, a comunidade científica vêm dando ênfase aos 

estudos que avaliem essas manifestações patológicas em níveis fisiológicos, teciduais, celulares 

e moleculares (ALMEIDA; DIAS-ROCHA; SOUZA; MUROS et al., 2017; BADR; 

MOHANY, 2011; BERGLUND; GARCIA-VALDES; TORRES-ESPINOLA; SEGURA et al., 

2016; COLLDEN; BALLAND; PARKASH; CARON et al., 2015; NATT; BARCHIESI; 

MURAD; FENG et al., 2017). Dentre eles, a dieta materna com menores valores proteicos 

durante a gestação e/ou lactação um dos modelos experimentais mais estudados para avaliação 

das desordens associadas a danos cardiovasculares (BARKER, 1995). 

Ozaki e colaboradores (2001) observaram que uma redução global moderada da dieta 

em ratas grávidas elevou a pressão arterial diastólica, sistólica e média em filhotes adultos, tanto 

em machos quanto em fêmeas, além disso, seus resultados mostram mudanças na função 

vascular da artéria periférica (OZAKI; NISHINA; HANSON; POSTON, 2001). Desai e 

colaboradores (2005), estudando filhotes nascidos de ratas que receberam uma restrição 
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alimentar de 50%, observaram uma diminuição do peso corporal ao nascer, contudo esses 

animais apresentaram-se mais pesados aos 9 meses de idade além de uma redução no peso dos 

rins, coração e fígado (DESAI; GAYLE; BABU; ROSS, 2005). No estudo de Barros e 

colaboradores (2015), avaliaram ratos adultos nascidos de mães alimentadas com uma dieta 

contendo baixos valores proteicos durante a gestação e lactação, seus resultados mostraram que 

os animais apresentaram um aumento na pressão arterial e no tônus simpático cardiovascular 

(BARROS; DE BRITO ALVES; NOGUEIRA; WANDERLEY et al., 2015). 

Nos estados de carência nutricional, sobretudo crônicos, a ausência de determinados 

substratos mais que outros, repercutem sobre o equilíbrio dinâmico normal, demonstrando uma 

hierarquia bioquímica, imperceptível quando o organismo se mantém em homeostase. Dentro 

dessa hierarquia, destacam-se as proteínas, devido à sua importante participação nas estruturas 

de órgãos e tecidos e de sua atuação na síntese enzimática, assim como de hormônios proteicos, 

sendo elas classificadas como macromoléculas imprescindíveis a homeostase metabólica 

(TRINDADE; DE NOBREGA; TONETE, 1986). 

Desde o ano de 2014, nosso laboratório (Laboratório de Bioquímica Geral, Molecular e do 

Exercício – LABMEX) vem colaborando com a comunidade científica através publicações que 

buscam entender os mecanismos moleculares envolvidos com a desnutrição proteica materna e 

gênese das doenças cardiovasculares. 

Avaliando o efeito uma dieta materna com baixo teor de proteína no tecido cardíaco de 

animais aos 100 dia de vida, Nascimento e colaboradores (2014), identificaram uma redução 

capacidade de fosforilação oxidativa mitocondrial acompanhado de estresse oxidativo e 

menores atividades enzimáticas metabólica. Neste estudo foi hipotetizado que um aumento da 

produção de espécies reativas totais e diminuição da capacidade antioxidante induzidos pela 

restrição de proteínas durante o desenvolvimento poderiam potencializar a progressão de 

doenças cardíacas na idade adulta (NASCIMENTO; FREITAS; SILVA-FILHO; LEITE et al., 

2014). Outro estudo também realizado em nosso centro acadêmico, utilizando o mesmo modelo 

experimental, revelou que ratos adultos (90 dias) filhotes de ratas que receberam dieta com 

baixo teor de proteína, durante a gestação e lactação, apresentaram um significativo aumento 

da pressão arterial (DE BRITO ALVES; NOGUEIRA; DE OLIVEIRA; DA SILVA et al., 

2014). 

Sendo o tronco encefálico composto por grupos de neurônios responsáveis pela 

regulação neural do sistema cardiovascular e os rins pela responsáveis pela regulação a médio 

e longo prazo da pressão arterial, buscamos avaliar o impacto do mesmo protocolo de restrição 

proteica materna sobre esses tecidos (FELDBERG; GUERTZENSTEIN, 1972; GUYENET, 
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2006; TSAI; WU; PENG; YANG et al., 2017). Ferreira e colaboradores (2016), observou no 

tronco encefálico de ratos aos 22 dias de vida que a restrição proteica induziu um aumento na 

produção de espécies reativas totais com uma diminuição na defesa antioxidante e no estado 

REDOX (FERREIRA; DA SILVA PEDROZA; BRAZ; DA SILVA-FILHO et al., 2016). 

Diminuição das capacidades antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas e aumento dos 

biomarcadores de estresse oxidativo no córtex renal de ratos aos 30 dias de vida foram 

encontradas no estudo Pedroza e colaboradores (2019), além do estresse oxidativo, o estudo 

mostrou alterações na morfologia dos glomérulos e maiores depósitos no conteúdo de colágeno 

glomerular (PEDROZA; FERREIRA; SANTANA; DA SILVA et al., 2019). Estresse oxidativo 

e alterações no metabolismo do tronco encefálico também foram observados no estudo de 

Ferreira e colaboradores (2016), que investigou aos 100 dias de vida as repercussões da 

desnutrição durante o período de gestação e lactação (FERREIRA; LIU; FERNANDES; 

LAGRANHA, 2016). 

Além do estresse oxidativo e danos mitocondriais, as alterações nos mecanismos 

epigenéticas vem ganhando espaço cada vez maior para a melhor compreensão dos mecanismos 

por trás do surgimento das doenças cardiovasculares induzidas por insultos nutricionais. 

 

 
2.3 MODIFICAÇÕES EPIGENÉTICA 

 
A primeira descrição de epigenética data da década de 40, pelo biólogo britânico Conrad 

& Waddington (TRONICK; HUNTER, 2016; WADDINGTON, 2012). Ele utilizou esse termo 

para descrever a forma como um mesmo genótipo é capaz de promover a expressão de 

diferentes fenótipos durante o desenvolvimento dos organismos (LANDGRAVE-GOMEZ; 

MERCADO-GOMEZ; GUEVARA-GUZMAN, 2015; WADDINGTON, 2012). O termo 

epigenética refere-se à todas as mudanças reversíveis e herdáveis no genoma funcional sem 

alteração na sequência dos nucleotídeos do ácido desoxirribonucleico (DNA). A epigenética 

inclui o estudo de como os padrões de expressão são passados para os descendentes, como 

ocorre a mudança de expressão espaço temporal de genes durante a diferenciação de um tipo 

de célula e como fatores ambientais podem mudar a maneira como os genes são expressos 

(SHIRODKAR; MARSDEN, 2011; XIAO; YE, 2011). Os mecanismos epigenéticos estão 

relacionados principalmente à alterações no DNA e na cromatina, dentre estes os mais 

estudados são a metilação do DNA e as modificações pós-traducionais em histonas, tais como 
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acetilação e fosforilação (COSTELLOE; FITZGERALD; MURPHY; FLAUS et al., 2006; 

JENUWEIN; ALLIS, 2001). 

O processo de metilação do DNA consiste na adição covalente de um radical metil (CH3-) 

em uma base citosina, convertendo-a em 5-metilcitosina. As citosinas alvo de metilação 

encontram-se ligadas à guanina e localizam-se principalmente em regiões promotoras de 

transcrição gênica (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007; RODENHISER; MANN, 

2006). Por sua vez, as histonas são proteínas que possuem muitos aminoácidos com cargas 

positivas o que permite atrações com a molécula de DNA. As histonas possuem um domínio 

globular, onde o filamento de DNA se envolve, e extremidades amino-terminais flexíveis 

(também denominadas de caudas) ricas nos aminoácidos lisina, arginina, serina e treonina que 

são os principais resíduos alvo das modificações pós-traducionais (COSTELLOE; 

FITZGERALD; MURPHY; FLAUS et al., 2006; JENUWEIN; ALLIS, 2001). Tais 

modificações pós-traducionais são capazes de afetar a função dos cromossomos devido a 

alterações na carga eletrostática das histonas, provocando mudanças em sua estrutura e 

interação com a molécula de DNA (JENUWEIN; ALLIS, 2001; MANOHAR; MOONEY; 

NORTH; NAKKULA et al., 2009). Dessa forma, as histonas representam um importante fator 

de controle transcricional, tendo os processos de acetilação como um fator crucial para a 

ativação ou repressão da transcrição gênica. As enzimas histonas acetil-transferases (HAT) e as 

histonas desacetilases (HDAC) estão envolvidas na regulação dos níveis de acetilação e 

consequentemente na regulação da transcrição gênica (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). 

Sirtuínas são enzimas desacetilases que respondem às mudanças celulares dos níveis de 

NAD+ e da razão NAD+/NADH (IMAI; GUARENTE, 2010). As isoformas das sirtuínas têm 

distribuições distintas entre os tecido, tendo todos os outros membros da família das sirtuínas 

expressa no coração (figura 1) (SHI; WANG; STIEREN; TONG, 2005; YU; ZHOU; LIN; FU 

et al., 2014). A localização subcelular das sirtuínas é central para ditar seus efeitos biológicos. 

Por exemplo, SIRT1 é exclusivamente nuclear durante embriogênese cardíaca, já no período 

pós-natal aparece tanto no núcleo como no citoplasma (TANNO; SAKAMOTO; MIURA; 

SHIMAMOTO et al., 2007). Por outro lado, a SIRT3 é predominantemente na matriz 

mitocondrial (LOMBARD; ALT; CHENG; BUNKENBORG et al., 2007; ONYANGO; 

CELIC; MCCAFFERY; BOEKE et al., 2002), sendo que alguns estudos sugerem que SIRT3 é 

exclusivamente mitocondrial (CHEUNG; COLE; XIANG; CHEN et al., 2015; COOPER; 

SPELBRINK, 2008; JING; EMANUELLI; HIRSCHEY; BOUCHER et al., 2011; SHI; 

WANG; STIEREN; TONG, 2005). 
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A SIRT1 tem sido amplamente implicado numa série de processos metabólicos, incluindo 

metabolismo lipídico, glicolítico e na regulação do peso/adiposidade (IMAI; GUARENTE, 

2010; NEMOTO; FERGUSSON; FINKEL, 2004). Em condições de restrição alimentar, o 

aumento intracelular de NAD+ induz a ativação de SIRT1, levando a alterações no metabolismo 

energético os quais podem acabar induzindo o processo de degradação proteica com o intuito 

de reduzir o gasto energético para a manutenção das organelas e ao mesmo tempo ofertando 

energia para a manutenção das funções vitais das células (KUMA; HATANO; MATSUI; 

YAMAMOTO et al., 2004; LEE; CAO; MOSTOSLAVSKY; LOMBARD et al., 2008; 

TAKESHIGE; BABA; TSUBOI; NODA et al., 1992). Em casos de privação alimentar, esses 

processos são de extrema importância para o coração pois atua protegendo as células cardíacas, 

onde segundo Hariharan et al., a privação de nutrientes induz a ativação da SIRT1 e mantendo 

assim a integridade funcional ventricular (HARIHARAN; MAEJIMA; NAKAE; PAIK et al., 

2010). 

Na biologia cardíaca, a acetilação das histonas é um mediador dos programas de 

transcrição que estão subjacentes a proliferação de cardiomiócitos (TRIVEDI; ZHU; WANG; 

JIA et al., 2010), a diferenciação (KOU; LAU; AU; LEUNG et al., 2010; LI; ZHU; TIAN; LIU 

et al., 2010), e a remodelação cardíaca patológica (BACKS; OLSON, 2006). Estes mecanismos 

são sensíveis não só a nutrição e dietas, mas há também outros fatores ambientais tais como 

exercício físico, drogas e outros, que quando presentes nas fases iniciais do desenvolvimento 

podem causar alterações na transcrição de genes e repercutir a longo prazo em significativas 

mudanças na expressão fenotípica, podendo estar relacionadas ao aparecimento de doenças 

crônicas na vida adulta (KEVERNE; CURLEY, 2008; LILLYCROP; BURDGE, 2012). 
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Figura 1 – Localização celular das sirtuinas (fonte: Wei, 2017) 

 

 

 
 

2.4 TECIDO CARDÍACO 

 

 
2.4.1 Desenvolvimento e plasticidade 

 
O sistema cardiovascular é o primeiro sistema a funcionar durante o desenvolvimento 

embrionário de mamíferos, sendo sua formação iniciada logo após a implantação embrionária 

(DRENCKHAHN, 2009). Em humanos, o coração começa a bombear nutrientes e oxigênio 

para todo o embrião por volta dos 21 dias após a fecundação (SADLER, 2000) e em roedores 

por volta dos 8,5 dias (PHOON, 2001; RENTSCHLER; VAIDYA; TAMADDON; 

DEGENHARDT et al., 2001; SRINIVASAN; BALDWIN; ARISTIZABAL; KWEE et al., 

1998). É nesse período que encontra-se a janela de maior vulnerabilidade do tecido cardíaco 

(SCHOENWOLF; GARCIA-MARTINEZ, 1995), sendo mais sensível a situações adversas, 

tais como exposição a fármacos e desequilíbrio nutricional. Tal condição exige do organismo 
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uma reorganização necessária à sobrevivência, a exemplo da diminuição na taxa de divisão 

celular, com possibilidade de alterar a “plasticidade” da estrutura e função dos sistemas 

orgânicos ou mesmo a redistribuição de fluxo sanguíneo (BARKER; CLARK, 1997; BYRN; 

MORDENTI; LUCAS; SMITH et al., 1990; DENNISON; FALL; COOPER; BARKER, 1997; 

LAVERRIERE; MACNEILL; MUELLER; POELMANN et al., 1994; SCHOENWOLF; 

GARCIA-MARTINEZ, 1995). 

Desenvolvendo-se do mesoderma lateral, o coração surge a partir do crânio do embrião 

em uma região chamada de “área cardiogênica”, localizada à frente da membrana bucofaríngea 

(LINASK; LASH, 1988) (figura 2). Esses eventos ocorrem aproximadamente nos dias 19 e 7 

pós-concepção em humanos e roedores, respectivamente (SADLER, 2000). 

 
 

Figura 2 - (A) Vista dorsal do embrião antes dos dobramentos mostrando a área onde se localiza o mesoderma 

cardiogênico (detalhes em vermelho); (B) detalhe das células do mesoderma cardiogênico formando cordões 

angioblásticos; (C) corte sagital do embrião mostrando a localização dos cordões angioblásticos à frente da 

membrana bucofaríngea ( fonte: The Cardiovascular System: Embriologia Humana de Evelise Maria Nazari, 

2011). 

 

 
Emergindo da área cardiogênica, formam-se dois fios denominados cordões 

cardiogênicos, que rapidamente desenvolvem uma estrutura com lúmen conhecida como tubo 

endocárdico, quando há um dobramento lateral do embrião (SADLER, 2000) (figura 3). Logo 

em seguida, os dois tubos cardiogênicos fundem-se e formam uma estrutura única e alongada, 

o tubo cardíaco primitivo, sendo ele dividido no sentido craniocaudal nas seguintes estruturas: 

tronco arterial (que dará origem a aorta ascendente e ao tronco pulmonar), bulbo cardíaco (que 
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dará origem ao ventrículo direito), ventrículo primitivo (que dará origem ao ventrículo 

esquerdo) e átrio primitivo (que dará origem às porções anteriores dos átrios direito e esquerdo) 

(DERUITER; POELMANN; VANDERPLAS-DE VRIES; MENTINK et al., 1992; 

MOORMAN; CHRISTOFFELS, 2003; SRIVASTAVA; OLSON, 2000) (figura 2). 

 

 

Figura 3 – Formação do tubo cardíaco primitivo (fonte: The Cardiovascular System: The Heart) 

 

Das quatro câmaras cardíacas, o ventrículo esquerdo é o primeiro a desenvolver-se 

morfologicamente, expandindo-se no segmento ventricular do tubo cardíaco (CHEN; DE 

DIEGO; CHANG; MCHARG et al., 2010). Nesse estágio, o coração primitivo inicia um 

processo de dobramento, assumindo sua posição espacial que permanecerá no adulto, todavia 

sem apresentar septos (MOORMAN; CHRISTOFFELS, 2003), sendo necessária 

individualização e divisão internas dessas câmaras por um processo denominado “septação do 

coração”, ocorrendo entre os dias 27 - 37 em humanos e entre os dias 8 - 9,5 em roedores 

(CHEN; DE DIEGO; CHANG; MCHARG et al., 2010; SADLER, 2000) (Figura 4 – 5). 
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Figura 4 – Esquema do coração primitivo através de uma vista lateral durante o dobramento. (Fonte: 

www.embryology.ch) 

 

Figura 5 – Ilustração esquemática do desenvolvimento da câmara cardíaca embrionária do crescente cardíaco para 

o coração de quatro câmaras. (Fonte: Fuhua Dyn, 2011) 

 

Após a septação e formação das válvulas, os dois átrios e os dois ventrículos maduros 

ainda contêm elementos das câmaras primitivas, bem como zonas de transição, nesse estágio 

http://www.embryology.ch/
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movimentações peristálticas são observadas no coração (BLOM; GITTENBERGER-DE 

GROOT; DERUITER; POELMANN et al., 1999). Concomitantemente a esses processos, dar- 

se-á a formação de células pró-endoteliais isoladas que se fundem em vasos (vasculogênese) e 

o surgimento da rede de vasos endoteliais existente (angiogênese) (DERUITER; 

GITTENBERGER-DE GROOT; POELMANN; VANIPEREN et al., 1993). Finalmente, o 

coração desenvolve seu próprio sistema circulatório para a nutrição e oxigenação do miocárdio, 

esses eventos são relativamente tardios no desenvolvimento porque só pode acontecer após a 

cobertura adequada do miocárdio pelo epicárdico (NESBITT; LEMLEY; DAVIS; YOST et al., 

2006; VIRAGH; GITTENBERGER-DE GROOT; POELMANN; KALMAN, 1993). 

Por fim, as porções atriais e ventriculares começam a trabalhar em conjunto para 

fornecer o fluxo sanguíneo (de forma unidirecional) adequado para todos os órgãos do corpo 

afim de atender às necessidades metabólicas em resposta às mediações do meio externo, 

mantendo, desse modo, o equilíbrio dinâmico do corpo (BUCKINGHAM; MEILHAC; 

ZAFFRAN, 2005; MOORE; PERSAUD, 2008). 

O desenvolvimento cardíaco envolve inúmeras ações coordenadas de células 

individuais, tecidos e expressão gênica regulada para recrutamento celular, diferenciação e 

morfogênese rápida desse órgão, essas são características únicas das formas embrionárias e 

fetais dos cardiomiócitos, capacidade essa inexistente nos adultos (CONWAY; KRUZYNSKA- 

FREJTAG; KNEER; MACHNICKI et al., 2003; LAVERRIERE; MACNEILL; MUELLER; 

POELMANN et al., 1994; OLSON; SRIVASTAVA, 1996; SRIVASTAVA; OLSON, 2000). 

Tal potencial proliferativo diminui no final da gestação e se cessa após o nascimento, sendo a 

hipertrofia das células cardíacas a responsável pelo crescimento e maturação cardíaca pós-natal, 

no qual saem do ciclo celular e tornam-se binucleados (figura 6) (AHUJA; SDEK; 

MACLELLAN, 2007; BURRELL; BOYN; KUMARASAMY; HSIEH et al., 2003; LI; 

WANG; CAPASSO; GERDES, 1996; LINASK; LASH, 1988; MUSUNURU; DOMIAN; 

CHIEN, 2010). Além da arquitetura intracelular menos organizada, o perfil metabólico 

encontrado nas células cardíacas neonatais difere de um coração adulto, essas começam a mudar 

logo após o nascimento. O metabolismo cardíaco precisa ser perfeitamente ajustado para 

atender as necessidades de seu desenvolvimento e funcionamento (MOZAFFARIAN; KATAN; 

ASCHERIO; STAMPFER et al., 2006). 
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Figura 6 – Histologia do miocárdio durante fases do desenvolvimento (fonte: George Porter, 2011). 

 

 

2.4.2 Metabolismo cardíaco 

 
O coração fetal realiza sua função em um ambiente com reduzido aporte de oxigênio, 

essa característica favorece para que a quebra de glicose e oxidação do lactato sejam as 

principais fontes para a produção de adenosina trifosfato (ATP) para a célula (FISHER; 

BURGGREN, 2007; PORTER; HOM; HOFFMAN; QUINTANILLA et al., 2011; TIIVEL; 

KADAYA; KUZNETSOV; KAAMBRE et al., 2000). As maiores reservas de glicogênio e 

menores quantidades de mitocôndrias também favorecem para esse potencial anaeróbio dos 

cardiomiócitos fetais (BURTON, 2009; FISCHER; TEN HOVE; SEBAG-MONTEFIORE; 

WAGNER et al., 2010; LOPASCHUK; JASWAL, 2010). Na medida que os demais órgãos e 

sistemas desenvolvem-se e maturam-se, aumenta-se a necessidade de nutrientes e oxigênio 

tanto para o coração, quanto para os demais órgãos, essa exigência induz às células do coração 

adaptações como ampliação de sua atividade contrátil, mudança no formato e maior demanda 

energética, essas modificações acontecem desde o período embrionário até a vida adulta (figura 

7) (GAO; RAJ, 2010; PIQUEREAU; VENTURA-CLAPIER, 2018). 
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Figura 7 – Mudanças no tecido cardíaco durante fases do desenvolvimento (fonte: George Porter, 2011.). 

 
O coração está entre os órgãos que mais demandam energia no corpo, batendo 

aproximadamente 100.000 vezes por dia, consome em média de 3,5 a 5 kg de ATP, esse uso 

excessivo de energia exige um maquinário complexo e eficiente para fornecer a energia que 

sustenta sua atividade contrátil (NEUBAUER, 2007). Para adquirir a energia que é necessária 

a cumprir sua função, o coração converte a energia química produzida a partir de diferentes 

substratos energéticos (carboidratos, ácidos graxos, aminoácidos e corpos cetônicos (figura 8)) 

em energia mecânica para a interação entre a actina e miosina das miofibrilas, além do uso do 

oxigênio (GIBB; HILL, 2018). Desta forma, a manutenção do equilíbrio dinâmico do 

metabolismo cardíaco torna-se essencial para a estrutura fisiológica e melhor continuidade de 

seu funcionamento (KOLWICZ; OLSON; MARNEY; GARCIA-MENENDEZ et al., 2012). 

Em geral, a escolha do substrato energético utilizado pelas células musculares cárdicas 

depende de alguns fatores: níveis plasmáticos dos substratos e de seus respectivos receptores 

localizados na membrana plasmática, além da atividade de enzimas que controlam suas vias 

energéticas (TAEGTMEYER; LAM; DAVOGUSTTO, 2016; TAEGTMEYER; YOUNG; 

LOPASCHUK; ABEL et al., 2016). Independentemente do substrato utilizado, cada molécula 

libera a partir de sua degradação, os agentes reduzidos Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo 
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(NADH) e Flavina Andenina Dinucleotídeo (FADH2) assim como a produção de acetil- 

coenzima-A (acetil-CoA) que é encaminhada para a via do Ciclo de Krebs para fornecer 

intermediários (NADH/ FADH2) que alimentará a cadeia transportadora de elétrons para síntese 

de novas moléculas de ATP (KOLWICZ; PUROHIT; TIAN, 2013). 

No coração adulto, cerca de 70% do acetil- coenzima A (acetil-CoA) provém da β- 

oxidação dos ácidos graxos, o restante, provém da glicólise (KOLWICZ; PUROHIT; TIAN, 

2013). A Glicólise refere-se a uma sequência de 10 reações catalisadas por enzimas livres no 

citosol celular, na qual uma molécula de glicose é degradada para liberar duas moléculas de 

ATP, duas moléculas de NAD reduzido (NADH) e duas moléculas de piruvato 

(PEUHKURINEN; NUUTINEN; PIETILAINEN; HILTUNEN et al., 1982). O piruvato entra 

na mitocôndria perdendo seu grupo carboxil através do complexo piruvato desidrogenase, que 

catalisa a formação da acetil-CoA que entra no ciclo do ácido cítrico, caracterizando dessa 

forma a oxidação da molécula de glicose (PEUHKURINEN; HASSINEN, 1982). O coração 

armazena glicose como glicogênio para ser usado durante o aumento da demanda metabólica, 

uma vez que a utilização da glicose é 20-30% mais rápida que a oxidação de ácidos graxos 

livres na produção ATP (NEELY; MORGAN, 1974). 

Por outro lado, a degradação dos ácidos graxos é a via metabólica predominante do 

tecido cardíaco para a produção de energia (variando de 40 a 70%) (figura 8), via essa conhecida 

como β-oxidação (BING; SIEGEL; UNGAR; GILBERT, 1954; LOPASCHUK; BELKE; 

GAMBLE; ITOI et al., 1994). A β-oxidação no tecido cardíaco ocorre principalmente dos 

ácidos graxos plasmáticos ligados à albumina (liberados a partir da quebra dos triglicerídeos) 

ou dos contidos nos quilomícrons ou nas lipoproteínas de baixa densidade (VLDL), que são 

absorvidos através de difusão facilitada ou pelos transportadores CD36 e FABP. No 

compartimento citológico do miócito, para que sejam então degradados, os ácidos graxos são 

esterificados em acil-CoA, transferem seu grupo acil para a carnitina via carnintina-palmitoil 

transferase I (CPT-I), entram na mitocôndria onde são convertidos de volta a acil-CoA através 

da ação da carnintina-palmitoil transferase II (CPT-II) para enfim serem degradados (figura 9) 

(HOPPEL; KERNER; TURKALY; TURKALY et al., 1998; MCGARRY; BROWN, 1997; 

PEPINO; KUDA; SAMOVSKI; ABUMRAD, 2014; TOMEC; HOPPEL, 1975). Essa 

degradação ocorre pela remoção oxidativa de sucessivas unidades de dois carbonos pela ação 

coordenada das enzimas: Acil-CoA Graxo Desidrogenase; Enoil-CoA Hidratase; β- 

hirdroxiacil-CoA-desidrogenase (β-HAD); e Acil-CoA-Aciltransferase (Tiolase). Além do 

encurtamento da cadeia na porção acila do ácido graxo, cada ciclo de oxidação resulta na 

produção de uma  molécula de acetil-CoA,  uma de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo 
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(NADH), e uma de Flavina Andenina Dinucleotídeo (FADH2) (GRYNBERG; DEMAISON, 

1996). 

 

Figura 8 – Porcentagem dos substratos metabólicos utilizados pelas células cardíacas para a produção de 

energia (fonte: Teresa Pasqua, 2021). 

 

A β-oxidação dos ácidos graxos é dependente de alguns fatores para seu funcionamento, 

incluindo: a) o fornecimento adequado de ácidos graxos para o coração; b) a presença de 

substratos energéticos “competidores” (glicose, lactato, aminoácidos, por exemplo); c) 

suprimento de oxigênio para o coração; d) a demanda energética cardíaca; e por fim, e) o 

controle da função mitocondrial sobre a atividade do ciclo de Krebs e Cadeia Transportadora 

de Elétrons (CTE) (figura 8) (LOPASCHUK; BELKE; GAMBLE; ITOI et al., 1994). 

As mitocôndrias são organelas presentes em quase todas as células eucarióticas, são 

responsáveis pela conversão de energia a partir das reações de óxido-redução para a forma de 

energia química necessária aos eventos celulares, seu nome é derivado do grego “mito = 

filamento” e “chondros = grão” (HOM; SHEU, 2009). Além de desempenharem um papel 

crítico no metabolismo celular, as mitocôndrias são responsáveis pela homeostase intracelular 

do cálcio, ativação apoptótica e morte celular, são fontes de espécies reativas de oxigênio assim 

como fonte da síntese de fosfolipídeos e proteínas (DUCHEN, 1999; 2000; HEVLER; 

ZENEZENI CHIOZZI; CABRERA-OREFICE; BRANDT et al., 2021; SUSIN; LORENZO; 

ZAMZAMI; MARZO et al., 1999). 
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Do ponto de vista anatômico-bioquímico, as mitocôndrias são compostas por duas 

membranas plasmáticas, um espaço intermembrana e uma matriz (figura 10). A membrana 

externa possui canais bem regulados que são relativamente permeáveis a muitos íons e 

compostos metabólicos (MANNELLA, 2006; SHOSHAN-BARMATZ; ISRAELSON; 

BRDICZKA; SHEU, 2006). A membrana mitocondrial interna é invaginada, criando estruturas 

de cristas que formam micro domínios de íons, moléculas, nutrientes, ATP, ADP e pequenas 

proteínas solúveis (MANNELLA, 2006). A membrana interna contém as proteínas que 

compõem a cadeia respiratória para a geração de ATP e transportadores que são importantes 

para a entrada e saída de moléculas da matriz. Os locais de contato, onde as membranas 

mitocondriais interna e externa se encontram, é onde complexos como o canal de ânion 

dependente de voltagem (VDAC), creatina quinase mitocondrial e as translocases de 

nucleotídeo de adenina (ANT) podem ser encontradas, esses locais de contato também são 

propostos como os locais de fusão e fissão mitocondrial (BRDICZKA; ZOROV; SHEU, 2006; 

REICHERT; NEUPERT, 2002). 

 

Figura 9 – Resumo da β-oxidação no miócito (fonte: Gary 2010). 
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Figura 10 – Anatomia bioquímica da mitocôndria (fonte: NELSON e COX, 2014) 

 
 

As mitocôndrias são compostas por maquinário enzimático usado para completar a 

oxidação dos substratos energéticos para produzir ATP. Como mencionado anteriormente, os 

substratos são catabolizados a acetil-CoA, sendo este o primeiro dos três processos até a 

formação da energia (figura 11) (BASTIN, 2014; MAECHLER; CAROBBIO; RUBI, 2006). 

As moléculas de acetil-CoA são direcionadas para o ciclo de Krebs, esse ciclo é uma via 

catabólica central e praticamente universal. Por ação da enzima citrato sintase, o grupo acetil 

de dois carbonos acetil-CoA é transferido para o oxaloacetato de quatro carbonos, formando o 

primeiro produto do ciclo, o citrato (BLOMSTRAND; RADEGRAN; SALTIN, 1997; 

LARSEN; NIELSEN; HANSEN; NIELSEN et al., 2012). Em uma série de sete etapas 

enzimáticas consecutivas, o citrato é oxidado de volta à oxaloacetato. O excesso de carbono 
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produzido no ciclo resulta em duas moléculas de dióxido de carbono. Por outro lado, os elétrons 

são removidos no processo por transferência aos cofatores reduzidos NADH e FADH2, sendo 

esses dois últimos encaminhados à cadeia transportadora de elétrons, doando respectivamente 

seus elétrons ao Complexo I (NADH: ubiquinona oxidoredutase) e Complexo II (succinato- 

desidrogenase) (HOM; SHEU, 2009). 

 
 

Figura11 – Formação de Acetil-CoA a partir dos substratos energéticos (fonte: adaptado de Fisiologia da 

Nutrição, 2013). 

 

A cadeia transportadora de elétrons ou cadeia respiratória, consiste de cinco complexos 

enzimáticos e duas coezimas (ubiquinona (CoQ) e citocromo c), esse maquinário está 

localizado na membrana mitocondrial interna (figura 12) (GUO; ZONG; WU; GU et al., 2017; 

IWATA; LEE; OKADA; LEE et al., 1998; ZHAO; JIANG; ZHANG; YU, 2019). Por meio de 

uma série de reações de transferência de elétrons entre os complexos, a mitocôndria utiliza a 

cadeia transportadora de elétrons para formar ATP, processo esse conhecido como fosforilação 

oxidativa (GUO; ZONG; WU; GU et al., 2017). 



32 
 

 

 

 

 

 
 

Figura 12 – Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (fonte: ZHAO, 2019). 

 

 

 
A fosforilação oxidativa tem início com a transferência dos elétrons do NADH para o e 

Complexo I e FADH2 ao Complexo II. Os elétrons (dois) transferidos para o Complexo I são 

passados para a ubiquinona (CoQ) através de uma cadeia de cofatores, incluindo um 

mononucleotídeo de flavina (FMN) seguido por sete aglomerados de baixo a alto potencial 

ferro-enxofre (FeS). Os elétrons transferidos a partir do Complexo II (dois elétrons, um por vez) 

também são doados para a ubiquinona. Em ambas as reações, ubiquinona (Q) é reduzida a 

Ubiquinol (QH2), sendo essa molécula oxidada pelo Complexo III (citocromo c oxidoredutase), 

permitindo que um elétron de cada vez continue sua jornada através do citocromo c (ZHAO; 

JIANG; ZHANG; YU, 2019). O citocromo c é responsável por conduzir os elétrons do 

Complexo III ao Complexo IV (citrocromo c oxidase), onde o oxigênio molecular atua como 

um aceptor terminal de quatro elétrons sendo reduzido a água H2O (AHMAD; WOLBERG; 

KAHWAJI, 2021). 

Em resposta ao transporte de elétrons, um total de dez prótons (H+) (dois do Complexo 

III e quatro de cada dos Complexos I e IV) são bombeados da matriz para o espaço 

intermembrana, onde se acumulam para gerar um gradiente de prótons eletroquímico conhecido 

como potencial de membrana mitocondrial (ΔΨ). O ΔΨ combinado com a concentração de 

prótons (pH) gera uma força protonmotriz (Δp) que é um componente essencial no processo de 

armazenamento de energia durante a fosforilação oxidativa, uma vez que acopla o transporte 

de elétrons (dos complexos I-IV) (e consumo de oxigênio no Complexo IV) à atividade do 

Complexo V (ATP-sintase), onde os prótons retornam à matriz mitocondrial para dissipar o 

gradiente de prótons. O Complexo V é um complexo de múltiplas subunidades composto por 

dois domínios distintos, um extra-membranoso (denominado F1) e um transmembrana 
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(denominado FO), seu funcionamento se dá por meio de um mecanismo de motor rotacional 

que permite a produção de ATP durante a volta dos prótons para a matriz mitocondrial. O 

movimento do próton através do FO do espaço intermembrana é acoplado à rotação que resulta 

na adição de um fosfato a difosfato de adenosina (ADP) para sintetizar trifosfato de adenosina 

(ATP) nos locais em F1 (figura 13) (ZHAO; JIANG; ZHANG; YU, 2019). Em contraste à 

respiração, há o desacoplamento mitocondrial, que ocorre devido à passagem de prótons pelas 

proteínas desacopladoras (UCP’s) ao invés do Complexo V, dissipando o potencial de 

membrana e produzindo calor (TERADA, 1990). 

 
 

Figura 13– Anatomia do Complexo V (fonte: adaptado de Correia, 2019). 

 

 

É fundamental o adequado funcionamento dessas vias para que ocorra a fosforilação 

oxidativa e, consequentemente, a produção energética necessária para a célula (NEELY; 

MORGAN, 1974). Alterações no metabolismo energético cardíaco são importantes 

contribuintes para a alta incidência e gravidade das doenças cardíacas no mundo. Essas 

alterações podem incluir um comprometimento da produção de ATP necessário para atender às 

altas demandas de energia do coração, bem como mudanças adversas na preferência do 

substrato de energia pelo coração. Com relação a este último ponto, as evidências sugerem que 

uma diminuição na eficiência cardíaca, causada por um aumento na oxidação de ácidos graxos 

cardíacos e / ou um aumento no desacoplamento da glicólise da oxidação de glicose, prejudica 

a função cardíaca e é um fator contribuinte para doenças cardíacas (KINDO; GERELLI; 

BOUITBIR; CHARLES et al., 2012). 

O desacoplamento mitocondrial pode ocorrer também a partir do vazamento de elétrons 

dos Complexo I e III da cadeia transportadora de elétrons, que por sua vez reagem de forma 

monovalente com o oxigênio, resultando na produção do ânion superóxido (figuras 11 e 13) 
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(HALLIWELL, 2007; JASTROCH; DIVAKARUNI; MOOKERJEE; TREBERG et al., 2010). 

Esse extravasamento está relacionado a outro mecanismo estabelecido pela literatura 

envolvendo a mitocôndria e doenças cardiovasculares: o estresse oxidativo mitocondrial. O 

estresse oxidativo é uma condição celular decorrente de um desequilíbrio entre o sistema 

oxidante e os sistemas de defesas antioxidantes, com predomínio dos agentes oxidantes em 

detrimento da atividade antioxidante enzimática e não enzimática (figura 14) (HALLIWELL, 

2007). Esse processo pode ser induzido por inúmeras condições, incluindo exposição a agentes 

químicos, desequilíbrios nutricionais dentre outros (CAPPELLI; ZOPPI; SILVEIRA; 

BATISTA et al., 2018; CHICO; RICCI; COSCI; SIMONCINI et al., 2017; DA SILVA 

BARRETO; DE MELO TAROUCO; DE GODOI; GEIHS et al., 2018; ERASLAN; KANBUR; 

KARABACAK; ARSLAN et al., 2017; RUDARLI NALCAKAN; NALCAKAN; VAR; 

TANELI et al., 2011). 

 

 
 

Figura 14 – Representação esquemática do estresse oxidativo (fonte: Zhang, 2021). 

 
 

O estresse oxidativo pode resultar em danos aos ácidos nucleicos, proteínas e lipídeos e 

está envolvido em diversos processos patológicos, como por exemplo, o desenvolvimento de 

alguns tipos de cânceres, Alzheimer, entre outros (HUANG; ZHANG; CHEN, 2016; 

KATTOOR; POTHINENI; PALAGIRI; MEHTA, 2017; STORZ, 2005; ZHAO; LIU; LIU; 

TANG et al., 2017). Alterações estruturais e funcionais do coração estão intimamente ligadas 
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ao aumento do estresse oxidativo (DAEHN; CASALENA; ZHANG; SHI et al., 2014; 

FLEMMING; GALLO; FORBES, 2018; NATIONAL KIDNEY, 2012; RUGGIERO; 

EHRENSHAFT; CLELAND; STADLER, 2011; TURI; NEMETH; TORKOS; SAGHY et al., 

1997; WHALEY-CONNELL; CHOWDHURY; HAYDEN; STUMP et al., 2006). 

Entretanto, em condições fisiológicas as espécies reativas de oxigênio desempenham 

importantes papéis na transdução de sinais como segundos mensageiros, além de auxiliar o 

sistema imunológico combatendo microrganismos (FINKEL, 2011; FORMAN; THOMAS, 

1986; RHEE, 2006). Na cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria, são consumidos cerca 

de 98% do oxigênio molecular para formar água, as moléculas de oxigênios remanescentes são 

então reduzidas de forma monovalente para dar origem ao precursor e mediador de todas as 

reações em cadeia do estresse oxidativo, o ânion superóxido (O2
•) (FRIDOVICH, 1997). 

Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante é responsável por neutralizar a ação das 

espécies reativas de oxigênio e são divididos em dois tipos, defesa antioxidante enzimática e 

não enzimática. Na defesa antioxidante enzimática participam principalmente a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) , glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase 

(GST) (figura 13) (HALLIWELL, 2007; LOCATELLI; CANAUD; ECKARDT; 

STENVINKEL et al., 2003; SUVAKOV; DAMJANOVIC; STEFANOVIC; PEKMEZOVIC 

et al., 2013). A enzima superóxido dismutase dismuta o ânion superóxido a peróxido de 

hidrogênio (H2O2), este por sua vez é convertido pela catalase ou glutationa-peroxidase à água 

e oxigênio (figura 14) (COLAVITTI; FINKEL, 2005; SHEEHAN; MEADE; FOLEY; DOWD, 

2001). Diminuição na atividade da superóxido dismutase induz a uma produção excessiva de 

ânion superóxido, que resulta na formação de outras espécies reativas, incluindo o peroxinitrito 

e o radical hidroxila, potentes indutores de danos à DNA, proteínas e lipídeos (EVANS; 

GOLDFINE; MADDUX; GRODSKY, 2002). Foi demonstrado que o radical hidroxila 

contribui para o desenvolvimento da hipertensão arterial (TEPEL, 2003; WINGEN; FABIAN- 

BACH; SCHAEFER; MEHLS, 1997). A catalase possui um papel fundamental contra lesão 

celular e tecidual, sua super expressão torna as células mais resistentes a toxicidade do peróxido 

de hidrogênio e minimiza lesões miocárdicas na hipertensão (YANG; ROBERTS; SHI; ZHOU 

et al., 2004; ZHOU; YANG; DAVIS; DOI et al., 2004). A glutationa-S-transferase catalisa a 

conjugação de glutationa reduzida (GSH) a uma ampla variedade de compostos eletrolíticos 

endógenos e exógenos, essa conjugação da glutationa leva à eliminação de compostos tóxicos 

(figura 15) (TOWNSEND; TEW, 2003). 
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As vitaminas E e C compõem o sistema antioxidante não enzimático, atuando 

respectivamente, protegendo os lipídeos constituintes da membrana celular e os lipídeos 

plasmáticos da peroxidação (GIVERTZ; SAWYER; COLUCCI, 2001). Outro componente 

importante desse sistema são as glutationas reduzidas. Esse composto tiol de baixo peso 

molecular desempenha um papel chave na proteção das células contra os danos oxidativos e 

toxicidade dos xenobióticos, além de auxiliar na manutenção do equilíbrio dinâmico REDOX 

(figura 16) (MEISTER, 1992). 

 
 

Figura 15 – Produção das espécies reativas mitocondriais e atuação do sistema antioxidante (fonte: Nolfi-Donegan, 

2020). 
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Figura 16 – Reação de enzima da GST de conjugação de uma glutationa a um xenobiótico (fonte: Townsend, 

2003). 

 

Dos íons envolvidos no funcionamento das câmaras cardíacas, o cálcio (Ca2+) pode ser 

considerado um dos mais importantes (JI; SUN, 2004). Desempenhando um papel como 

segundo mensageiro, atua em vários processos celulares, incluindo contração e metabolismo do 

miocárdio, diferenciação, migração e secreção celular (BERRIDGE, 2012; BERRIDGE; 

BOOTMAN; RODERICK, 2003; LI; DU; SIOW; O et al., 2003; MATHIESEN; CAESAR; 

THOMSEN; HOOGLAND et al., 2011). A regulação intracelular dos níveis de cálcio é um 

fator primordial para a manutenção da sobrevivência e função das células, sendo eles mantidos 

por ação combinada do retículo sarcoplasmático e a mitocôndria (HAJNOCZKY; ROBB- 

GASPERS; SEITZ; THOMAS, 1995; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY; NICOTERA, 2003). 

Em condições fisiológicas, o cálcio mitocondrial regula o metabolismo energético, ao passo 

que, em altas concentrações, estimula as vias de morte celular mediadas pela mitocôndria. 

O papel das mitocôndrias no equilíbrio dinâmico desse íon é importante devido ao seu 

envolvimento na produção de ATP e porque há um elo entre os níveis mitocondriais de cálcio 

com o processos de fissão e fusão, e o metabolismo dessa organela (HANSFORD, 1994; 

https://www.nature.com/articles/1206940#auth-Danyelle_M-Townsend
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MCCORMACK; HALESTRAP; DENTON, 1990). Através desse controle, as mitocôndrias 

podem gerenciar dinamicamente alterações transitórias nas concentrações de cálcio e podem 

tamponar sobrecargas graves de cálcio, que frequentemente estão associadas a condições 

patológicas (HANSFORD, 1994). Sobrecargas nos níveis de cálcio resultam em alterações na 

permeabilidade da membrana mitocondrial e induz abertura de poros de transição de 

permeabilidade (PTP), essa abertura compromete a bioenergética e integridade estrutural das 

mitocôndrias, levando à morte celular (HALESTRAP, 1989; RASOLA; BERNARDI, 2011). 

Uma resposta morfológica à abertura do poro de transição de permeabilidade de membrana é o 

inchamento mitocondrial (figura 17), estando ele envolvido na patogênese de muitas doenças 

associadas ao estresse oxidativo, como as doenças cardiovasculares (HALESTRAP, 1989; 

HALESTRAP; PASDOIS, 2009; RASOLA; BERNARDI, 2011). Entretanto, nem todo 

inchamento mitocondrial decorre da abertura de PTPM, podendo este ser uma resposta 

fisiológica momentânea em função de um determinado estímulo (HALESTRAP, 1989; 

HALESTRAP; PASDOIS, 2009; RASOLA; BERNARDI, 2011). 

 
 

Figura 17 – Esquema representativo do inchamento mitocondrial (fonte: Sabzali Javadov, 2018). 

 

 

 

2.5 Exercício físico e suas modulações sobre a saúde cardiovascular 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1567724917301034?via%3Dihub&!
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As doenças cardiovasculares são a principal causa de morte em todo o mundo, dados da 

OMS estimam que no ano de 2016 o número de óbitos por doenças cardiovasculares chegou ao 

valor estarrecedor de 17,9 milhões, o que representa 31% de todas as mortes em nível global, 

sendo mais prevalentes em países de baixa e média renda (WHO, 2017). Entre os muitos fatores 

de risco que predispõem ao desenvolvimento e progressão das patologias cardíacas, o estilo de 

vida sedentário (caracterizado por níveis baixos de atividade física) é reconhecido como um dos 

principais contribuintes para danos à saúde cardiovascular. Evidências científicas demonstram 

a importância da prática regular de atividades física e exercício físicos. Estes são associados a 

inúmeros benefícios, dentre eles se tem a diminuição dos riscos de patologias crônico 

degenerativas (diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares, entre outras) (ADES; KETEYIAN; 

BALADY; HOUSTON-MILLER et al., 2013; KETEYIAN; SQUIRES; ADES; THOMAS, 

2014; LINDSTROM; ILANNE-PARIKKA; PELTONEN; AUNOLA et al., 2006; REED; 

BLAIS; KEAST; PIPE et al., 2017). 

No que se refere a atividade física, podemos defini-la como qualquer movimento 

corporal produzido pela contração musculoesquelética que resulte em gasto energético acima 

dos valores basais e pode ser categorizada em atividades ocupacionais, esportivas, de 

condicionamento físico, domésticas dentre outras (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 

1985). Por outro lado, quando se aplica à atividade física um planejamento,estruturação e 

repetição combinado com um objetivo de melhoria e ou manutenção de uma oumais variáveis 

da aptidão física (resistência cardiorrespiratória, resistência e força muscular, composição 

corporal, agilidade equilíbrio, flexibilidade, coordenação, e tempo de reação), estaé denominada 

de exercício físico (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985; POLLOCK, 1973). 

O controle do exercício físico é realizado sobre algumas variáveis: duração, frequência, 

intensidade e tipo (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS, 2009; KRAEMER; ADAMS; 

CAFARELLI; DUDLEY et al., 2002). Quanto a intensidade, o exercício físico é classificado 

através da frequência cardíaca máxima (FCM) em: muito leve (<50% da FCM), leve (50-64 da 

FCM), moderado (65-75 da FCM), intenso (76-96 da FCM) e muito intenso (>96 da FCM) 

figura 18) (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS, 2009; ZUHL, 2020). 
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Figura 18 – Classificação do exercício físico quanto a intensidade (fonte: Adaptado de ACMS 2009; 

ZHUL, 2020) 

 

Em relação aos tipos de exercícios físicos, podemos classificá-los em aeróbios e 

anaeróbios. Exercício aeróbio utiliza predominantemente o recrutamento das fibras dos grandes 

grupos musculares (fibras oxidativas: tipo 1), sendo ela mantida de maneira continua e ritmada, 

a exemplo do ciclismo, dança, caminhada e corrida de longa duração (PATEL; ALKHAWAM; 

MADANIEH; SHAH et al., 2017; TALBOT; MAVES, 2016; WAHID; MANEK; NICHOLS; 

KELLY et al., 2016). O exercício anaeróbio é definido como uma atividade física com 

característica mais intensa e de curta duração que ativam predominantemente as fibras de 

contração rápida (fibras glicolíticas : tipos 2X e 2B) (PATEL; ALKHAWAM; MADANIEH; 

SHAH et al., 2017; TALBOT; MAVES, 2016). Levantamento de peso e o treinamento 

intervalado de alta intensidade (HIIT) são exemplos desse tipo de exercício (GHARBI; 

DARDOURI; HAJ-SASSI; CHAMARI et al., 2015). Outra diferença bem definida na literatura 

em relação aos exercícios aeróbio e anaeróbio diz respeito às reações de fornecimento de 

energia: enquanto as reações metabólicas dos exercícios anaeróbios para gerar ATP ocorrem 

sem a presença de oxigênio e no citoplasma celular, as reações dos exercícios aeróbios ocorrem 

dentro das mitocôndrias e com a utilização de oxigênio (POLLOCK, 1973; TALBOT; MAVES, 

2016). 

Recomenda-se a prática de atividade física e exercício físico desde a infância até a 

senescência, para cada período é preconizado um tempo mínimo semanal ou diário: crianças 

em idade pré-escolar (3 a 5 anos) devem ser fisicamente ativas ao longo do dia para aumentar 

o crescimento e o desenvolvimento; crianças e adolescentes de 6 a 17 anos: 60 minutos ou mais 

de atividade física moderada a vigorosa diariamente; adultos: de 150 minutos a 300 minutos 
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por semana de intensidade moderada; idosos: 150 minutos semanais (2010; NAWROCKA; 

MYNARSKI, 2017). 

Treinamento físico é caracterizado como um processo repetitivo e sistemático, 

composto de exercícios progressivos que visam o aperfeiçoamento do desempenho em seus 

aspectos morfológicos e funcionais, impactando diretamente sobre a capacidade de execução 

de tarefas que envolvam demandas motoras, sejam elas esportivas ou não (PIERCY; 

TROIANO; BALLARD; CARLSON et al., 2018). 

Está bem estabelecida a relação da prática de exercícios físicos aeróbicos em intensidade 

moderada com a prevenção de doenças cardiovasculares. Utilizando ratas adultas da linhagem 

Sprague-Dawley, Wisløff e colaboradores (2002) verificaram uma redução de 15% na 

hipertrofia do ventrículo esquerdo (VE) pós-infarto, bem como diminuições de 12% 

comprimento e 20% na largura dos miócitos acompanhados de melhora na contratilidade 

miocárdica (WISLOFF; LOENNECHEN; CURRIE; SMITH et al., 2002). Os mecanismos 

associados aos efeitos positivos do treinamento físico em intensidade leve a moderada incluem 

a modulação do estado REDOX celular e mitocondrial por modular padrões de respiração 

mitocondrial cardíaca (ASCENSAO; MAGALHAES; SOARES; FERREIRA et al., 2005). 

Bello-Klein e colaboradores 2000 investigaram o efeito de um protocolo de 4 semanas 

de treinamento físico moderado (50% do consumo máximo de oxigênio) em estreia sobre o 

perfil hemodinâmico, atividades de enzimas antioxidantes e estresse oxidativo no miocárdio de 

ratos Wistar jovens. Em seus resultados observaram: uma redução de 14% nas pressões arteriais 

sistólica, diastólica e média além de um aumento de 16% na atividade da enzima antioxidante 

Superóxido Dismutase, sugerindo que físico submáximo em idade precoce reduz a carga 

hemodinâmica e potencializa o sistema antioxidante (BELLO-KLEIN; LAGRANHA; BOCK, 

2000). De forma semelhante, Boveris e Navarro (2008) mostraram que mitocôndrias isoladas 

de coração de camundongos submetidos ao treinamento físico apresentavam um aumento 

significativo na atividade do complexo V da cadeia transportadora de elétrons, além de diminuir 

o conteúdo mitocondrial de peroxidação lipídica e proteica após 24 semanas de treinamento, 

esses dados sugerem redução importante nos indicadores de estresse oxidativo e melhora da 

função mitocondrial (BOVERIS; NAVARRO, 2008). 

Ferreira et al. (2014), realizando um estudo de proteomica e fosfo-proteomica 

mitocondrial, analisaram os mecanismos moleculares subjacentes ao efeito benéfico da 

atividade física na função cardíaca. Os dados revelaram que após 54 semanas de exercício 

moderado em esteira houve uma modulação nas proteínas totais e na fosforilação de proteínas 

envolvidas na função mitocondrial, com um aumento na oxidação de carboidratos juntamente 
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com a modulação de várias quinases que podem alterar a função de proteínas mitocondriais, 

sugerindo uma plasticidade cardíaca mitocondrial em resposta a programas de exercícios 

(FERREIRA; VITORINO; PADRAO; ESPADAS et al., 2014). 

Além de estar associado à melhoria da capacidade física e ao aumento do metabolismo 

oxidativo (BRUM, et al., 2004), há número crescente de dados na literatura que apontam 

modulações nos mecanismos epigenéticos como um dos mecanismos moleculares envolvidos 

nessas positivas adaptações do exercício físico moderado em relação a saúde cardiovascular 

(BUTTS; BUTLER; DUNBAR; CORWIN et al., 2018; CARSON; RIDGERS; HOWARD; 

WINKLER et al., 2013; LEHMANN; JEBESSA; KREUSSER; HORSCH et al., 2018). 

Até a época que iniciamos nossos estudos, que deram origem a essa tese, não existia 

dados na literatura que buscavam avaliar os efeitos do treinamento físico em indivíduos juvenis, 

que foram submetidos a desnutrição proteica durante períodos críticos do desenvolvimento. 

Dessa forma, objetivamos avaliar os efeitos separados e combinados, de ambos os desafios 

desnutrição e treinamento físico moderado, na função mitocondrial, balanço oxidativo e 

mecanismos epigenéticos no tecido cardíaco. 

 
3 OBJETIVO 

 
3.1. GERAL 

 

 
Investigar os efeitos do treinamento físico moderado sobre os mecanismos epigenéticos, 

balanço oxidativo e bioenergética mitocondrial de ventrículo cardíaco de ratos jovens 

submetidos à desnutrição proteica materna. 

 
3.2. ESPECÍFICOS 

 

Avaliar os efeitos de 4 semanas de treinamento físico moderado sobre mitocôndrias 

isoladas do ventrículo esquerdo de ratos jovens submetidos à restrição proteica materna durante 

a gestação e lactação sobre: 

 

- Atividade da enzima do ciclo de Krebs, -citrato sintase, no tecido muscular e 

cardiaco; 

- Os níveis de NAD+/NADH; 

- A velocidade de respiração das mitocôndrias; 
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- A produção de espécies reativas de oxigênio; 

- A capacidade das mitocôndrias de captar cálcio; 

- Os níveis dos biomarcadores de estresse oxidativo (Malonaldeído: MDA / 

Carbonilas); 

- Atividade da defesa antioxidante enzimática (Superóxido Dismutase: SOD / Catalase: 

CAT / Glutationa-S-transferase: GST) 

- Niveis da defesa antioxidante não enzimática (quantificação do balanço REDOX – 

Glutationa Reduzida GSH/ Glutationa Oxidada GSSG, Sulfidrilas) 

- A expressão gênica das Sirtuínas 1 e 3 (SIRT 1) (SIRT 3); 

- A expressão proteica de Sirtuínas 1 e 3 (SIRT 1) (SIRT 3); 

- Os níveis de acetilação da lisina; 

 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 ANIMAIS E DIETA 

 

 
Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar provenientes da colônia do 

Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram 

mantidos em biotério de experimentação com temperatura de 22°C  2, ciclo claro-escuro de 

12/12 horas no Centro Acadêmico de Vitoria-UFPE. A manipulação e os cuidados com os 

animais seguiram as recomendações do COBEA após a aprovação do projeto junto ao Comitê 

de Ética em Estudos com Animais do Centro de Biociências da Universidade Federal de 

Pernambuco (número do processo: 0060/2018). 

Utilizamos 8 progenitoras (com ninhada de 8 filhotes cada), sendo que, de cada 

progenitora utilizamos 2 filhotes por ninhada para cada análise experimental. As progenitoras 

foram divididas em dois grupos de acordo com a dieta fornecida: controle (C, caseína a 17%) e 

desnutridas (D, caseína a 8%) (Tabela 1). Na lactação, as progenitoras continuaram recebendo 

dieta conforme o grupo experimental e após o desmame (21 dias de idade), todos os filhotes 

receberam dieta normo-proteica (Caseína 17%) para suprir todas as necessidades nutricionais 

durante a fase de crescimento. 

Ingredientes 
 Quantidade*  

8 % 17% 

Caseína 88,0 g 194,0 g 
Mix Vitamínico 10,0 g 10,0 g 

Mix Mineral 35,0 g 35,0 g 
Celulose 50,0 g 50,0 g 
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Bitartarato de Colina 2,5 g 2,5 g 

DL-Metionina 3,0 g 3,0 g 

Óleo de Soja 76,0 ml 76,0 ml 

Amido de Milho 503,486 g 397,486 g 

Amido Dextrinizado 132,0 g 132,0 g 

Sacarose 100,0 g 100,0 g 

THBT (antioxidante de 
gordura) 

 

0,014 g 
 

0,014 g 

*Quantidade para 1 kg de dieta. Descrito por Reeves, (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) 

 

 
4.2 PROTOCOLO DE TREINO 

 
Inicialmente, os animais foram submetidos no 26°, 27° e 28° dias de vida a um teste de 

corrida incremental até a fadiga, onde foi avaliado o desempenho dos animais com a progressão 

da velocidade em 0,3Km/h a cada 3 minutos (BROOKS; WHITE, 1978). Aos 30 dias de vida, 

os grupos controle (C) e desnutrido (D) foram subdivididos em Nao treinados (C e D) e 

treinados (CT e DT) sendo então submetidos a um programa de treinamento físico moderado, 

em esteira ergométrica para ratos (INBRAMED, classe I, tipo B, 9015.5.x) e seguiram o 

protocolo experimental previamente publicado que consiste em 4 semanas de treino, por 5 

dias/semana e 60 min/dia, a 50% da capacidade máxima (BELLO-KLEIN; LAGRANHA; 

BOCK; BELLO et al., 2000; BRAZ; FERREIRA; PEDROZA; DA SILVA et al., 2015). Ao 6 

dia de cada semana de treino, os ratos passaram por um teste de esforço para certificarmos a 

intensidade e com isso corrigir semanalmente a velocidade de treino para que todos os animais 

mantivessem a intensidade de 50% da capacidade máxima durante as 4 semanas. O grupo não 

treinado permaneceu nas gaiolas, no mesmo tempo e ambiente dos animais em treinamento. 

 

 
4.3 EUTANÁSIA E COLETA DOS TECIDOS 

 
Os animais receberam uma hiperdosagem de xilazina (30 mg/kg) e cetamina 

(270mg/kg) seguidos de decaptação em guilhotina, e submetidos à cirurgia para a coleta dos 

ventrículos. 

 

4.4 ISOLAMENTO DAS MITOCÔNDRIAS CARDÍACAS 

 

As mitocôndrias foram isoladas dos ventrículos 48 horas após a última sessão de 

exercício, utilizando-se a técnica de centrifugação diferencial (LAGRANHA; DESCHAMPS; 

APONTE; STEENBERGEN et al., 2010; NASCIMENTO; FREITAS; SILVA-FILHO; LEITE 

et al., 2014). Após a remoção, o coração foi lavado em solução de sacarose 250 mM contendo 

tampão 10 mM de HEPES (pH 7,2) e 0,5 mM de EGTA, picado com tesoura e homogeneizado 
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em homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos. 

O sobrenadante resultante foi centrifugado durante 5 minutos a 12000 rpm. A fração 

mitocondrial foi ressuspensa em 250 mM de sacarose, 5 mM de HEPES (pH 7,2) isenta de 

EGTA. 

 
 

4.5 DOSAGEM DAS PROTEÍNAS 

 
 

A concentração de proteína das suspensões mitocondriais foi quantificada pelo método 

de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando-se uma curva padrão de 0 a 40 μg/ml de albumina 

bovina sérica, o reagente de Bradford (coomassie brilliant blue 0,01%, etanol 47%, ácido 

fosfórico 8,5% e água destilada q.s.p) e a absorbância determinada a 595nm. A absorbância foi 

considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada. 

 

 
4.6 QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CITRATO SINTASE 

 
 

A citrato sintase é a primeira enzima no ciclo de Krebs e catalisa a condensação de 

acetil-CoA com oxaloacetato para formar citrato (WIEGAND; REMINGTON, 1986). 

Avaliamos a atividade dessa enzima pois segundo Sachs et al. (2011) a mesma pode ser alvo da 

SIRT3 tendo sua atividade modulada pelos níveis de acetilação (SACK, 2011). A atividade 

enzimática foi determinada como descrito anteriormente (BRAZ; PEDROZA; NOGUEIRA; 

DE VASCONCELOS BARROS et al., 2016; DA SILVA; BRAZ; SILVA-FILHO; PEDROZA 

et al., 2015; DA SILVA PEDROZA; LOPES; MENDES DA SILVA; BRAZ et al., 2015). 

0,3mg/ml foi adiconado a um meio de reação contendo (em mmol / L) 100 de Tris-HCl, 1 de 

MgCl2, 1 EDTA, 0,2 5,5-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico), 3 acetil-CoA redutase, 5 

oxaloacetato e 0,3 mg/mL de homogeneizado, sendo sua atividade avaliada durante 3 min no 

comprimento de onda de 420nm. Os resultados foram expressos em U/mg proteína. 

 

 
4.7 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE NAD+ E NADH 

 
 

Os níveis de NAD+ e NADH foram determinados como descrito anteriormente por 

(Ferreira et al, 2015). Foram incubadas 100μg de amostras de proteínas com um tampão 

contendo 50 mM-TRIS e 1mM-EDTA (pH 7,4) à temperatura ambiente por 1 min. Em seguida, 

a absorbância foi lida em dois comprimentos de onda, 260nm e 340nm, para NAD+ e NADH, 

respectivamente. Os resultados foram expressos como nmol por mg de proteína, em que ambos 
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os compostos tiveram seus valores comparados às curvas padrão com concentrações conhecidas 

para cada uma das coezimas. 

 
 

4.8 CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS COM AS MITOCÔNDRIAS ISOLADAS 

 
 

Os experimentos com mitocôndrias isoladas foram realizados à 28 °C, em meio de 

reação padrão contendo 120 mM KCl, 5 mM MOPS, 5 mM fosfato de potássio e 0,2% de 

albumina (pH 7,4). Como substrato respiratório foi utilizada uma mistura de substratos para o 

complexo I da cadeia respiratória (2mM de malato e 10mM de glutamato). Nos experimentos 

de consumo de oxigênio também foram utilizados oligomicina (inibidor do complexo V) e 

CCCP (Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona, inibidor químico da fosforilação oxidativa 

causando o desacoplamento do gradiente de prótons). Os experimentos foram feitos na presença 

de 0,5 mM de EGTA (LAGRANHA; DESCHAMPS; APONTE; STEENBERGEN et al., 

2010). 

 

 
4.9 QUANTIFICAÇÃO DA VELOCIDADE DE RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL 

 

 
O consumo de oxigênio por mitocôndrias foi medido polarograficamente utilizando-se 

um eletrodo do tipo Clark conectado a um oxímetro, em uma câmara de vidro fechada e 

termostatizada (1 mL), equipada com agitador magnético (LAGRANHA; DESCHAMPS; 

APONTE; STEENBERGEN et al., 2010; NASCIMENTO; FREITAS; SILVA-FILHO; LEITE 

et al., 2014). Alíquota (0,5mg/ml) de mitocôndria isolada foi adicionada ao tampão de 

respiração compreendendo 120 mM de KCl, 4 mM HEPES, 5 mM de K2HPO4, e 0,2% de 

albumina de soro bovino (BSA), pH 7,4, com a mistura de substratos para o complexo I (10 

mmol·L-glutamato 1/2 mmol·L-malato 1) e 0,5 mM de ADP para iniciar o processo de 

fosforilação. Os resultados foram expressos em nmol/min/mg prot (LAGRANHA; 

DESCHAMPS; APONTE; STEENBERGEN et al., 2010; NASCIMENTO; FREITAS; 

SILVA-FILHO; LEITE et al., 2014). 

 

 
4.10 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DAS ESPÉCIES REATIVAS TOTAIS 

 
 

A produção de espécies reativas totais de mitocôndrias cardíacas isoladas foi medida 

fluorimétricamente utilizando o marcador 2',7'-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCF- 

DA). 0,1mg de mitocôndrias isoladas foram incubadas com tampão para o complexo 1 seguido 
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da adição de 1uM de H2DCF-DA. A fluorescência foi monitorada pela excitação de 544 nm e 

uma emissão de 590 nm, através do espectofotômetro de fluorecencia (FLUOStar, Omega, 

Allmendgrün Ortenberg, Germany). Os resultados foram expressos em através do nmol/min/mg 

prot. 

 

 
4.11 QUANTIFICAÇÃO DA CAPACIDADE MITOCONDRIAL DE CAPTAÇÃO DE 

CÁLCIO 

 

Para a medida da capacidade de captação de cálcio foi utilizando o probe fluorescente 

Calcium Green-5N (Molecular Probes, USA), no leitor de fluorescência. O cálcio green é 

utilizado como um indicador da resistência da abertura do poro de membrana mitocondrial 

(mPTP) depois da acumulação de Ca2+ na matriz. A concentração de Ca2+ extra-mitocondrial 

foi avaliado com 0,5 mmol/L de cálcio green-5N, com comprimentos de onda de excitação e 

emissão fixado em 506 e 532 nm, respectivamente. Mitocôndrias isoladas (0,5 mg/ml) foram 

ressuspensas em tampão (150 mmol/L de sacarose, 50 mmol / l de KCl, 2 mmol / L de KH2PO4, 

20 mmol / L de Tris / HCl, pH 7,4) e substrato de complexo I. No final do período de pré- 

incubação (300 s), foram adicionados pulsos sucessivos de 10 M de Ca2+. Quando as 

mitocôndrias não conseguem mais tamponar o Ca2+, o mPTP abre e a concentração de ions 

cálcio aumenta no meio externo (PARDO; RINALDI; MOSCA, 2015; TANG; LEUNG; 

HUANG; FELETOU et al., 2007). 

 

 
4.12 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO 

 

4.12.1 Dosagem de peroxidação lipídica (TBARS): 

 
Para a dosagem de lipoperoxidação foi utilizada a técnica colorimétrica previamente 

publicada (BUEGE; AUST, 1978), uma técnica utilizada para avaliar oxidação de lipídios, pois 

o ácido tiobarbitúrico reage com os produtos da peroxidação lipídica, entre eles o 

malondialdeído e outros aldeídos. Foram adicionados 500 µg de proteínas da amostra, ácido 

tricloroacético 30%(TCA) (p/v) e Tris-HCL 10 mM (pH 7,4), os quais passaram por agitação 

sequenciais de 1 minuto. Quando totalmente homogeneizadas, as amostras (500 µg proteínas) 

foram centrifugadas por 10 min, 2500xg a 4ºC e ao seu sobrenadante, uma alíquota de TBA 

0,73% em igual volume foi adicionado. Esta mistura foi incubada por 15 minutos a 100ºC e 
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imediatamente resfriada e transferidas para cubetas de quartzo, onde foram quantificadas em 

espectrofotômetro a uma absorbância de 535nm. Os resultados foram expressos em μm de 

MDA por mg de proteína (DA SILVA; MONTEIRO GALINDO; NASCIMENTO; MOURA 

FREITAS et al., 2014). 

 

 
4.12.2 Medida dos níveis de oxidação de proteínas (Carbonilas): 

 

 

A avaliação da oxidação de proteínas foi realizada através da técnica das carbonilas. 1 

mL de ácido tricloroacético a 30% (TCA 30%) foi adicionado em 500µg de proteínas da 

amostra, agitado ao vortex e em seguida levado a centrifuga por 5 minutos a 4000 RPM. Após 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10mM de 2,4 

dinitrofenilhidrazina (DNPH) e incubado em sala escura a temperatura ambiente por 1 hora com 

agitações programadas a cada 15 minutos. Após período de incubações, as amostras foram 

lavadas no tampão etil/acetato e centrifugadas três vezes e o pellet ressuspendido em 6M de 

hidrocloreto de guanidina, incubado por 30 minutos a 37ºC e a absorbância quantificada a 

370nm. Os resultados foram expressos em μm/mg proteína (REZNICK; PACKER, 1994). 

 

 
4.13 AVALIAÇÕES DA DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICA 

 

 
4.13.1 Atividade da enzima antioxidante Superóxido Dismutase (SOD) 

 
A atividade da superóxido dismutase foi avaliada através do método da oxidação da 

adrenalina, o qual compete com a SOD podendo ser medido em espectrofotômetro a 480nm. 

Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, foram adicionados tampão carbonato 0,1M (pH 10,2), 

EDTA 0,1mM, 500 µg de proteína, e adrenalina 150mM. A diminuição na absorbância foi 

seguida por 90 segundos, a 37ºC no comprimento de onda de 480nm e os resultados expressos 

em U/mg proteína a partir do coeficiente de extinção da adrenalina, 4020m-1 cm-1 (MISRA; 

FRIDOVICH, 1972). 

 

 
4.13.2 Atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT) 
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A atividade da catalase foi avaliada através da taxa de decomposição do peróxido de 

hidrogênio, quantificada na absorção de 240 nm, numa temperatura de 20ºC. Em um meio de 

reação, contendo tampão fosfato 50 mM (pH7,0), 500 µg de proteínas e H2O2 0,3mM. A 

absorbância foi monitorada durante 3 minutos e os resultados expressos em U/mg de acordo 

com coeficiente de extinção 2,3 microM-1 cm-1 (AEBI, 1984). 

 

 
4.13.3 Atividade da enzima antioxidante Glutationa-S-Transferase (GST) 

 
A atividade da glutationa-S-transferase foi verificada através do seguinte processo, 

adição de tampão fosfato de potássio 0,1M (pH 6,5); EDTA 1mM; GSH 1mM; 500 µg de 

proteína e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1nM. A atividade da enzima foi avaliada a partir 

da formação de 2,4-dinitrofenil-s-glutationa (DNP-SG) por minuto a 30ºC, o qual foi 

monitorado via espectrofotômetro em comprimento de onda igual a 340nm. A atividade da 

enzima foi expressa em U/mg proteína baseada no coeficiente de extinção do CDNB 9,6 mM-1 

cm-1 (HABIG; PABST; FLEISCHNER; GATMAITAN et al., 1974; HABIG; PABST; 

JAKOBY, 1974). 

 

 
4.14 AVALIAÇÃO DA DEFESA ANTIOXIDANTE NÃO-ENZIMÁTICA 

 

 
4.14.1 Qualificação do balanço REDOX (razão GSH/GSSG) 

 
Para se quantificar o estado REDOX, o meio de ensaio foi composto por tampão fosfato 

0,1M (pH 8,0) contendo EDTA 5mM, 500 µg de proteína os quais foram incubados com o- 

phthaldiadehyde (OPT) 1mg/ML em temperatura ambiente, por 15 minutos. Depois de 

incubado, o ensaio teve sua fluorescência verificada em um comprimento de excitação e 

emissão de 350nm e 420nm, respectivamente. Para a determinação dos níveis de glutationa 

reduzida (GSH), as amostras foram comparadas a uma curva padrão de GSH com concentrações 

conhecidas, e o cálculo foi feito através da equação da reta gerada (HISSIN; HILF, 1976). 

Para a determinação dos níveis de glutationa oxidada (GSSG), 500 µg de proteína foram 

primeiramente incubados com N-ethylmaleimida (NEM) 0,04M, por 30 minutos a temperatura 

ambiente seguido da adição do tampão NaOH 0,1M ao meio. Após esse procedimento, as 

amostras também foram incubadas com o-phthaldiadehyde (OPT) 1mg/mL em temperatura 

ambiente, por 15 minutos e tiveram sua fluorescência comparada a uma curva de concentrações 



50 
 

 

 

 

 

conhecidas de GSSG. (HISSIN; HILF, 1976). Para obtenção do balanço REDOX celular foi 

calculada a razão entre os níveis de GSH pelos de GSSG. 

 

 

4.14.2 Quantificação dos grupamentos tióis totais (Sulfidrilas) 

 
A quantificação dos tióis totais foi avaliada através da incubação de 500µg de proteínas 

com DTNB (10mM de (5,5’-Dithiobis2-Ácido nitrobenzoico)) durante 30 min. A absorbância 

foi realizada em um comprimento de onda de 412nm conforme descrito por Ellman (1959). O 

cálculo foi realizado a partir da divisão na absorbância à 412 nm pelo coeficiente de extinção 

vezes a concentração proteica em mg (ELLMAN, 1959). 

 

4.15 DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES DAS SIRTUÍNAS PELA 

METODOLOGIA “REAL TIME-PCR”   

 
O RNA total foi obtido do ventrículo cardíaco esquerdo dos 4 grupos experimentais pelo 

método de extração com isotiocianato de guanidina usando o reagente Trizol. A quantificação 

do RNA foi realizada em duplicata diluindo as amostras em água isenta de RNase. A 

absorbância das amostras foi determinada por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 

260nm (correspondente ao pico de absorção de RNA) e 280nm (correspondente ao pico de 

absorção de proteínas). Para a análise da pureza do RNA, o valor da absorbância obtido a 260nm 

foi dividido pelo obtido a 280nm e as amostras que apresentaram a razão 260/280 igual ou 

superior a 1.8 foram utilizadas (indicativo de alto grau de pureza). A expressão dos genes foi 

quantificada por PCR em tempo real, utilizando o reagente SYBR Green como marcador 

fluorescente. As reações foram realizadas em 25 µl de uma mistura contendo RNA da amostra, 

sequência de primers (sense e anti sense), água DEPC (água tratada com dietilpirocarbonato, 

isenta de Rnase) e mix SYBR Green platinum (dNTP, tampão de reação, Taq DNA polimerase 

e SYBER Green I) (SuperScript III, Platinum One-Step, Invitrogen, California, EUA). A 

avaliação foi realizada por 2-Δ-ΔCT (Livak e Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001), utilizando o gene 

β-actina como controle interno (normalizador) para normalização de expressão gênica por PCR 

em tempo real. 

 
Tabela 1: Sequência de Primers para cada gene estudado. 
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Gene Forward primer (5′- 3′) Reverse primer (5′- 3′) 

SIRT1 CTGTTTCCTGTGGGATACCTGACT ATCGAACATGGCTTGAGGATCT 

SIRT3 GGCACTACAGGCCCAATGTC TCTCTCAAGCCCGTCGATGT 

B-ACT CCCGCGAGTACAACCTTCT CGTCATCCATGGCGAACT 

 

 

 

4.16 QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DAS SINTUÍNAS 1 E 3 E DOS 

NÍVEIS DE ACETILAÇÃO DAS LISINAS CARDÍACAS 

 

Alíquotas de cada amostra foram submetidas à eletroforese em SDS-gel de 

poliacrilamida. Com o gel contendo as proteínas separadas por eletroforese foi montado um 

“sanduíche” onde a membrana de nitrocelulose permaneceu em contado direto com o gel, 

havendo contado com uma folha de papel filtro e uma esponja de cada lado. As proteínas do 

gel foram então transferidas eletricamente para membranas de nitrocelulose, por 

aproximadamente 10 horas, a 15 V, a uma temperatura de 4ºC. As membranas já carregadas 

com as proteínas foram incubadas em solução bloqueadora (5% de leite desnatado em solução 

basal - Tris-HCl, NaCl e Tween 20) overnight, na sequencia, as membranas foram incubadas 

com o anticorpo primário específico para avaliação da SIRT-1 (1:1000) (Santa Cruz 

Biotechnology; sc-74465, EUA), ou SIRT-3 (Boster BioTechnology: A01061-1, EUA), ou 

acetilação (1:1000) (ABIN-3181587, EUA). Após o tempo de incubação, as membranas foram 

lavadas para a remoção do excesso do anticorpo primário e novamente incubadas, mas agora 

com o segundo anticorpo anti-IgG conjugado com a peroxidase. Após as lavagens, as 

membranas foram incubadas com o substrato para a peroxidase e expostas a filmes de raio-X. 

As intensidades das bandas das auto-radiografias foram quantificadas por densitometria óptica, 

pelo programa Image J (NIH, Maryland, EUA). A normalização das bandas foi realizada usando 

o corante Pounceau S (LAGRANHA; DESCHAMPS; APONTE; STEENBERGEN et al., 

2010). 

 

 
4.17 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Todos os dados foram analisados segundo a normalidade da distribuição das amostras 

utilizando os testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov . Para avaliar os dados não 

paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns. O nível de 
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significância foi mantido em 5% para todas as análises. Os dados que estiveram dentro da 

distribuição gaussiana foram expressos em média e erro padrão da média (EPM). Estes dados 

foram analisados pelo teste ANOVA two-way. A construção do banco de dados e as análises 

estatísticas foram desenvolvidas no programa Excel (versão Mac 2011, Microsoft, USA) e 

Graphpad Prisma 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
Nossos resultados mostram que uma restrição proteica materna tem um impacto negativo nas 

mitocôndrias cardíacas de sua respectiva prole. Podemos observar que o treinamento físico 

moderado na prole durante o estágio juvenil restaura o equilíbrio oxidativo do coração, sendo 

estas alterações moduladas pelas sirtuínas. Com base nesses resultados, sugerimos que a 

invenção precoce do exercício físico moderado em crianças que sofreram privações nutricionais 

nas fases iniciais da vida pode atrasar ou até mesmo impedir o desenvolvimento de doenças 

crônicas. 
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