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RESUMO 

A insuficiência cardíaca (IC) se caracteriza pela inabilidade do coração de manter o fluxo 
sanguíneo tissular, associado ao déficit de contração e relaxamento, devido a um evento 
lesivo agudo ou crônico. A metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) está associada à 
patogênese e fisiopatologia da IC, promovendo proteólise de proteínas contráteis e estresse 
oxidativo. Terapias de resgate que modulem a atividade de MMP-2 de forma direta ou indireta 
podem contribuir na melhora do remodelamento e disfunção cardíaca. A apocinina, apresenta 
efeito inibitório sobre NADPH, atenuando o estresse oxidativo. Desta forma, esse estudo 
levanta a hipótese que a apocinina reverta o remodelamento e disfunção elétrica cardíaca 
induzida pela MMP-2 por impedir o desequilíbrio oxidativo. O presente estudo tem como 
objetivo avaliar o efeito da apocinina sobre o desequilíbrio oxidativo e remodelamento 
cardíaco induzido pelo aumento sistêmico de MMP-2 em camundongos adultos. 
Camundongos machos adultos C57BL/6 foram submetidos a dois protocolos experimentais, 
primeiramente os animais foram submetidos ao protocolo time course e divididos em dois 
grupos: O grupo veículo recebeu solução salina 0,9% via ip e o grupo MMP-2 recebeu MMP-
2 150 ng/g de peso do animal via ip, por um período de até 4 semanas. Posteriormente foi 
realizado o protocolo de tratamento com apocinina adicionando 4 semanas após o término de 
administração da MMP-2, nesse período os animais foram distribuídos em quatro grupos 
experimentais: 1) veículo (recebeu água via gavagem); 2) apocinina (50mg/Kg via gavagem); 
3) MMP-2 (recebeu água via gavagem); e 4) MMP-2 + apocinina (50mg/Kg via gavagem). Ao 
final dos protocolos todos os animais passaram pelo eletrocardiograma, em seguida o coração 
foi coletado para avaliação morfológica e bioquímica. Durante o time course o grupo MMP-2 
apresentou maior atividade gelatinolítica, desequilíbrio oxidativo, fibrose, diminuição da 
frequência cardíaca, acompanhada de aumento dos intervalos RR, PQ, QT e QTc a partir da 
primeira semana de administração, efeitos que se mantiveram ao longo de quatro semanas, 
mesmo sem administração de MMP-2. O tratamento com apocinina reverteu o aumento na 
atividade e a expressão de MMP-2 no coração, assim como, o desequilíbrio oxidativo, 
peroxidação lipídica, hipertrofia, fibrose cardíaca e disfunção elétrica cardíaca. Concluímos 
que o aumento de MMP-2 sistêmica é capaz de promover remodelamento cardíaco pelo 
aumento da atividade e expressão de MMP-2 no tecido cardíaco, levando ao desequilíbrio 
redox e disfunção elétrica e que o tratamento com apocinina foi capaz de reverter os efeitos 
induzidos pela MMP-2 sugerindo que estes efeitos são dependentes do desequilíbrio oxidativo 
e NADPH oxidase.  

Palavras-chave: Metaloproteinase de matriz 2, coração, remodelamento, estresse oxidativo 
e arritmia.  

 

 

 

 

 

  



ABSTRACT 

Heart failure (HF) is characterized by the heart's inability to maintain adequate tissue blood 
flow, associated with deficits in contraction and relaxation, due to either an acute or chronic 
injurious event. Matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) is linked to the pathogenesis and 
pathophysiology of HF, promoting proteolysis of contractile proteins and oxidative stress. 
Rescue therapies that directly or indirectly modulate MMP-2 activity could help improve cardiac 
remodeling and dysfunction. Apocynin inhibits NADPH oxidase, thereby attenuating oxidative 
stress. This study hypothesizes that apocynin can reverse cardiac remodeling and electrical 
dysfunction induced by MMP-2 by preventing oxidative imbalance. The aim of this study is to 
evaluate the effect of apocynin on oxidative imbalance and cardiac remodeling induced by 
systemic MMP-2 increase in adult mice. Adult male C57BL/6 mice were subjected to two 
experimental protocols. First, the animals underwent a time course protocol and were divided 
into two groups: the vehicle group received 0.9% saline via intraperitoneal (ip) injection, and 
the MMP-2 group received MMP-2 (150 ng/g body weight) via ip injection, for up to 4 weeks. 
Subsequently, a treatment protocol with apocynin was performed, starting 4 weeks after the 
cessation of MMP-2 administration. During this period, the animals were divided into four 
experimental groups: 1) vehicle (received water via gavage); 2) apocynin (50 mg/kg via 
gavage); 3) MMP-2 (received water via gavage); and 4) MMP-2 + apocynin (50 mg/kg via 
gavage). At the end of the protocols, all animals underwent electrocardiography, and then their 
hearts were collected for morphological and biochemical evaluation. During the time course, 
the MMP-2 group showed increased gelatinolytic activity, oxidative imbalance, fibrosis, 
decreased heart rate, along with increased RR, PQ, QT, and QTc intervals from the first week 
of administration, effects that persisted over the four weeks, even without MMP-2 
administration. Treatment with apocynin reversed the increase in MMP-2 activity and 
expression in the heart, as well as oxidative imbalance, lipid peroxidation, hypertrophy, cardiac 
fibrosis, and electrical dysfunction. We conclude that systemic MMP-2 increase can promote 
cardiac remodeling through increased MMP-2 activity and expression in cardiac tissue, leading 
to redox imbalance and electrical dysfunction, and that apocynin treatment was able to reverse 
the effects induced by MMP-2, suggesting that these effects are dependent on oxidative 
imbalance and NADPH oxidase. 

Keywords: Matrix metalloproteinase 2, heart, remodeling, oxidative stress, and arrhythmia. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) 

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são uma família de 28 proteases 

pertencentes a superfamília de zinco-peptidases Metzincin, destas 23 são 

encontradas em humanos. As MMPs são responsáveis pela degradação de 

componentes da matriz extracelular (MEC), sendo classificadas em relação à 

estrutura peptídica, organização tridimensional e sua afinidade com o substrato em: 

Colagenases (MMP-1, -8 e -13); Gelatinases (MMP-2 e -9); Estromelisinas (MMP-3, -

10, -11 e -27); Matrilisinas (MMP-7 e -26); MMPs de membrana (MMP-14, -15, -16, -

17, -24 e -25) e MMPs não classificadas (MMP-12, -19, -20, -21, -22, -23 e -28). As 

MMPs possuem homologia estrutural, no geral a maioria possui uma região contendo 

um pró-peptídeo, sítio catalítico contendo um íon de zinco em seu sítio catalítico ligado 

a 3 histidinas e um domínio hemopexina. (NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006) 

As gelatinases MMP-2 e MMP-9 se diferenciam das outras MMPs por possuírem 

três domínios de fibronectina tipo II no sítio catalítico. Essa característica garante alta 

afinidade à gelatina (VISSE; NAGASE, 2003). Em adição, o domínio catalítico da 

MMP-2 contém 2 zincos conservados, sendo um presente no motivo catalítico 

conservado (HEXXHXXGXXXXH) e ligado aos três resíduos de histidina (His 201, 205 

e 211), acompanhado pelo resíduo conservado de glutamato (Glu202) que são 

essenciais para atividade catalítica da MMP-2 (ARZA et al., 2001; DI PIZIO; 

AGAMENNONE; ASCHI, 2012). 

A MMP-2 possui 660 resíduos de aminoácidos, que após expressa é 

transportada para o retículo endoplasmático via translocamento pelo peptídeo sinal, 

sendo secretada para o meio extracelular como uma enzima latente de 72 kDa (pro-

MMP-2). A isoforma pro-MMP-2 é uma isoforma inativa devido a interação entre um 

resíduo de cisteína presente no pró-peptídeo que realiza uma ligação sulfidrila com o 

zinco presente no sítio catalítico, o que mantém o sítio catalítico inacessível para 

ligação com os substratos. Para ocorrer ativação da MMP-2 é necessária a quebra da 

ligação sulfidrila, mecanismo de ativação conhecido como "cystein switch". A ativação 

proteolítica da MMP-2 pode ocorrer devido a ação de proteases (serino proteases ou 

outras MMPs), ou por compostos químicos como dodecilsulfato de sódio (SDS) e 

tiocianato de sódio (NaSCN), pela interação com metais pesados (chumbo e mercúrio) 
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ou ainda por agentes oxidantes e alquilantes. Durante a ativação proteolítica a MMP-

2 perde o pró-peptídeo assumindo o tamanho molecular de 64 kDa, como o 

representado na Figura 1. Os agentes oxidantes como as espécies reativas de 

oxigênio (EROs), dentre eles o superóxido, peroxinitrito e peróxido de hidrogênio são 

capazes de ativar a MMP-2 de forma não proteolítica. Neste caso, a ligação sulfidrila 

entre a cisteína e zinco é rompida e o domínio pró-peptídeo permanece na estrutura, 

mantendo o tamanho molecular de 72 kDa da MMP-2, sendo esta isoforma conhecida 

como MMP-2 kDa ativa (WANG et al., 2002; VAN WART; BIRKEDAL-HANSEN, 

1990). 

 

Figura 1. Estrutura esquemática das isoformas da MMP-2 e modelos de ativação. A. A estrutura 
dos domínios presentes na MMP-2 contendo as isoformas de 72kDa inativa e a 64kDa ativa. B. 
Conformações assumidas pela MMP-2 ao ser ativada, a partir da sua conformação latente e inativa. 
Podendo sofrer ativação não proteolítica ocasionado por reorganização da MMP-2 devido a liberação 
do sítio catalítico sem ocasionar a perda do pro-peptídeo ou sofrendo de ativação proteolítica 
ocasionado por outras MMPs 
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A atividade catalítica da MMP-2 é modulada endogenamente pelos inibidores 

teciduais de MMPs, conhecidos como TIMPs, sendo eles: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e 

TIMP-4. A MMP-2 pode ser inibida pelos 4 TIMPs, porém o TIMP-2 é o seu principal 

modulador. Além dos TIMPs, a atividade de MMPs pode ser afetada pela alfa-2-

macroglobulina. Existe uma relação estequiométrica entre a MMP-2 e TIMP-2 de 1:1, 

o que mantém a estrutura organizacional da matriz extracelular. A variação na razão 

MMP-2/TIMP-2 leva a maior ativação da MMP-2 (CUI; HU; KHALIL, 2017). Esse 

processo de ativação também necessita da presença da MMP-14, que através de uma 

ligação conjunta entre MMP-2 e MMP-14, mediada pelo TIMP-2, leva a degradação 

proteolítica do pró-peptídeo da MMP-2 (ITOH et al., 2001; RA; PARKS, 2007; WANG; 

JUTTERMANN; SOLOWAY, 2000).  

A MMP-2 é produzida constitutivamente na maioria das células do organismo, 

incluindo as que compõem o sistema cardiovascular: fibroblastos, células endoteliais, 

cardiomiócitos, muscular lisa, adipócitos e células inflamatórias. A MMP-2 é capaz de 

clivar uma gama de substratos da matriz extracelular, dentre eles o colágeno 

desnaturado (tipo I, IV e V), gelatina, glicoproteínas da MEC, fibronectina, laminina, 

agrecan, elastina e vitronectina (KIM et al., 2016; XIAO; LIU; HAN, 2016). Além disso, 

vários substratos não pertencentes à matriz extracelular podem ser degradados pela 

MMP-2. No coração a MMP-2 é capaz de clivar proteínas estruturais do sarcômero 

como tintina (ALI et al., 2010), troponina I (WANG et al., 2002) e alfa-actinina (SUNG 

et al., 2007).  

A MMP-2 é responsável por modular funções fisiológicas importantes como a 

angiogênese, desempenhando papel essencial para a migração celular durante a 

formação e crescimento tecidual (NGUYEN; ARKELL; JACKSON, 2001).  A MMP-2 

também possui importância na resposta inflamatória pela degradação da membrana 

basal, o que possibilita a infiltração de células de defesa como neutrófilos e linfócitos 

no tecido lesionado (CEPEDA et al., 2016). No entanto, a atividade exacerbada de 

MMP-2 é descrita em doenças cardiovasculares, em especial a insuficiência cardíaca 

(IC) onde o aumento sistêmico de MMP-2 é relacionado a alterações estruturais, 

funcionais no miocárdio (BERGMAN et al., 2007; BUCKLEY et al., 2023). 
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1.2 MMP-2 e IC 

A IC é uma doença de causas multifatoriais que afeta cerca de 26 milhões de 

pessoas no mundo, sendo caracterizada pela perda da capacidade do coração de 

manter o fluxo de pressão basal sanguíneo, ocasionado por um déficit de contração 

e/ou relaxamento que compromete o órgão. A progressão da IC promove redução da 

tolerância ao exercício, ocasionando a diminuição da qualidade de vida (INAMDAR; 

INAMDAR, 2016; MCDONAGH et al., 2021; SAVARESE; LUND, 2017; TOMASONI et 

al., 2019; YANCY et al., 2013). 

O aumento de MMP-2 é descrito em estudos pré-clínicos e clínicos de 

insuficiência cardíaca, principalmente relacionado ao remodelamento ventricular. Este 

processo pode ser desencadeado por alterações genéticas ou por evento patológico 

agudo (exemplo infarto do miocárdio) ou crônico (exemplo hipertensão). Na 

hipertensão, ocorre aumento do estresse na parede ventricular levando o coração a 

se adaptar pelo aumento da espessura das paredes. Este processo é conhecido como 

remodelamento adaptativo de caráter compensatório, onde a hipertrofia do tecido 

preserva a função cardíaca (SELVETELLA et al., 2004). No entanto, este processo 

pode evoluir para um remodelamento mal-adaptativo levando ao quadro de IC, onde 

o estresse no músculo cardíaco é capaz de alterar a microestrutura da MEC, gerando 

hipertrofia, enrijecimento e alterações anatômicas na parede do ventrículo esquerdo. 

O enrijecimento do miocárdio ocorre devido a exacerbada deposição de colágeno e a 

degradação de proteínas presentes no sarcômero, alterando a habilidade contrátil dos 

cardiomiócitos (BORLAUG; PAULUS, 2011; DECOUX et al., 2014). 

Estudos clínicos com pacientes com IC mostram que o nível plasmático de MMP-

2 aumentado pode ser utilizado como indicativo de agravo e mau-prognóstico da 

doença (BIOLO et al., 2010; TÄGER et al., 2017). Zhao et al., (2014), ao analisar 

amostras de tecido cardíaco de pacientes submetidos a transplante de órgão, 

observou o aumento 4 vezes maior na expressão e atividade da MMP-2 quando 

comparado com indivíduos saudáveis (ZHAO et al., 2014). Em pacientes com IC 

aguda devido infarto do miocárdio, os níveis de MMP-2 estão associados à gravidade 

dos quadros de isquemia e disfunção ventricular (NILSSON et al., 2012; SHIRAKABE 

et al., 2012). Em um estudo de coorte com idosos mostrou que níveis altos de MMP-

2 é associado a quadros mais graves de IC e fibrilação atrial (BUCKLEY et al., 2023).  
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Buscando avaliar se a MMP-2 é capaz de ocasionar alterações morfológicas e 

funcionais sem doenças de base, Bergman et al., (2007) expressaram a MMP-2 no 

interior de cardiomiócitos em camundongos durante 4, 8 e 12 meses. Aos 4 meses 

foram observados: hipertrofia do miócito, ativação e proliferação de fibroblastos, 

aumento da deposição de colágeno e anomalias estruturais incluindo lise de 

miofilamentos, hipertrofia dos túbulos T e anormalidades mitocondriais. Na marca de 

8 meses os animais apresentaram aumento de fibrose perivascular e maior infiltração 

de células inflamatórias. A diminuição da função cardíaca, acúmulo de líquido 

abdominal e cianose foram identificados nos animais apenas no tempo de 12 meses 

de observação (BERGMAN et al., 2007). 

A fibrose que ocorre durante o remodelamento cardíaco na IC altera a 

capacidade natural de acoplamento do cardiomiócito durante a sístole e diástole e a 

interação célula-célula o que interfere na propagação do impulso elétrico adequado, 

ocasionando em uma alteração de excitabilidade cardíaca (FRANCIS STUART et al., 

2016). 

Ao comparar alterações de estrutura, função e arritmogênese em átrios de 

camundongos jovens e idosos, Jansen et al. (2017) observaram que o envelhecimento 

desses animais é responsável pela maior taxa de arritmia atrial encontrada. A 

fibrilação atrial encontrada em animais idosos foi sustentada na maioria dos casos, 

acompanhada no bloqueio do nó atrioventricular. Associado a essas alterações foi 

identificado a ampliação das ondas P, medida de condução atrial, e do intervalo PR, 

medida de condução através do nó atrioventricular, em camundongos idosos. Ao 

avaliar as alterações morfológicas foi identificado que há maior incidência de fibrose 

no átrio de animais idosos, logo ao avaliar possíveis alterações nos índices de MMP-

2 e 9 e dos TIMPs 1-4 encontrados no tecido foi identificado que a relação 

estequiométrica da MMP-2: TIMP 1 e MMP-2: TIMP 2 é encontrada aumentada em 

corações envelhecidos (JANSEN et al., 2017).  

Recentemente Wang et al., (2023), buscaram avaliar como a fibrose no tecido 

cardíaco impacta na eletro condutância do tecido. Para isso foram utilizados 

camundongos transgênicos que expressam o canal fotovoltaico ChR2(H134R) 

exclusivamente no fibroblasto cardíaco, logo após uma lesão provocada por um 

episódio de isquemia e reperfusão, o perfil de excitabilidade das fibras cardíacas na 
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presença e ausência de tecido cicatrizado foi observado. E uma vez lesionado, a 

fibrose adquirida foi capaz de alterar o padrão de excitação do músculo cardíaco, 

ocasionando arritmogênese na região (BUCKLEY et al., 2023). 

Diferentes estudos realizados no modelo de isquemia e reperfusão cardíaca de 

infarto do miocárdio foram capazes de identificar os alvos proteolíticos intracelulares 

da MMP-2 que levam a diminuição da função contrátil do coração. No primeiro estudo 

realizado por Wang et al. (2002) demonstrou que a MMP-2 tem capacidade de clivar 

a troponina I localizada nos sarcômeros em proximidade aos miofilamentos finos do 

tecido. (WANG et al., 2002). Em seguida Sawicki et al. (2005) identificaram a miosina 

de cadeia leve localizada no sarcômero do cardiomiócito como um novo substrato 

intracelular da MMP-2 (SAWICKI et al., 2005). Pouco tempo depois Sung et al. (2007) 

identificaram a alfa actina como o terceiro substrato intracelular da MMP-2, desta vez 

em modelo de isquemia e reperfusão intensificada pela infusão direta de peroxinitrito 

em corações isolados que ativa a ação da MMP-2 levando a diminuição significativa 

dos níveis da proteína citoesquelética alfa actina e diminuição da função ventricular 

(SUNG et al., 2007). O último alvo proteolítico intracelular da MMP-2 observado pelo 

grupo foi publicado por Ali et al. (2010), onde foi descrito que a MMP-2 é capaz de 

degradar a proteína de miofilamento tintina presente no sarcômero dos cardiomiócitos 

(ALI et al., 2010). 

Prado et al. (2018), investigaram a relação entre o aumento de EROs e o 

aumento de atividade da MMP-2. Onde foi demonstrado em cultura de células do 

musculo liso de camundongos que a MMP-2 é capaz de ativar vias que induzem a 

formação de EROs no tecido muscular liso vascular, sendo a MMP-2 capaz de liberar 

na matriz extracelular o fator de crescimento semelhante ao EGF de ligação à 

heparina, que uma vez liberado é capaz de se ligar ao receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR), que ativa uma cascata de sinalização intracelular que modula a 

ativação da fosfolipase C, levando a formação de diacilglicerol e a ativação da proteína 

quinase C (PKC). A PKC leva ao aumento de atividade do complexo NADPH oxidase 

ocasionando o aumento da produção de EROs no tecido (PRADO et al., 2018). 

A NADPH oxidase é um complexo enzimático presente na membrana celular, 

sendo especializado em gerar EROs como o superóxido e o peróxido de hidrogênio. 

Os membros da família NOX são constituídos de maneira generalizada por uma 
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subunidade catalítica acoplada a membrana citocromo b558 (p22phox, proteína G) e 

componentes citosólicos (rac, p47phox, p67phox, p40phox). A NOX possui diversas 

isoformas sendo elas as pertencentes a família NOX (NOX 1-5) e a família dupla 

oxidase (DUOX 1-2), portanto a subunidade catalítica da proteína G é distinta entre 

as isoformas sendo sua estrutura catalítica clássica conhecida como gp91phox a 

subunidade pertencente a NOX2, os componentes pertencentes ao complexo 

enzimático se encontram representados na figura 2 (KINKADE; STREETER; MILLER, 

2013; YU et al., 1998). 

 Dentre as subunidades da NOX, a subunidade p47phox desempenha um papel 

essencial de organizar e translocar as subunidades citosólicas no processo de 

ativação da NOX à membrana plasmática, através da sua associação com a p22phox 

(RASTOGI et al., 2016). Os componentes da NOX dependentes de ativadores 

citosólicos permanecem em sua forma inativa desacoplada até receber um estímulo 

de ativação, uma vez montada a estrutura do complexo ativado este é responsável 

pelo transporte de elétrons transformando o O2 solúvel em radical O2
--. 

A presença da NADPH dentro do sistema cardíaco já foi descrita em células 

musculares lisas vasculares, células endoteliais vasculares, cardiomiócitos e 

fibroblastos adventícios. As principais NOX encontradas no miocárdio são a NOX2, 

localizada na membrana celular, e a NOX4, localizada em organelas intracelulares 

presentes principalmente nas mitocôndrias. (KAYAMA et al., 2015; PANDAY et al., 

2015; SAVLA; LADDHA; KULKARNI, 2021).  
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Figura 2. Esquema da composição dos complexos enzimáticos NOX. Adaptada de BRANDES; 
WEISSMANN; SCHRÖDER (2014). 

Como demonstrado por Prado et al., (2018), o aumento de MMP-2 tecidual 

também é acompanhado com aumento de estresse oxidativo. Em camundongos 

transgênicos, a superexpressão de MMP-2 no miocárdio tornou os animais mais 

suscetíveis ao estresse oxidativo quando submetidos a isquemia e reperfusão. (ZHOU 

et al., 2007). Em estudo realizado por Doerries et al., (2007) foi identificado uma 

relação entre a subunidade p47phox, presente na NADPH oxidase, e o 

remodelamento/disfunção observado após o infarto do miocárdio. Nesse estudo com 

camundongos mostrou que animais nocaute para a p47phox apresentaram maior taxa 

de sobrevida, menor remodelamento ventricular, diminuição na área de fibrose no 

tecido cardíaco associado à redução da atividade gelatinolítica de MMP-2 no tecido 

cardíaco quando comparados aos animais controle. Os autores sugeriram que a 
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modulação da NADPH no tecido cardíaco pode ser um método terapêutico eficaz para 

se combater as alterações ocasionadas pelo aumento sistêmico de MMP-2 

(DOERRIES et al., 2007). 

Métodos terapêuticos que buscam equilibrar o estado redox durante a IC podem 

partir do uso de drogas scavengers, como a N-acetilcisteína e o tempol, que são 

compostos miméticos de antioxidantes endógenos melhorando o desequilíbrio 

oxidativo (BOURRAINDELOUP et al., 2004; GAO et al., 2004). Outra maneira de 

impedir o desequilíbrio oxidativo é pela inibição da produção de compostos reativos a 

partir do uso de drogas sintéticas e naturais que diminuem a formação das espécies 

reativas, um exemplo é a apocinina (VAN DER POL et al., 2019). 

1.3 Apocinina  

A apocinina é uma droga de origem vegetal, originalmente extraída da Picrorhiza 

kurroa Royle (Scrophulariaceae), que é capaz de bloquear a migração dos 

componentes citosólicos p47phox e p67phox para a membrana prevenindo a 

montagem e ativação da NOX (STOLK et al., 1994). Outra atividade secundária 

exercida pela apocinina é a sua capacidade de auxiliar a defesa antioxidante 

mitocondrial no tecido cardíaco (BOSHTAM et al., 2021; BRAVO-SÁNCHEZ et al., 

2021; ENGELS et al., 1992; SAVLA; LADDHA; KULKARNI, 2021). 
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Figura 3. Esquema da composição e inativação do complexo NOX2 pela ação da 
apocinina. 

A apocinina é descrita como um pró-fármaco, que é convertida por oxidação 

mediada por peroxidase em um dímero, sendo descrito que em seu processo de 

ativação necessita da mieloperoxidase (MPO) ou da presença de H2O2, que são 

capazes de formar o radical ativo, que por sua vez é capaz de inativar a NADPH 

oxidase (SIMONS et al., 1990; XIMENES et al., 2007). Possuindo uma baixa taxa de 

toxicidade (LD50: 9g/Kg) após administração oral e com efeitos colaterais 

desconhecidos (STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008).  

A apocinina também é capaz de diminuir significativamente os níveis de 

expressão de mRNA das subunidades constitutivas gp91phox, p22phox, p47phox e 

p67phox em ratos Rato Dahl sensível ao sal. Nesse modelo de hipertensão a 

apocinina também se demonstrou capaz de diminuir a pressão arterial renal a longo 

prazo (TIAN et al., 2008). 
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O processo de inibição da NADPH oxidase pela apocinina ainda não foi 

completamente elucidado, portanto não é claro se a inativação das subunidades 

ocorre devido a uma inibição direta da associação dos componentes do citosol ou 

ocasionado por um bloqueio de um dos elementos de sinalização que leva a 

montagem do maquinário citosólico (ALDIERI et al., 2008; SELEMIDIS et al., 2008).  

Diversos estudos mostraram que a apocinina é capaz de modular a produção de 

ERO no tecido cardíaco, preservando a defesa antioxidante do tecido (BRAVO-

SÁNCHEZ et al., 2021; SCHLÜTER et al., 2008). Liu et al., (2010) mostraram que a 

apocinina foi capaz melhorar a disfunção cardíaca apresentada, através da sua 

capacidade de regular de modo positivo a expressão e atividade da proteína 

SERCA2a, responsável pela capacidade contrátil dos cardiomiócitos. A apocinina 

também se demonstrou capaz de tratar a fibrose intersticial encontrada no tecido 

cardíaco, sendo demonstrado no trabalho que o tratamento foi capaz de normalizar a 

atividade da NADPH oxidase, diminuir significativamente os níveis de peroxidação 

lipídica e expressão de MMP-2 no tecido. Além de impulsionar os níveis de SOD 

encontrado no miocárdio (LIU et al., 2010). 

Em ratos com disfunção diastólica induzido pela administração de angiotensina 

II, o uso da apocinina como agente terapêutico de resgate produziu a melhora no 

quadro de fibrose cardíaca com efeitos comparáveis com o uso da eplerenona, sendo 

responsável por inibir a hipertrofia ventricular ocasionada pelo modelo e reverter a 

disfunção diastólica ocasionada pela administração de angiotensina II. A apocinina se 

demonstrou capaz de atenuar o estresse oxidativo do miocárdio, sendo observado na 

diminuição dos níveis de peroxidação lipídica e na regulação nos níveis de NOX4 

encontrado no tecido cardíaco (LI et al., 2013). 

Em outro estudo, Liu et al. (2017), utilizando modelo de IC por sobrecarga de 

pressão em ratos, observou que a apocinina é capaz de atenuar o remodelamento 

cardíaco ao diminuir a deposição de colágeno no tecido. A apocinina também se 

demonstrou capaz de modular os níveis de estresse oxidativo no modelo, sendo 

responsável pela menor atividade da NADPH oxidase no tecido cardíaco e pela 

diminuição dos níveis de EROs e peroxidação lipídica, além de aumentar a atividade 

da SOD no tecido. No estudo também foi observado que a apocinina foi capaz de 

reverter o aumento da atividade de MMP-2 ocasionado pelo modelo (LIU et al., 2017). 
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Portanto, sabendo que o aumento da atividade da MMP-2 está associado ao 

remodelamento e disfunção cardíaca; e que a MMP-2 é capaz de aumentar a 

produção de ERO via aumento da NADPH oxidase, a hipótese deste estudo é de que 

o tratamento com apocinina melhore o remodelamento e condução elétrica cardíaca 

em camundongos que receberam administração sistêmica de MMP-2.  Logo, esse 

trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da apocinina sobre o remodelamento e 

condução elétrica cardíaca induzido pelo aumento sistêmico de MMP-2 em 

camundongos adultos. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar se o tratamento com apocinina melhora o remodelamento e disfunção 

elétrica cardíaca após administração sistêmica de MMP-2.  

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o remodelamento, desequilíbrio oxidativo e alterações de condução elétrica 

do coração durante o protocolo time course de animais que receberam 

administração sistêmica de MMP-2; 

• Avaliar o remodelamento e a fibrose cardíaca de camundongos tratados ou não 

com apocinina, após administração sistêmica de MMP-2; 

• Avaliar atividade e expressão de MMP-2 no coração de camundongos tratados ou 

não com apocinina, após administração sistêmica de MMP-2; 

• Avaliar o desequilíbrio oxidativo no coração de camundongos tratados ou não com 

apocinina, após administração sistêmica de MMP-2; 

• Avaliar a condução elétrica cardíaca de camundongos de camundongos tratados 

ou não com apocinina, após administração sistêmica de MMP-2. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Obtenção da MMP-2 

Para a realização do trabalho foi utilizado o clone pET5A, previamente 

caracterizado (GONÇALVES et al., 2012). O clone pET5a contém toda a sequência 

da região codificadora da MMP-2 humana. 
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3.2 Expressão e purificação da MMP-2 

Para expressão do clone pET5A, primeiramente foi realizado um cultivo de 

pré-inóculo em 30 mL de meio LB (extrato de levedura: 5 g/L, NaCL: 10 g/L; triptona 

10 g/L) contendo 100 µg/mL de ampicilina, que foi incubado em estufa a 37°C, por 12 

a 16 horas, sob rotação de 200 rpm. No dia seguinte, foi realizada a expansão do 

cultivo, utilizando-se de 10ml do pré-inoculo em 1L de meio LB contendo 100 µg/mL 

de ampicilina, que ficou incubada em estufa sob agitação a 200 rpm e 37°C, por 

aproximadamente 4 horas. Para a indução de expressão da MMP-2, foi adicionado 50 

µmol/L de isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ao meio de cultura. Após 

adicionado o IPTG, a temperatura foi ajustada para 18°C e o meio ficou sob agitação 

a 200 rpm, overnight.   

Após a expressão, o meio de cultura foi centrifugado a 4000g, por 15 minutos, 

para a obtenção do pellet bacteriano. O pellet foi ressuspendido em 25 ml de tampão 

TNC + inibidores (Tris (50 mmol/L), NaCl (150 mmol/L), CaCl2 (10 mmol/L), Brij 35 

(0,005%) contendo 2 mM dos inibidores de protease: fenantrolina (PHE, Sigma, St 

Louis, MO, USA), phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF, Sigma) e N-ethylmaleimide 

(NEM, Sigma)]. A amostra foi submetida a 10 ciclos de 10 segundos de sonicação 

com intervalos de 10 segundos entre os ciclos. Em seguida, o lisado bacteriano foi 

submetido a centrifugação de 18.000g por 30 minutos. O sobrenadante coletado foi 

submetido à técnica de cromatografia utilizando a coluna de gelatina sepharose 

(Gelatin SepharoseTM 4B, GE Healthcare, Uppsala, Sweden).  

A corrida cromatográfica foi realizada utilizando uma bomba peristáltica, em 

temperatura de 4°C. Primeiramente a coluna foi equilibrada passando 30 mL de TNC, 

em seguida foi passada a amostra, depois foram realizadas de modo sequencial as 

seguintes lavagens: 60 ml de TNC , 60 mL de TNC + Triton X-114 (0,1 v/v, Sigma) 

para a remoção do LPS da amostra(REICHELT; SCHWARZ; DONZEAU, 2006), 60 

mL de TNC novamente e por último 80 mL de TNC + DMSO (5% v/v, Sigma) para 

eluição  da amostra da coluna. Para concentração da proteína eluída, foram utilizados 

concentradores tipo Amicon com membrana com cut-off de 30 a 50 kDa (Merck 

Millipore, Darmstadt, Germany), sob rotação de 4.000g a 4°C. Durante a concentração 

a proteína foi lavada 2 vezes em água Milli-Q gelada para a retirada do DMSO e 

inibidores (AZEVEDO et al., 2016). A amostra foi então aliquotada e armazenada em 
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-20°C. A quantificação da proteína foi realizada pelo método de coeficiente molar 

utilizando o valor da absorbância obtida em 280 nm utilizando aparelho nanodrop 

(BioDrop, UK). A pureza da proteína foi confirmada em gel SDS-PAGE 10% corado 

pela prata e a atividade foi avaliada por zimografia em gel (KLEINER; 

STETLERSTEVENSON, 1994). 

3.3 Animais do estudo 

Este estudo seguiu o guia NIH de Cuidado e Uso de Animais de Laboratório, os 

protocolos experimentais seguidos foram previamente aprovados pelo Comitê de 

Ética na Utilização de Animais da Universidade Federal do Pará (UFPA) sob número 

de protocolo (n° 6897030624) e (nº 2045251018). Neste estudo foram utilizados 30 

camundongos C57BL/6, machos adultos (8 semanas) para o protocolo time-course e 

44 camundongos C57BL/6, machos adultos (8 semanas) para o protocolo de 

tratamento com apocinina. Os animais foram obtidos no biotério do Instituto Evandro 

Chagas e mantidos no Biotério do Laboratório de Estresse Oxidativo da UFPA, 

mantidos em sala com temperatura controlada (21 ± 1°C) e ciclo claro/escuro de 12 

horas, com acesso livre a água e alimento. 

3.4 Delineamento experimental 

Primeiramente foi realizado um protocolo experimental time-course de 

administração sistêmica de MMP-2 (MMP-2 150ng/g de peso de animal via ip), 

durante o período de uma, duas e quatro semanas no qual foi avaliado o 

remodelamento, desequilíbrio oxidativo e condução elétrica cardíaca. Como controle 

experimental, animais controle veículo receberam solução salina 0,9% via 

intraperitoneal (ip). Em seguida, a partir dos resultados do time-course foi realizado o 

segundo protocolo que consiste no tratamento com o antioxidante apocinina após a 

administração de MMP-2. Neste protocolo os animais primeiramente foram divididos 

em dois grupos: um grupo veículo que recebeu solução salina 0,9% via ip e o segundo 

grupo que recebeu MMP-2 na dose de 150ng/g de peso de animal via ip, por um 

período de 4 semanas. Finalizada as quatro semanas, os animais foram subdivididos 

em quatro grupos sendo dessa vez administrado apocinina 40 mg/Kg via gavagem, 

por um período de quatro semanas. O Controle gerou os grupos finais 1) Veículo e 2) 

Apocinina, e o grupo MMP-2 gerou os grupos finais 3) MMP-2 e 4) MMP-2 + Apocinina. 

Durante o protocolo de time-couse e protocolo tratamento, os animais passaram por 
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um exame de eletrocardiograma nos períodos pré-estabelecidos de uma, duas, quatro 

e oito semanas ou até o final do período de administração e eutanásia para a coleta 

de órgãos, que foram utilizados para a avaliação morfológica e bioquímica. O passo-

a-passo realizado durante os protocolos experimentais foi descrito na figura 4. 

 

Figura 4. Esquema de tratamento dos protocolos Time-Course e Tratamento 

3.5 Eletrocardiograma (ECG) 

Todos os grupos passaram pelo eletrocardiograma (ECG). Durante o exame 

os animais foram levados para um ambiente calmo onde foram sedados com 

tribromoetanol (15mL/Kg), cuidadosamente depilados na região torácica e instalados 

os eletrodos. Os animais foram posicionados dentro da gaiola de Faraday durante o 

registro, os eletrodos foram fixados, sendo o eletrodo de aterramento na pata traseira 

do animal, seguido por um eletrodo de referência no ombro direito e por último um 

eletrodo foi fixado no ombro esquerdo obtendo a derivação DII. No total 3 eletrodos 

foram utilizados para a captação do sinal, conectados diretamente ao sistema de 

aquisição. O amplificador que realizou a aquisição dos registros com entrada AC de 

alta impedância (Grass Technologies, P511, West Warwick, Rhode Island, EUA), 

ajustado com filtro de 0,3 Hz (passa-alta) e 300Hz (passa-baixa). Os registros foram 

monitorados com osciloscópio (Protek, 6510) e digitalizados de modo continuo a 10 
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kHz por um computador equipado com software Axioscope 9.0 (Axon Instruments, 

Champaign, Il, EUA), o tempo de registro de cada animal foi de 5 min e os arquivos 

adquiridos com as leituras foram salvos e armazenados para análise posterior. Os 

registros foram analisados com o software de interface “LabChart v.7.3.8” 

(ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA). Uma sessão aleatória do traçado que 

contém uma sequência de intervalos R-R foi selecionada para calcular a frequência 

cardíaca (bpm), complexos QRS e os segmentos PR e QT. O QTc foi calculado 

usando a fórmula de Bazett com modificações para roedores, QTc = QT/√(RR/150). 

3.6 Análises bioquímicas e morfológicas do coração 

Ao final do tratamento os animais foram anestesiados com uma associação de 

cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) + cloridato de xilazina (10mg/Kg) via ip. Após 

eutanásia por exsanguinação, o coração foi coletado, limpo de tecidos aderentes em 

solução de PBS e imerso em solução de KCl (50 mM) para permanecer em fase de 

diástole. Depois foi pesado e cortado transversalmente ao meio. Em diferentes 

protocolos ocorreu a fixação da parte inferior em líquido de crioproteção (Tissue TeK, 

Sakura Finetek) e a fixação em solução de formalina 10% (Formol 37% 100 ml/L, 

Fosfato de Sódio Monobásico 4 g/L, Fosfato de Sódio Dibásico 12,2 g/L) por 24 horas, 

o tecido em formalina foi em seguida desidratado com soluções crescentes de álcool 

e xilol posteriormente emblocados em parafina. 

3.6.1 Avaliação da atividade e expressão de MMP-2 no coração 

Para avaliar a atividade e expressão da MMP-2 no coração, utilizamos a 

metodologia de zimografia in situ e imunofluorescência. Para tanto, o tecido congelado 

em líquido crioprotetor foi cortado em fatias de 5 μm em criostato (CM 1900, Leica 

DMR, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany). Em seguida, os cortes 

foram incubados com substrato DQ gelatin (E12055, Molecular Probes, Oregon, USA) 

em tampão Tris (50mM) contendo CaCl2 (10 mM) por 60 minutos em câmara escura 

e úmida a 37°C. Depois, as lâminas foram lavadas 5x por 5 minutos em PBS para 

então serem fixadas com formalina 10 % por 15 minutos.  Após lavagem em PBS e 

PBS-Glicina, os cortes foram incubados no anticorpo primário anti-MMP-2 (Abcam, 

1:300, Cambridge, UK), em solução de PBS contendo BSA e Tween 20 a 4oC 

overnight. No dia seguinte, os cortes foram lavados 5x por 5 minutos em PBS e 

incubados com anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com 
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Alexafluor-594 (1:1500, Abcam, Cambridge, UK), por 1h em temperatura ambiente em 

câmara úmida e escura. Em seguida, as lâminas foram lavadas 10x por 5 minutos em 

PBS e montadas com solução de Fluoroshield (DAPI, F6057, Sigma). As imagens 

foram obtidas por microscópio de fluorescência Zeiss, sendo utilizado como base de 

ajuste de captura imagens dos grupos controle em cada ensaio. A atividade 

gelatinolítica e expressão de MMP-2 foi quantificada mensurando a fluorescência 

verde e vermelha utilizando o software Image J conforme descrito em estudo prévio 

(RODRIGUES et al., 2022). 

3.6.2 Avaliação de remodelamento e fibrose cardíaca 

Com o coração emblocado em parafina foram realizados cortes transversais no 

coração na espessura de 5 µm que foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e 

picrosirius. Os cortes de HE foram utilizados para mensurar o diâmetro do miócito e 

os cortes de picrosirius foram utilizados para avaliar o conteúdo de colágeno 

intersticial, conforme descrito por Estrada et al., 2022 (ESTRADA et al., 2022). 

3.6.3 Análises bioquímicas 

3.6.3.1 Quantificação dos níveis de espécies reativas de oxigênio in situ 

Para investigar elevação de espécies reativas de oxigênio no coração 

utilizamos a sonda dihidroetidina (DHE) em cortes congelados obtidos no criostato 

(CM 1900; Leica, Imaging Systems Ltd. Cambridge, Reino Unido). Para tanto, as fatias 

de coração de 5 um de espessura foram incubadas com a sonda DHE (10 μM) por 30 

minutos a temperatura ambiente em câmara escura e úmida. Em seguida, as lâminas 

foram lavadas 5 vezes por 5 minutos em solução de PBS e montadas em solução de 

PBS-Glicina 70% para serem fotografadas em microscópio de fluorescência Zeiss. As 

imagens foram obtidas utilizando objetiva de 40x e o conteúdo de EROs in situ foi 

quantificado mensurando a fluorescência vermelha pelo programa Image J conforme 

descrito por Rodrigues et al., 2022 (RODRIGUES et al., 2022). 

3.6.3.2 Avaliação da peroxidação lipídica 

O coração foi homogeneizado em PBS e o extrato foi utilizado para avaliar as 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) conforme a metodologia descrita 

por Ohkawa et al., 1978 (OHKAWA; OHISHI; YAGI’, 1978). Resumidamente, as 
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amostras foram homogeneizadas com ácido tiobarbitúrico de 10 mM a 95°C por 60 

minutos. Depois, o produto resultante do ensaio de coloração rosa foi lido em 

microplaca por espectrofotômetro a 535 nm (BIO-RAD Modelo 450 Leitor de 

Microplacas). Os resultados foram expressos em nmol MDA/mg de proteína utilizando 

uma curva padrão de malonaldeído. 

3.6.3.3 Níveis de Nitrito 

O coração foi homogeneizado em PBS e o extrato obtido foi utilizado para 

quantificar a presença de nitrito nas amostras ao serem incubadas com o reagente de 

Griess, aplicadas em microplacas de 96 poços e realizado a leitura em 

espectrofotômetro a 550 nm (BIO-RAD Modelo 450 Microplate Reader). A 

quantificação de nitrito foi expressa em µmol/mg de proteína com base na curva 

padrão de nitrito de sódio (LEONE et al., 1992). 

3.6.3.4 Avaliação do sistema antioxidante 

O coração foi homogeneizado em PBS e o extrato foi utilizado para mensuração 

da atividade da SOD e catalase. A atividade da SOD foi avaliada a partir da reação do 

extrato da amostra de coração com os reagentes hipoxantina e NBT (MAIER; CHAN, 

2002). A reação promove uma reação colorimétrica formando um extrato de coloração 

roxa na presença da enzima SOD, essa alteração foi medida utilizando um leitor de 

microplaca no comprimento de onda 470 nm (BIO-RAD Modelo 450 Leitor de 

Microplacas). O resultado foi comparado com a curva padrão da enzima SOD e 

expressos em unidades de SOD/mg de proteína. 

A atividade da CAT foi medida após a reação da amostra de extrato de coração 

com H2O2, que produz como da reação o formaldeído que é evidenciado pelo 

tratamento com Purpald® 34,2 mM (4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1, 2,4-triazol). O 

produto da reação de cor púrpura é medido em leitor de microplaca a 540 nm (BIO-

RAD Modelo 450 Leitor de Microplacas) utilizando-se de uma curva padrão para 

formaldeído 4,25 μM. Os resultados obtidos foram expressos por μM formaldeído/ 

min/mg de proteína determinada pela comparação com uma curva padrão de 

formaldeído (JOHANSSON; HÅKAN BORG, 1988; WHEELER et al., 1990). 
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3.7 Análise estatística 

Os resultados foram avaliados utilizando o programa estatístico GraphPad 

Prism ® 8.0 softwares (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para o time course 

foi realizado teste t de student. Para o tratamento com apocinina, primeiramente, foi 

realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, em seguida foi realizado o teste de 

ANOVA de duas vias e pós-teste Tukey, sendo os resultados expressos pela média ± 

EPM, sendo considerados valores estatisticamente significativos p<0,05. 

4. RESULTADOS 

4.1 No time-course a administração sistêmica de MMP-2 promove fibrose, 

aumento da atividade gelatinolítica, desequilíbrio oxidativo e alteração de 

condução no coração não apresentando hipertrofia dos miócitos. 

Para avaliar a presença de hipertrofia no tecido cardíaco a razão entre peso 

corporal e peso do coração durante o período do time-course de 1, 2 e 4 semanas 

foram analisados e dispostos na Tabela 1 (p < 0,5) e um gráfico representativo 

presente na Figura 5-B foi gerado, sendo possível observar que não houve alterações 

significativas entre os grupos controle e os grupos MMP-2 durante todos os períodos 

avaliados (p < 0,5, Figura 5). 

Tabela 1. Tabela da razão peso do coração e peso corporal dos animais durante 

o protocolo do time-course. 

  Semana 1 Semana 2 Semana 4 

  Controle MMP-2 Controle MMP-2 Controle MMP-2 

Peso corporal 
(g) 

25.4± 
0,4 

25.3± 0,4 26± 0,7 25.7± 0,7 26± 0.8 25.7± 0.5 

Razão peso 
coração / 

corporal (mg) 
5.4±0.2 4.8±0.4 4.3±0.2 4.5±0.3 4.3±0.3 4±0.3 

Os dados estão representados pela média ± EPM; * p < 0,05 vs controle, # p <0,05 vs MMP-

2, teste t (n=5 /grupo). 
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Figura 5. A administração sistêmica de MMP-2 não induz alteração na razão peso coração/peso 
corporal. B. Representação gráfica da medida do diâmetro dos miócitos. Os dados são representados 
em unidades arbitrárias e porcentagem (P%); * p<0,05 vs controle, teste t (n=5/grupo). 

 

Quando avaliada a atividade gelatinolítica no coração, foi observado que os 

animais que receberam a administração diária de MMP-2 tiveram maior atividade 

gelatinolítica no tecido cardíaco durante todos os períodos observados (p>0,05, Figura 

6, A). Ao avaliar os parâmetros morfológicos, utilizando métodos histológicos com 

cortes corados com HE, foi contabilizado o diâmetro da secção dos miócitos, sendo 

observado que durante todos os períodos avaliados não houve alteração de diâmetro 

observado entre os grupos experimentais (p > 0,05, Figura 6, A-D). Para a avaliação 

da deposição de colágeno na matriz extracelular cardíaca foi realizada a coloração de 

picrosirius. Os animais que receberam administração de MMP-2 apresentaram 

aumento de deposição de colágeno na matriz a partir da primeira semana de 

administração, sendo persistente durante todo o período avaliado (p < 0,5, Figura 6, 
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A-E).

 

Figura 6. A administração sistêmica de MMP-2 induz a deposição de colágeno no coração, mas 
não induziu hipertrofia dos cardiomiócitos. A. Painel representativo do diâmetro dos miócitos 
corados com hematoxilina e eosina e representativo do colágeno da matriz corado com picrosirius. B. 
Representação gráfica da atividade gelatinolítica no coração. C. Representação gráfica da medida do 
diâmetro dos miócitos. D. Representação gráfica do conteúdo de colágeno. Os dados são 
representados em unidades arbitrárias e porcentagem (P%); * p<0,05 vs controle, teste t (n=5/grupo). 

Quando avaliados os parâmetros de eletrocardiograma durante o protocolo 

time-course, foi identificado que os animais que receberam a administração da MMP-

2 apresentaram alterações elétricas a partir da primeira semana de administração. 

Nossos resultados indicam diminuição da frequência cardíaca, sendo acompanhada 

do aumento dos intervalos RR, PQ, QT e QTc a partir da semana 1 de administração 

de MMP-2 (p < 0,05, tabela 2). 

Tabela 2. Parâmetros eletrocardiográficos de animais controle e MMP-2 durante 

o protocolo time-course.  

 Semana 1 Semana 2 Semana 4 
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 Controle MMP-2 Controle MMP-2 Controle MMP-2 

Frequência 

cardíaca 

(BPM) 

454 ± 3 353 ± 5* 450± 8 360±11* 450 ± 7 358 ± 14* 

RR (mS) 120 ± 4 175 ± 2* 122 ± 4 160 ± 2* 122 ± 6 178 ± 6* 

PQ (mS) 38 ± 1 49 ± 1* 40 ± 1 48 ± 1* 41 ± 1 50 ± 1* 

QRS (mS) 8.1 ± 0.2 8.3 ± 0.2 8.2 ± 0.2 8.2 ± 0.3 8.4 ± 0.2 8.7 ± 0.3 

QT (mS) 42 ± 1 51 ± 1* 43± 1 49 ± 1* 43 ± 2 53 ± 1* 

QTc 38 ± 1 55 ± 1* 38 ± 1 50 ± 1* 38 ± 1 57 ± 1* 

bpm (batimentos por minuto), mS (milissegundos). Os dados estão representados pela média 

± EPM; * p < 0,05 vs controle, teste t (n=5/grupo). 

Para avaliação bioquímica observada no período do time-course, foi possível 

observar que os níveis de MDA aumentaram nos grupos que receberam 

administração sistêmica de MMP-2 durante todos os períodos avaliados (p < 0,5, 

Figura 7, A). Quando avaliado os níveis de nitrito, também foi possível observar um 

aumento significativo nos níveis de nitrito nos animais que receberam administração 

de MMP-2 em todos os períodos avaliados comparado aos respectivos controles (p > 

0,5, Figura 7, B). 

Ao avaliar a atividade da enzima catalase é possível observar que não houve 

alteração significativa entre os grupos que receberam administração sistêmica de 

MMP-2 e os grupos controle em todos os períodos avaliados (p > 0,05, Figura 7, C). 

No entanto, a atividade da SOD diminuiu significativamente nos grupos que 

receberam administração sistêmica de MMP-2 quando comparados aos dos grupos 

controles (p < 0,05, Figura 7, D). 
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Figura 7. A administração sistêmica de MMP-2 induz desequilíbrio redox no coração. A. 
Quantificação dos níveis de TBARS no coração. B. Quantificação dos níveis de nitrito no coração. C. 
Quantificação da atividade da catalase no coração. D. Quantificação da atividade da SOD no coração. 
Os dados são representados em porcentagem (P%); * p<0,05 vs controle, teste t (n=5/grupo). 

4.2 Apocinina a longo prazo reverte aumento de atividade e expressão de 

MMP-2 no ventrículo esquerdo após administração sistêmica de MMP-2 

Buscando avaliar se as alterações de atividade induzidas pelo aumento 

sistêmico de MMP-2 persistem a longo prazo e se podem ser revertidas com o 

tratamento com o antioxidante apocinina, foi realizado o ensaio de atividade 

gelatinolítica. O grupo MMP-2 apresentou aumento significativo da atividade 

gelatinolítica comparado ao grupo controle. O tratamento com a Apocinina diminuiu a 

atividade gelatinolítica induzida pelo aumento de MMP-2 (p<0,05; Figura 8, A-B). Não 

foi observado diferença na atividade gelatinolítica entre o grupo controle e apocinina 

(p>0,05, Figura 8, A-B). Para confirmar se o aumento da atividade gelatinolítica foi 

devido ao aumento de MMP-2 no tecido cardíaco, realizamos a imunofluorescência 

para MMP-2. O grupo MMP-2 apresentou maior expressão de MMP-2 no miocárdio 
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comparado ao grupo controle (p<0,05, Figura 8, C-D). O tratamento com apocinina 

diminuiu a expressão de MMP-2 em relação ao grupo controle e MMP-2 (p<0,05, 

Figura 8, C-D).  

 

Figura 8. Apocinina reverte aumento da atividade gelatinolítica no coração induzida por MMP-2. 
A. A figura representativa dos dados avaliados in situ da ação gelatinolítica nos ventrículos (DQ-gelatin). 
B. Quantificação da intensidade fluorométrica da DQ-gelatin, unidades arbitrárias nos ventrículos. C. 
Figura representativa dos dados avaliados in situ da MMP-2 dos ventrículos. D. Quantificação dos 
níveis de expressão de MMP-2 com base na intensidade fluorométrica, unidades arbitrárias, dos 
ventrículos. A barra corresponde a escala de 100µm. Os dados são representados em unidades 
arbitrárias: * p < 0,05 para o grupo controle, # p ≤ 0,05 para o grupo MMP-2 e ANOVA unidirecional 
(n=5/grupo). 

4.3 Apocinina reverte remodelamento cardíaco induzido por MMP-2 no 

ventrículo esquerdo de camundongos 

Para avaliar as alterações morfológicas induzidas pelo aumento de MMP-2 no 

miocárdio, foram avaliados diferentes parâmetros morfológicos. O peso do coração, 

peso corporal e a razão dessas medidas foram analisados e dispostos na Tabela 3 (p 

< 0,05). Ao comparar esses parâmetros é possível observar que não houve diferença 
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significativa em relação ao peso corporal entre os grupos. Porém é possível observar 

que o grupo MMP-2 apresentou aumento da razão peso coração/peso corporal e os 

grupos tratados com apocinina apresentaram diminuição da razão peso do 

coração/peso corporal quando comparados aos grupos controle e MMP-2. 

Tabela 3. Tabela da razão peso do coração e peso corporal dos animais.    

 Controle Apocinina MMP-2 
MMP-2 + 

Apocinina 

Peso 
corporal (g) 

30 ± 0,5 31 ± 0,4 28 ± 0,4 28 ± 0,4 

Razão peso 
coração / 
corporal 

(mg) 

4,6 ± 0,1 4,3 ± 0,1*# 5,0 ± 0,1* 4,5 ± 0,1# 

Os dados estão representados pela média ± EPM; * p < 0,05 vs controle, # p <0,05 vs 

MMP-2, Two-Way ANOVA (n=8 /grupo). 

Para confirmar que o aumento do peso do coração ocorreu por alterações 

morfológicas nos cardiomiócitos e na matriz extracelular realizamos cortes 

transversais do coração que foram corados com HE e picrosirius. Nos cortes 

histológicos corados em HE foi encontrado que aumento da área da secção 

transversal dos miócitos, sendo possível observar o aumento da área nos grupos 

tratados com MMP-2 quando comparamos ao grupo controle (P<0,05, Figura 9). O 

tratamento com apocinina foi capaz de reverter a hipertrofia dos cardiomiócitos 

ocasionados pela administração sistêmica de MMP-2 (p<0,05; Figura 9, A-B). Não 

houve diferença entre na área de secção transversal do cardiomiócito entre o grupo 

controle e apocinina (p>0,05; Figura 9, A-B). O colágeno é o principal componente da 

matriz extracelular cardíaca, desta forma utilizamos cortes corados com picrosirius 

para quantificar o conteúdo de colágeno no coração.  Os animais que receberam 

administração sistêmica de MMP-2 apresentaram acúmulo significativo na deposição 

de colágeno no miocárdio quando comparado com o grupo controle, aumento que foi 

totalmente revertido pelo tratamento com apocinina (p < 0,05; Figura 9, C - D). Não 

houve diferença no conteúdo de colágeno entre o grupo controle e apocinina (p>0,05; 

Figura 9, C-D). 
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Figura 9. A apocinina reverte a fibrose e a deposição de colágeno no coração induzida pela MMP-
2. A. Figura representativa do aumento da área de miócitos corados com hematoxilina e eosina no 
ventrículo esquerdo. B. Quantificação da área transversal dos miócitos em µm2. C. Figura 
representativa do aumento da deposição de colágeno na superfície intersticial do ventrículo esquerdo. 
D. Quantificação da porcentagem de colágeno observada na superfície intersticial em % de área. A 
barra corresponde a uma escala de 50µm. Os dados são representados como média ± SEM; * p < 0,05 
para grupo controle, # p ≤ 0,05 para grupo MMP-2 e ANOVA One-Way (n=5/grupo). 

4.4 Apocinina reverte as alterações de condução elétrica induzidas pelo 

aumento de MMP-2 

O aumento de MMP-2 no coração é associado com alterações estruturais e 

funcionais que resultam em insuficiência cardíaca. O ECG é uma ferramenta clínica 

utilizada para diagnosticar alterações na condução elétrica cardíaca em animais e 

humanos com insuficiência cardíaca. Desta forma, decidimos avaliar se a apocinina é 

capaz de reverter estas alterações elétricas cardíacas induzidas pelo aumento de 

MMP-2. Em nossos resultados, encontramos que os animais que receberam MMP-2 

apresentaram diminuição da frequência cardíaca, aumento do intervalo PR e QTc 
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comparado aos animais controle (p < 0,05, tabela 4). O tratamento com apocinina 

reverteu todas as alterações no ECG comparado ao grupo MMP-2 (p < 0,05, Tabela 

4).  Não houve diferença nos parâmetros de ECG analisados entre o grupo controle e 

apocinina (p<0,05). 

Tabela 4. Parâmetros eletrocardiográficos de animais controle e MMP-2 tratados 

com apocinina   

 Controle Apocinina MMP-2 
MMP-2 + 

Apocinina 

Batimento 
cardíaco (bpm) 

454 ± 1 449 ± 5 371 ± 9* 450 ± 3 

PR (ms) 39 ± 2 37 ± 3 50 ± 1* 38 ± 1 

QRS (ms) 8.2 ± 0.5 8.0 ± 0.4 8.6 ± 0.8 8.2 ± 0.3 

QT (ms) 43 ± 2 41 ± 3 61 ± 3* 44 ± 2 

QTc (ms) 38 ± 2 36 ± 3 67 ± 3* 38 ± 2 

bpm (batimentos por minuto), ms (milissegundos). Os dados estão representados 

pela média ± EPM; * p < 0,05 vs controle, Two-Way ANOVA (n=5/grupo). 

4.5 Apocinina reverte alterações no estado redox induzidas pelo aumento de 

MMP-2 

Para avaliar os níveis de ERO no coração foi utilizada a sonda do dihidroetídio 

(DHE) associado a microscopia de fluorescência como marcador para níveis de EROs 

em tecidos de ventrículo esquerdo cardíaco. Com essa marcação foi possível 

visualizar o aumento dos níveis de ERO nos animais que receberam administração 

sistêmica de MMP-2, quando comparado aos animais do grupo controle (p < 0,05; 

Figura 9, A-B). É possível observar a diminuição de níveis de ERO no grupo tratado 

com apocinina, quando comparado ao grupo MMP-2, porém é possível observar que 

ainda há diferença estatística entre o grupo MMP-2+apocinina e o grupo controle 

(p<0,05; Figura 9, A-B). 

A peroxidação lipídica foi mensurada avaliando os níveis de MDA, no qual foi 

possível observar o aumento nos níveis dos grupos que receberam administração 

sistêmica de MMP-2 quando comparado ao grupo controle (p<0,05, Figura 9, C). A 
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administração de apocinina foi capaz de reverter significativamente o aumento 

ocasionado pela MMP-2 após o período de tratamento (p<0,05, Figura 9, C).  

A produção de EROs também foi avaliada a partir das medidas de nitrito. Sendo 

possível observar que os níveis de nitrito no grupo que recebeu administração 

sistêmica de MMP-2 estavam aumentados quando comparado aos animais do grupo 

controle (p<0,05; Figura 9, D). Quando administrada, a apocinina é capaz de reverter 

o aumento ocasionado dos níveis de nitrito pela MMP-2 (p<0,05; Figura 9, D). 

Quando avaliado o sistema redox dos animais é possível observar que a 

atividade da SOD no grupo que recebeu administração sistêmica de MMP-2 diminuiu 

significativamente quando comparado ao grupo controle (p<0,05, Figura 9, F). O 

tratamento com apocinina foi capaz de reverter a diminuição da SOD induzida pela 

MMP-2 aos níveis de atividade do controle (p<0,05, Figura 9, F). Por outro lado, a 

atividade da catalase não sofreu alteração após o período de aumento sistêmico de 

MMP-2 quando comparado ao grupo controle (p<0,05, Figura 9, E). Entretanto, a 

administração de apocinina foi responsável por aumentar significativamente a 

atividade da catalase dos animais quando comparado ao grupo controle e ao grupo 

MMP-2 (p<0,05, Figura 9, E). 
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Figura 10. A apocinina reverte o desequilíbrio redox no coração induzido pela MMP-2. A. Figura 
representativa dos dados de desequilíbrio redox avaliados por DHE in situ. B. Quantificação da 
intensidade fluorométrica de DHE no coração. C. Quantificação da peroxidação lipídica no coração. D. 
Quantificação dos níveis de nitrito no coração. E. Quantificação da atividade da catalase no coração. 
F. Quantificação da atividade da SOD no coração. Unidades de fluorescência arbitrárias representam 
dados. Os dados são expressos como média ± SEM; * p < 0,05 para grupo controle, # p ≤ 0,05 para 
grupo MMP-2 e ANOVA One-Way (n=5/grupo). 

5. DISCUSSÃO 

Em nossa pesquisa buscamos avaliar quando os efeitos deletérios relacionados 

ao aumento sistêmico de MMP-2 se instalam no coração, se esses efeitos persistem 

a longo prazo e quais os possíveis benefícios de um tratamento com o antioxidante 
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apocinina. Nosso estudo demonstrou que a administração sistêmica de MMP-2 gera 

efeitos a partir da primeira semana, com aumento de atividade gelatinolítica, 

deposição de colágeno e alterações de eletro condutância no coração, sem alterações 

no diâmetro dos cardiomiócitos e hipertrofia ventricular. Estas alterações foram 

acompanhadas pela elevação dos níveis de nitrito e peroxidação lipídica assim como 

pela redução da atividade da SOD, durante todo o período avaliado. As alterações 

induzidas pela MMP-2 no miocárdio permanecem após quatro semanas sem a 

administração sistêmica de MMP-2, sugerindo que as alterações permanecem a longo 

prazo. Somado a esses achados, verificamos a presença de hipertrofia no tecido 

cardíaco. Nossa pesquisa mostrou que a administração de apocinina levou a reversão 

de fibrose, hipertrofia de cardiomiócitos e disfunção elétrica cardíaca pela diminuição 

dos níveis e atividade de MMP-2 e estresse oxidativo, sugerindo que as alterações 

induzidas pela MMP-2 no miocárdio são devidas ao desequilíbrio oxidativo.  

Em nosso estudo observamos que o aumento sistêmico de MMP-2 resultou no 

aumento da atividade de MMP-2 e maior deposição de colágeno no ventrículo 

esquerdo a partir da primeira semana de administração e que persistiram ao longo 

das oito semanas. Resultados similares foram encontrados por Bergman et al., (2007) 

que mostraram que camundongos transgênicos que superexpressam MMP-2 ativa no 

coração apresentaram remodelamento, com hipertrofia de miócitos, lise de 

miofilamentos, com extensa desorganização de miócitos, fibrose intersticial e 

perivascular (BERGMAN et al., 2007). Outros estudos também correlacionaram o 

aumento de atividade de MMP-2 com o remodelamento da matriz cardíaca e o 

desenvolvimento de cardiomiopatias (KOHNS et al., 1994; MARTIN et al., 1998; 

MCCLOSKEY et al., 2008; WANG et al., 2006). 

Dentre os principais fatores que afetam a função cardíaca estão a deposição 

exacerbada de colágeno e hipertrofia ventricular (TANAKA et al., 2004; ZANNAD; 

DOUSSET; ALLA, 2001; VERHEULE; SCHOTTEN, 2021). Wang et al., (2023) 

mostraram de forma direta que a formação de cicatriz formada após lesão no 

miocárdio é diretamente associada a alterações de excitação e arritmogênese. Em 

estudos clínicos com pacientes com IC a fibrose também foi associada a alterações 

no eletrocardiograma (AHMAD et al., 2014; BRIASOULIS et al., 2015; GULATI et al., 

2013; ZORZI et al., 2016). Massare et al., (2010) também constatou que a ausência 

de fibrose no modelo de IC remove significativamente a taquicardia ventricular 

(MASSARE et al., 2010). Esses resultados corroboram com os achados encontrados 
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em nosso trabalho, em que encontramos fibrose, diminuição da frequência cardíaca e 

o prolongamento dos intervalos RR, PQ, QT e QTc a partir da primeira semana de 

administração de MMP-2 quando comparado a animais controle indicando alteração 

de passagem de impulso elétrico na despolarização e repolarização ocasionado pela 

administração de MMP-2. 

Ao extrapolarmos o período de avaliação das alterações induzidas pela MMP-2 

no coração, observamos que mesmo ao interromper a administração de MMP-2 os 

animais permanecem apresentando maior expressão de MMP-2 e atividade 

gelatinolítica com persistência de fibrose e alterações na eletro condução cardíaca. 

Além disso, os animais começaram a apresentar hipertrofia dos miócitos, 

demonstrando que a alteração adquirida é persistente e se agrava a longo prazo. O 

tratamento com apocinina reduziu a atividade e expressão de MMP-2 no coração, 

assim como, a hipertrofia dos miócitos, fibrose e disfunção elétrica cardíaca sugerindo 

que a NADPH oxidase está envolvida nas alterações morfológicas e funcionais 

induzidas pelo aumento de MMP-2 no coração. 

A capacidade antioxidante da apocinina e consequentemente de atenuar quadros 

de remodelamento cardíaco foi observada em diferentes estudos. Li et al., (2010), 

demonstraram que a apocinina foi capaz de inibir a fibrose e hipertrofia cardíaca em 

animais com diabetes tipo 1 (LI et al., 2010). A diminuição da fibrose também foi 

observada em animais nocaute para NOX-2 que receberam infusão de angiotensina 

II (BENDALL et al., 2002; JOHAR et al., 2006). 

Dentre as alterações de elétricas cardíacas encontradas nos animais MMP-2 

observamos diminuição da frequência cardíaca e prolongamento do intervalo PR, Qt 

e QTc, indicando alteração na passagem do impulso elétrico da despolarização e 

repolarização. A melhora na condução elétrica cardíaca com o tratamento com 

apocinina sugere participação das EROs neste processo. Estudo de GRIEVE et al., 

(2006), também demonstrou que a apocinina melhora a condução elétrica cardíaca 

em animais submetidos a bandagem aórtica. 

O aumento da atividade de MMP-2 no coração também promoveu desequilíbrio 

oxidativo, peroxidação lipídica e diminuição da atividade da SOD. Estes resultados 

estão em conformidade com estudo anterior que mostrou que em pacientes com IC o 

aumento sistêmico de MMP-2 promoveu a elevação de EROs (MORGUNOVA et al., 

1999). Sabe-se que as EROs também podem modular a atividade de MMPs, por 

exemplo, o peroxinitrito ativa MMP-2 em corações e cardiomiócitos isolados reduzindo 



Maria Helena Barbosa Pontes         Mestrado em Farmacologia e Bioquímica – Pag. 32 

 

a recuperação contrátil (LI et al., 2013; MOHAMMAD; BABIKER; AL-BADER, 2023). 

A presença de altas doses de peroxinitrito pode ser citotóxica ao miocárdio, sendo 

capaz de ocasionar o aumento de produção e atividade de MMP-2 em corações 

isolados, o aumento de peroxinitrito também é associado a alterações mecânicas, que 

levam a perda da capacidade contrátil e diminuição do ritmo cardíaco (WANG; 

SAWICKI; SCHULZ, 2002). Desta forma, o aumento de EROs pela MMP-2 contribui 

para os efeitos deletérios encontrados no coração a longo prazo induzidos pelo 

aumento de MMP-2.  

No nosso trabalho a apocinina também reverteu a peroxidação lipídica, reduzindo 

os níveis de EROs e elevando a atividade da CAT e SOD. O que está em 

conformidade com o apresentado na literatura, uma vez que, a apocinina age na 

inibição da NADPH-oxidase reduzindo a produção de EROs, sendo portanto, capaz 

de reverter as alterações induzidas pelo aumento de MMP-2 no coração (MURDOCH 

et al., 2006; OHTA et al., 2011; SALEEM; PRASAD; GOSWAMI, 2018b).  

As DCV são responsáveis por milhares de mortes anualmente (TSAO et al., 2023), 

portanto estudar fatores que agravam a doença a longo prazo serve para 

compreendermos melhor essas doenças e traçar um possível tratamento. Definimos 

como alvo do estudo a MMP-2, que em estudo prévio realizado por Azevedo et al. 

(2016), utilizando uma construção quimera de MMP-2/GFP constitutivamente ativa 

administrada via intraperitoneal, verificou-se que após alguns minutos de 

administração a MMP-2 circulante havia saído do plasma e se acumulado no tecido 

cardíaco (AZEVEDO et al., 2016). Semelhantemente, Ferraz et al. (2013), também 

observaram que a administração intravenosa de MMP-2 recombinante em carneiros 

levou ao aumento da atividade gelatinolítica no coração e diminuição da contratilidade 

cardíaca pela induzida pela dobutamina (FERRAZ et al., 2013). Os estudos acima e o 

nosso mostraram claramente que o aumento de MMP-2 na circulação leva ao 

aumento da atividade de MMP-2 no coração levando ao prejuízo da função cardíaca 

e que o uso de antioxidante como a apocinina pode ser uma terapia eficaz para 

reversão das alterações morfológicas e funcionais induzidas pela MMP-2. 

Dentre as limitações de nossa pesquisa não foi possível investigar os mecanismos 

que promovem a cardioproteção pela apocinina e não foi possível avaliar a função 

cardíaca, para caracterizar o fenótipo de insuficiência cardíaca. Outra limitação deste 

estudo é que avaliamos apenas os efeitos da MMP-2 e apocinina em camundongos 
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machos. Desta forma, estudos posteriores em camundongos fêmeas devem  ser 

conduzidos para avaliação de diferenças nos efeitos e tratamentos entre sexos. 

6. CONCLUSÕES 

Concluímos que o aumento sistêmico de MMP-2 induz alterações morfológicas e 

na condução elétrica cardíaca, que são exacerbadas a longo prazo no coração. No 

entanto, o tratamento com apocinina é capaz de reverter essas alterações sugerindo 

que estes processos ocorrem pela produção de EROs via NADPH oxidase.  
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