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RESUMO 

A tiamina é de suma importância para as células animais por ser 

utilizada desde no metabolismo de açúcares até na síntese de 

neurotransmissores. Sua deficiência constitui um problema que afeta um 

grande número de pessoas no mundo. Porém pouco se conhece sobre seus 

efeitos no sistema circulatório, principalmente no coração. Este trabalho 

procurou investigar a função cardíaca em ratos deficientes em tiamina. Os 

animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina não apresentaram 

contratura de reperfusão após isquemia de 30, 45 ou 60 minutos. Animais 

submetidos a uma dieta controle em tiamina também não apresentaram 

contraturas após 45 ou 60 minutos. Examinamos o papel do canal mitocondrial 

para potássio sensível a ATP, entretanto não foi possível concluir seu papel no 

não aparecimento das contraturas, outros experimentos serão necessários 

para isso. Foi observado um aumento na concentração de cálcio mitocondrial 

bem como uma diminuição na marcação mitocondrial nos animais submetidos 

a uma dieta deficiente em tiamina comparado ao grupo controle. Podemos 

então concluir que os animais deficientes em tiamina se comportam como se 

tivessem passado por um período de adaptação fisio-metabólica. Tal 

condicionamento pode assegurar uma maior sobrevida aos cardiomiócitos 

quando da presença de um insulto isquêmico de duração variada.  
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Palavras chaves: Deficiência em tiamina, mitocôndria, canal mitocondrial para 

potássio sensível a ATP e Langendorff. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

The thiamine is extremely important for animal cells, being used in the 

metabolism of sugars and in neurotransmitters synthesis. Thiamine deficiency is 

a problem that affects a large number of people in the world. Little is known 

about its effects on the circulation system, mainly in the heart. The objective of 

this study was to investigate the cardiac function in deficient thiamine rat. Rats 

subjected to thiamin deficient diet did not present reperfusion contractures after 

30, 45 and 60 minutes of ischemic. Animals subjected to a control thiamine diet 

did not present reperfusion contractures after 45 or 60 minutes of ischemic. We 

examined the role of mitochondria potassium channel sensitive to ATP, but it is 

not possible to conclude whether it works in no appearance of contractures 

during the reperfusion, other experiments will be needed for that. It was 

observed an increase mitochondrial calcium concentration as well as a 

decrease in fluorescence markers for mitochondria in animals subjected to a 

deficient diet. We conclude that thiamin deficient animals behave as if they had 

gone through a period of physiological - metabolic adaptation. This conditioning 

can ensure greater survival of cardiomyocytes when the presence of an 

ischemic insult of varying duration. 

 

 

 

 

 

Key words: Deficiency in thiamine, contracture of reperfusion, mitochondria, 

mitochondrial potassium channel sensitive to ATP and Langendorff. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

HISTÓRIA E CORAÇÃO  

Os gregos foram os primeiros a estudarem a fisiologia e anatomia do 

coração quando então lhe deram o nome de “kardia”, que posteriormente foi 

modificado pelos romanos para “cor”. Para Aristóteles o coração era a cadeira 

da alma onde estava à inteligência e a emoção do homem, o local onde todos 

os nervos se originavam. O coração era um órgão quente e seco, o cérebro 

juntamente com os pulmões tinha a simples função de resfriá-lo. (Opie, 1991) 

Um dos médicos mais famosos do império romano e que até hoje é 

considerado o pai da fisiologia experimental foi Claudio Galeno (200 D.C.). Ele 

concordava com muitas das idéias de Aristóteles, porém discordava de outras. 

Para Galeno a expansão e contração do coração era a demonstração de sua 

inteligência, porém mesmo assim o coração estava em segundo lugar em uma 

hierarquia de importância. O fígado era o órgão mais importante, que produzia 

e enriquecia o sangue com nutrientes.  As artérias até então transportavam a 

pneuma, espírito vital, formado pelo ar respirado que então sofria 

transformações e metamorfoses nos pulmões e coração. No coração também 

ocorria a mistura entre a pneuma e o sangue que assim era distribuído para o 

corpo. O espírito vital tinha a função de alimentar, refrescar e vivificar, sendo 

ainda responsável pela inteligência e a fonação. Galeno ainda disse que 

existiam poros no septo que separa os ventrículos e seria através destes poros 

que o espírito vital iria do ventrículo direito para o esquerdo (Baskett, P.J. et al., 

2001; Rebollo, 2002; Rebollo, 2006) 

As idéias de Galeno se tornaram dogmas e somente no século XIII um 

médico árabe chamado Ibis Nafis rejeitou a idéia de Galeno de que o sangue 

poderia ser transportado através do septo ventricular. No século XVI um 

professor de anatomia em Pádua, Andreas Vesalius (1514 – 1564), através de 

seu atlas de anatomia “De Humani Corporis Fabrica” mostrou que não existiam 

poros no septo ventricular. Na mesma época Michael Servetus (1511 – 1553) 

definiu claramente a circulação pulmonar e demonstrou o funcionamento das 

válvulas cardíacas e pulmonares. (Katz, 1957)  



 

 

As bases dos conceitos modernos sobre circulação foram fundadas por 

William Harvey (1578 – 1657). Embora Servetus tenha descoberto a circulação 

anteriormente todas as cópias de seu manuscrito “Christianismi Restitutio” 

foram destruídas. Portanto Harvey redescobriu a circulação e o papel do 

sangue. Harvey também descreveu a função dos ventrículos e provavelmente 

foi o primeiro a descrever o infarto do miocárdio. Seus estudos foram 

publicados em um trabalho denominado “Anatomical Treatise on the Motion of 

the Heart and Blood in Animals” que para muitos é o trabalho mais importante 

na história da cardiologia (Rebollo, 1999; Azizi et al., 2008). 

Outras descobertas ajudaram a fundamentar as leis da cardiologia 

moderna. Dentre elas os efeitos da Digitalis purpurea por William Withering em 

1785 como um importante princípio farmacológico que aumentava a 

contratilidade cardíaca. A descoberta do estetoscópio por Laennec em 1816, o 

uso de nitratos para o tratamento de angina por Lauder Brunton em 1867, o 

raio-X por Röentgen em 1895  e o eletrocardiograma por Einthoven em 1903 

foram sem nenhuma dúvida descobertas marcantes para o estudo da fisiologia 

cardiovascular. Vários outros estudos foram realizados com o intuito de 

investigar a geração e condução dos impulsos nervosos no coração, dentre 

estes podemos destacar os estudos de Purkinje (1839), Wilhelm His (1898), 

Sunao Tawara (1906) e Keith & Flack (1906) (Opie, 1991; Silverman et al., 

2006). 

Dois importantes trabalhos relacionados à contração cardíaca e ao 

metabolismo do coração foram realizados por Sidney Ringer e Oscar 

Langendorff respectivamente. Ringer afirmou que o cálcio era necessário para 

a contração do coração e Langendorff descreveu um sistema artificial para o 

estudo do coração ex – vivo que até os dias de hoje é bastante utilizado. 

(Zimmer, 1998) 

O primeiro pesquisador a correlacionar contração com metabolismo em 

corações isolados foi Ernest Starling (1866 – 1927), onde demonstrou que a 

quantidade de sangue que é bombeado pelo coração está relacionada com a 

quantidade de sangue que entra, e que a força de contração depende do 



 

 

estado de dilatação das cavidades do coração. Enquanto Starling estudava o 

aumento do comprimento inicial da fibra muscular pelo aumento do volume de 

sangue no coração, Otto Frank (1865 – 1944) descreveu o período 

denominado de contração isovolumétrica, isto é, o período onde a fibra 

muscular ventricular pode contrair sem que ocorra variação no volume de 

sangue do ventrículo. As descobertas de Frank e Starling culminaram com a 

proposta da Lei de Frank – Starling (Knowlton F.P., & Starling E.H., 1912; 

Markwalder J, & Starling E.H., 1914; Opie, 1991; Zimmer, 2002).  

O advento de técnicas nas áreas da eletrofisiologia e biologia molecular 

contribuíram bastante para a descoberta de diversos mecanismos fisiológicos. 

Inúmeros pesquisadores têm então tentado demonstrar os aspectos 

moleculares do acoplamento excitação – contração, como Katz, Weidmann, 

Langer, Ebashi, Fozzard, Fabiato, Bers, Lederer dentre outros. Todos com a 

expectativa de que dogmas como os de Galeno sejam quebrados e assim 

possamos entender melhor o funcionamento do coração.  

 

 

TIAMINA    

A história das vitaminas, incluída a tiamina, remonta ao século passado, 

onde Funk (Funk, 1911) estudou os efeitos do consumo de arroz polido em 

pombos e o aparecimento de polineurite que era curada após a administração 

de uma substância que estava presente nos grãos de arroz ainda não polidos. 

Funk descreveu que a substância possuía a capacidade de curar o beribéri nos 

homens e a polineurite em pombos. Esta substância foi então chamada de fator 

antineurítico sendo isolada pela primeira vez por Suzuki et al., em 1912.  

Hoje sabemos que quimicamente a tiamina pesa 337 daltons (Rindi & 

Laforenza, 2000) sendo constituída de um anel pirimidínico e um tiazólico que 

são unidos por uma ponte de metileno formando então a tiamina 

monofosfatada (Figura - 1) (Oliveira, 1994; Begley et al., 1999). A tiamina é 

encontrada preferencialmente nos cereais e nas carnes como peixe e porco. A 

tiamina não é a única vitamina do complexo B, este sendo composto por outras 



 

 

vitaminas como riboflavina, niacina, piridoxina, nicotinamida, ácido pantotênico, 

ácido p – aminobenzóico, inositol, colina, biotina e ácido fólico. (Elliot et al., 

1995; Walter & Talbot 1996; Lonsdale, 2006) 

Nem todos os seres vivos tem a capacidade de sintetizá-la necessitando 

então de adquiri-la através da alimentação (Pekovich et al., 1998), onde é um 

nutriente essencial para todos os tecidos (Martin et al., 2003). A tiamina é 

hidrossolúvel e pode ser encontrada em quatro formas diferentes: livre 

(Oliveira, 1994), monofosfatada (Tiamina monofosfato), pirofosfatada (Tiamina 

pirofosfato) e trifosfatada (Tiamina trifosfato). A tiamina pirofosfato é a forma 

mais abundante e fisiologicamente ativa (Rindi & Laforenza, 2000). Um 

indivíduo adulto deve ingerir em média cerca de 1,0 miligrama de tiamina por 

dia que é absorvida pelo intestino delgado, (Parentoni, 2002) e então estocada 

em grandes quantidades nos músculos esquelético estriado e cardíaco, fígado, 

rins e cérebro (Singleton & Martin, 2001).  

Absorção da tiamina ingerida pela alimentação ocorre principalmente na 

porção proximal do intestino liso, também podendo ocorrer em menor ênfase 

no estômago e no colón. A tiamina possui um valor máximo de absorção, isto 

é, valores ingeridos superiores a 2,5 miligramas diários não conseguem ser 

absorvidos e são então eliminados pelo organismo. A forma pela qual a tiamina 

é absorvida é a forma não fosforilada, esta podendo ser tanto por 

transportadores com gasto de energia ou por difusão simples. A absorção 

ainda pode ser inibida por anóxia e baixas temperaturas. (Rindi & Laforenza, 

2000) 

 

 

Figura 1. Tiamina . Tiamina livre (Depeint et al., 2006). 



 

 

A forma ativa é co-fator para diversas enzimas envolvidas no 

metabolismo intermediário como a transcetolase, o complexo da piruvato 

desidrogenase e a alfa – cetoglutarato  desidrogenase dentre outras (Figura - 

2) (Pekovich et al., 1998; Stryer, 2004) 

A deficiência em tiamina pode ocorrer devido a diversos fatores como 

uma alimentação inadequada, consumo de alimentos contento tiaminases ou 

alimentos que passaram por um longo tempo de cozimento visto que a tiamina 

é a única vitamina do complexo B sensível ao calor (Walter & Talbot 1996). A 

deficiência também é observada em pacientes com desordens 

gastrointestinais, alcoolismo crônico, HIV positivos dentre outros.  (Butterworth, 

2001) 

No ser humano a deficiência de tiamina causa duas síndromes distintas. 

A wet beribéri é caracterizada por insuficiência cardiovascular e a dry beribéri 

que se caracteriza por afetar o sistema nervoso causando neuropatia periférica. 

(Wilcox & Schereiner, 2004). Seus principais sintomas são: paralisia muscular, 

fraqueza, perda de peso e taquicardia (Martin et al., 2003) 

Do ponto de vista bioquímico e metabólico a deficiência em tiamina 

diminui a atividade da piruvato desidrogenase,  α – cetoglutarato 

desidrogenase e transcetolase. Esta última é uma enzima da via das pentoses 

que converte a glicose 6-fosfato em ribose 5-fosfato e produz equivalente 

redutor na forma de NADPH (Martin et al., 2003). A piruvato desidrogenase 

converte o piruvato em acetil – coenzima A, a qual alimenta o ciclo do ácido 

cítrico que está diretamente relacionado com a produção de energia nas 

células eucariotas. (Parentoni, 2002). A α – cetoglutarato desidrogenase 

converte o α – cetoglutarato em succinil – coenzima A no ciclo do acido cítrico. 

Uma diminuição da atividade das enzimas piruvato desidrogenase e α – 

cetoglutarato desidrogenase resultam em uma diminuição da síntese de ATP 

(Singleton & Martin, 2001; Stryer, 2004)  



 

 

 

Figura 2. Vias metabólicas que utilizam a tiamina c omo co-fator enzimático . A tiamina 
atua como co-fator em diversas enzimas do metabolismo dos carboidratos. Entre elas podemos 
citar a transcetolase, α- cetoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase. As setas 
vermelhas indicam as reações que envolvem enzimas dependentes de tiamina. (Oliveira, 2006) 

 

Como conseqüência da deficiência em tiamina ocorre então o 

comprometimento das enzimas relacionadas com o metabolismo intermediário 

dos carboidratos podendo ocorrer um aumento nos níveis de lactato e piruvato. 

A diminuição da síntese de ATP ocorre em decorrência da diminuição da 

produção de equivalentes redutores (NADH e FADH2) através do ciclo do ácido 

cítrico os quais seriam re-oxidados pelos complexos I e II da cadeia 

respiratória. Portanto ocorre a diminuição do bombeamento de prótons da 

matriz mitocondrial para o espaço submembranoso da mitocôndria o que por 

sua vez diminui o gradiente eletroquímico o que por fim deixa de estimular a 

enzima ATP – sintase que tem como papel sintetizar ATP.  Além de gerar 

energia na forma de ATP estas enzimas também possuem um papel 

importante na produção de neurotransmissores como glutamato, ácido gama-

aminobutírico (GABA) e aspartato (Martin et al., 2003; Stryer, 2004).   



 

 

Em ratos a redução da atividade de enzimas em que a tiamina atua 

como co-fator pode ser observada após uma dieta deficiente em tiamina. Após 

14 dias a atividade da transcetolase no tecido nervoso cai para 40 % do valor 

normal (Munujos, et al., 1996). Após 13 dias a atividade da alfa - cetoglutarato           

desidrogenase cai para 35% no tálamo e 55% no córtex (Sheu, 1998). O 

estresse oxidativo devido à deficiência em tiamina é sugerido como causa de 

diversas doenças degenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington e 

Wernick e Korsakoff. (Mousseau  et al., 1996; Stryer, 2004) 

Os efeitos decorrentes da deficiência em tiamina podem ser revertidos 

com a administração de tiamina via intravenosa. Porém no caso da 

encefalopatia de Wernicke a demora no tratamento pode levar a lesões 

cerebrais irreparáveis. (Butterworth, 1982; Walter & Talbot 1996) 

 

CANAL PARA POTÁSSIO SENSÍVEL A ATP (K ATP) 

Os canais para potássio sensíveis a ATP foram descritos primeiramente 

por Noma em células musculares cardíacas do ventrículo esquerdo. (Noma, 

1983). Em seguida estes canais também foram descritos em células 

musculares esqueléticas e em células pancreáticas secretoras de insulina. 

Podemos então dizer que os canais KATP fazem a ligação entre o metabolismo 

celular e a atividade elétrica da membrana plasmática regulando o fluxo de íons 

potássio através da membrana. Primeiramente estes canais foram 

denominados de canais para potássio dependentes de ATP devido ao ATP ter 

sido o primeiro modulador descrito para o canal. (Edwards & Weston 1993; 

Seino & Miki, 2004). Hoje em dia sabemos que vários outros fatores endógenos 

modulam a atividade do canal como pH, ácidos graxos, óxido nítrico, 

nucleotídeos,  adenosina, acetilcolina etc (Edwards, 1993; Grover, 2000). 

Fatores exógenos também podem modular os canais KATP, como o diazóxido e 

o nicorandil que preferencialmente ativam o KATP mitocondrial ou pinacidil ou 

cromacalim que ativam tanto os KATP mitocondriais como os canais KATP 

presentes no sarcolema. Já a glibenclamida bloqueia KATP tanto mitocondrial 



 

 

como do sarcolema e o 5-hidroxidecanoato bloqueia preferencialmente o KATP 

mitocondrial (Grover & Garlid, 2000; O'rourke, 2004). 

Os KATP são formados por duas subunidades protéicas. A Kir6.x que é 

um membro da família dos canais retificadores de entrada (Seino & Miki, 2004) 

e uma subunidade moduladora que se liga as sulfoniluréas (SUR) 

(Enkvetchakul & Nichols, 2003). Para ser funcional um canal KATP precisa da 

interação de quatro subunidades Kir que formam o poro e quatro subunidades 

SUR que o regulam formando assim um octâmero (Nichols, 2006).   

A subunidade Kir apresenta dois domínios transmembrana denominados 

M1 e M2 que irão formar o poro do canal e controlar a seletividade do mesmo. 

Dois tipos ou duas formas distintas da subunidade Kir, Kir 6.1 e Kir 6.2, estão 

associadas com o funcionamento dos KATP  (Grover & Garlid, 2000). 

A subunidade SUR é membro de uma superfamília de proteínas 

chamadas de ABC (ATP binding cassette) que utilizam a energia da hidrólise 

do ATP para realizar outras ações. (Burke, 2008). Igualmente à subunidade Kir, 

dois tipos de subunidades SUR podem compor o KATP. A SUR1 que é 

altamente expressa em células beta pancreáticas e a SUR2 que é expressa em 

células musculares esqueléticas e cardíacas (Grover & Garlid, 2000). A 

subunidade SUR contém dois domínios com 6 hélices transmembrana cada 

(TMD1 – TMD2) e outro domínio contendo 5 hélices transmembrana (TMD0). A 

subunidade SUR também apresenta duas regiões de ligação a nucleotídeos, 

NBF1 entre TMD1 e TMD2, e NBF2 após TDMD2. Estes nucleotídeos têm 

como função regular a atividade do KATP. O nucleotídeo NBF2 possui a 

capacidade de hidrolisar o ATP tendo como passo essencial a ligação de uma 

molécula de Mg2+ enquanto o NBF1 tem afinidade pelo ATP e ADP modulando 

assim o KATP. (Enkvetchakul,D. & Nichols,C.G., 2007; Burke, 2008) 



 

 

 

Figura 3. Canal para potássio sensível a ATP:  Subunidade Kir6 que forma o poro do canal e 
subunidade reguladora SUR. (Enkvetchakul,D.& Nichols,C.G. 2007) 
 
 

CANAL MITOCONDRIAL PARA POTÁSSIO SENSÍVEL A ATP 

Os canais mitocondriais sensíveis a ATP (mitoKATP) foram descritos pela 

primeira vez por Inoue e colaboradores (1991) em mitoplastos provenientes de 

fígado de ratos através da técnica de patch-clamp. Recentemente, os canais 

mitoKATP foram identificados como fundamentais na resposta cardioprotetora 

apresentada no modelo de isquemia e reperfusão (Dos Santos et al., 2002; 

O'rourke, 2004). 

 

ISQUEMIA E REPERFUSÃO  

Injúrias de reperfusão referem-se a disfunções celulares que ocorrem 

em virtude do restabelecimento do fluxo sanguíneo após uma isquemia. Dentro 

dos vários tipos de alterações durante o período de reperfusão estão as 

arritmias que incluem as arritmias ventriculares como taquicardias e fibrilações 

que ocorrem após o retorno do fluxo sanguíneo (Birnbaum et. al., 1997). 

Acidose intracelular, produção de espécies reativas de oxigênio, aumento da 

concentração de cálcio intracelular, diminuição da concentração de potássio 



 

 

intracelular, perda da funcionalidade mitocondrial dentre outras causas podem 

desencadear as arritmias de reperfusão (Akar & Akar, 2006). 

Os efeitos deletérios que ocorrem após a reperfusão criaram vários 

paradoxos. A reoxigenação do miocárdio após uma isquemia gera uma 

quantidade de radicais livres superior a que foi produzida durante a isquemia. 

Promovendo assim efeitos deletérios mais graves do que os produzidos pela 

isquemia. Com a reperfusão ocorre também um aumento abrupto na 

concentração de cálcio citoplasmático podendo resultar na morte da célula 

cardíaca. Vários fatores então ligam os efeitos nocivos da reperfusão a 

disfunções mitocondriais. (Eefting et al., 2004; Ramaraj et al., 2007) 

Nos últimos anos tem se estudado as diversas conseqüências da 

reperfusão do músculo cardíaco. Um dos principais modelos para o estudo 

deste fenômeno é o modelo desenvolvido por Langendorff que permite estudos 

fisiológicos, bioquímicos e farmacológicos de uma maneira simples com alta 

reprodutividade e baixo custo fazendo deste modelo experimental uma 

poderosa ferramenta em pesquisas cardiovasculares. (Skrzypiec-Spring, et al.; 

2007). Recentemente através de experimentos de perfusão em modelo de 

Langendorff os canais mitoKATP foram identificados como fundamentais na 

resposta cardioprotetora apresentada no modelo de isquemia e reperfusão 

(Dos Santos et al., 2002; O'rourke, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

JUSTIFICATIVA 

As doenças cardiovasculares constituem um dos principais problemas 

do mundo moderno liderando as causas de morte e invalidez (Stanley et al., 

2005). Arritmias ventriculares com conseqüente morte súbita são as principais 

causas de mortalidade em pacientes com falência cardíaca (Akar & Akar, 

2006).  

A deficiência em tiamina (vitamina B1) constitui outro problema que afeta 

diversas pessoas no mundo (Butterworth, 2001). Inúmeros trabalhos têm 

demonstrado os efeitos da deficiência em tiamina no sistema nervoso (Oliveira 

et al., 2007a; Carvalho et al., 2006; Pannunzio et al., 2000), pouco porém se 

conhece sobre seus efeitos no sistema circulatório, principalmente no coração 

(Oliveira et al., 2007b). 

Estudos anteriores realizados em nosso laboratório demonstraram que 

animais com alimentação deficiente em tiamina não desenvolveram arritmias 

de reperfusão (Oliveira et al., 2007b).  

Problemas cardiovasculares lideram as causas de morte de acordo com 

o relatório da Organização Mundial da Saúde (WHO, 2007). Existindo uma 

enorme necessidade de desenvolver estratégias para prevenir e tratar 

disfunções do miocárdio na população humana (Juhaszova et al., 2005). Um 

passo crítico para tal é o desenvolvimento de ferramentas 

moleculares/bioquímicas para entender os mecanismos sub – celulares  

responsáveis pela injúria de reperfusão. Um dos centros reguladores da 

tolerância celular ao estresse metabólico é a mitocôndria, com um papel 

essencial na manutenção da homeostase energética (Jahangir et al., 2001). As 

mitocôndrias ocupam um volume entre 30 e 40% das células cardíacas sendo 

responsáveis pela geração de mais de 90% de toda a ATP no cardiomiócito 

(Murphy & Steenbergen, 2007). Além disso, as mitocôndrias atuam como 

reguladores centrais podendo determinar a vida ou a morte celular (Kroemer & 

Reed, 2000). A manutenção das propriedades mitocondriais é portanto fator 

chave para a sobrevivência do tecido após condições de isquemia e 

reperfusão. O transporte iônico, a produção de ATP e a produção e liberação 



 

 

de espécies reativas de oxigênio são fatores chaves para a sobrevivência do 

tecido após condições de isquemia e reperfusão (Garlid & Paucek, 2001 

Ferranti et al., 2003). Disfunções mitocôndriais podem gerar diversas doenças 

neurodegenerativas como também cardiomiopatias (Duchen, 2004). Estudos 

recentes demonstraram que os canais para potássio sensíveis a ATP 

presentes na membrana mitocondrial interna (mitoKATP) são um dos principais 

responsáveis pela cardioproteção (Carreira et al., 2005).   

 Estes resultados nos levaram a investigar qual(is) é (são) o(s) 

mecanismo(s) de cardioproteção no nosso modelo experimental. 

 

OBJETIVO GERAL: 

 Estudar as alterações fisiológicas e morfológicas no músculo cardíaco 

de animais submetidos à deficiência em tiamina.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

1. Verificar a ocorrência de arritmias de reperfusão em animais deficientes 

ou não em tiamina após 30, 45 ou 60 minutos de isquemia.  

2. Verificar efeitos de antagonistas (5 – hidroxidecanoato) e agonistas 

(diazóxido) para o canal mitoKATP em corações submetidos a isquemia e 

reperfusão em modelo de Langendorff. 

3. Verificar se a deficiência em tiamina produz alterações sobre a 
concentração de Ca2+ na matriz mitocôndrial. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANIMAIS 

 Foram utilizados ratos Wistar machos entre o segundo e terceiro mês de 

idade fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal 

de Minas Gerais, e mantidos em caixas plásticas em ciclo claro/escuro 

(12h/12h) no biotério do Laboratório de Membranas Excitáveis desta mesma 

instituição (BIOMEX). Os animais foram divididos em dois grupos: controle com 

dieta com tiamina e deficiente com dieta sem tiamina. Ambos os grupos tinham 

livre acesso a água e comida. Os procedimentos experimentais estão 

registrados no comitê de ética em experimentação animal (CETEA) com o 

número de protocolo 042/06. 

 

DIETA 

 Ambas as dietas foram produzidas no próprio laboratório diferindo 

apenas quanto a presença ou não da tiamina de acordo com (Pires et al., 

2001). 

Nutriente Quantidade em g/kg de ração 

Amido de milho 676 

Caseína 200 

Óleo de soja 50 

Mistura de sais a 50 

Mistura de vitaminas b 10 

Celulose 10 

Colina – HCl 4 

Alfa – Tocoferol 0,1 

Tabela – 1: Composição da dieta normal e deficiente  em tiamina 

a ver tabela 2  b ver tabela 3 



 

 

 

Sais minerais Quantidade em g% 

NaCl 13,93 

KI 0,08 

MgSO4 
.
 7H2O 5,73 

CaCO3 38,14 

MnSO4 
.
 H2O 0,40 

FeSO4 
.
 7H2O 2,70 

ZnSO4 
.
 7H2O 0,05 

CuSO4 
.
 5H2O 0,05 

CoCl2 
.
 6H2O 0,02 

KH2PO4 38,90 

Tabela – 2: Composição da mistura de sais  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Vitamina Quantidade em g/kg 

Acetato de retinol 4,0 

Colecalciferol 0,6 

Menadiona 0,5 

i – Inositol 10,0 

Niacina 4,0 

Pantotenato de Cálcio 4,0 

Riboflavina 0,8 

Tiamina – HCl * 0,5 

Piridoxina 0,5 

Ácido fólico 0,2 

Biotina 0,04 

Vitamina B12 0,003 

Sacarose 974,9 

Tabela – 3: Composição da mistura de sais  

* ausente na dieta experimental 

 

ISQUEMIA E REPERFUSÃO NO SISTEMA DE LANGENDORFF 

Os experimentos de isquemia e reperfusão foram realizados em modelo 

de Langendorff (Santos et al., 2004; Castro et al., 2005). O sistema consiste de 

um tubo de vidro de aproximadamente 12 milímetros de diâmetro 90 

centímetros de altura. Na extremidade inferior, o tubo é conectado a uma 

pequena cânula. Entre o tubo de vidro e o reservatório com a solução nutridora, 



 

 

cujo suporte regulável permitia o ajuste da pressão de reperfusão que foi 

mantida em torno de 65 mm de Hg durante todo o experimento. O tubo de vidro 

era envolto por uma jaqueta de água em circulação aquecida a 37 ± 1°C. A 

oxigenação foi feita diretamente no interior do tubo por meio de uma entrada 

localizada na base deste, a qual é conectada a saída da válvula reguladora do 

cilindro de carbogênio possibilitando assim o borbulhamento de mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) na solução nutridora.  

 

Composto Concentração em mM 

NaCl 118,41 

KCl 4,69 

KH2PO4 1,17 

MgSO4 
. 7H2O 1,17 

CaCl2
 . 2H2O 2,51 

Dextrose Anidra (glicose) 11,65 

NaHCO3 26,24 

Tabela – 4: Solução nutridora Krebs – Ringer  

 

Após um período de 35 dias os animais foram decapitados 15 minutos 

após a administração intraperitonial de 400IU de heparina (Liquemine ®). Em 

seguida foi realizada a toracotomia com a abertura das cartilagens 

costocondrais em ambos os lados e o rebatimento do externo. Exposta então a 

cavidade torácica seccionava-se a veia cava inferior, a veia cava superior, as 

arteiras aorta e pulmonar, a traquéia, o esôfago bem como parte dos pulmões, 

retirando-o assim em bloco. Depois de retirado o coração foi colocado em um 

béquer contendo solução nutridora oxigenada e resfriada com o propósito de 

diminuir o metabolismo do miocárdio e consumo de O2 nos instantes anteriores 



 

 

a canulação. O coração foi então colocado em uma placa de Petri onde os 

tecidos pulmonares e vasculares restantes foram removidos juntamente com a 

traquéia e esôfago.  

O próximo passo foi seccionar a aorta ascendente na altura da primeira 

ramificação (tronco braquicefálico) e introduzi – la em uma agulha de aço 

inoxidável conectada ao sistema de reperfusão com a solução nutridora.  

Após o período de estabilização de 30 minutos foi realizada a oclusão da 

artéria coronária descendente esquerda. Com o auxílio de um porta agulha, 

passava-se um fio em volta da artéria coronária descendente esquerda que era 

amarrado em volta de um palito contra a artéria. Para se ter confirmada a 

oclusão o fluxo coronariano deveria cair pela metade assim como a tensão 

sistólica. O tempo de oclusão variou de acordo com os protocolos 

experimentais. 

 

REGISTROS 

A. Contração 

 A força de contração foi captada através de um pequeno anzol fixado ao 

ápice do coração que por sua vez conectava-se ao transdutor de força por 

meio de uma linha que passava através de uma roldana. Aplicava-se então 

uma tensão de força de 1,0 ± 0,5 grama ao coração (tensão diastólica) a qual 

era mantida durante o período de estabilização de 30 min.  

B. Fluxo Coronariano 

 O volume do fluxo coronariano (ml/min) foi determinado colhendo o 

perfusato durante 1 minuto e definindo o volume em mililitros com o auxílio de 

uma proveta graduada (10 ml). 

 

 

 



 

 

PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 Todos os grupos experimentais foram realizados com animais controle e 

deficientes em tiamina. A legenda abaixo servirá como referência para todas as 

figuras dentro deste item. 

 

 = Estabilização 

 = Isquemia 

 = Reperfusão 

 = 5 – hidroxidecanoato ou diazóxido 

 

Grupo 1 

 

 

Grupo 2 

 

 

Grupo 3  

 

 

 



 

 

 

Grupo 4 (5 – hidroxidecanoato) 

 

 

 

Grupo 5 (Diazóxido)  

 

 

 

OBTENÇÃO DE CÉLULAS CARDÍACAS ISOLADAS  

O procedimento de preparo do animal para retirada do coração foi 

similar ao mencionado anteriormente. Após este o coração foi colocado em 

uma placa de Petri contendo aproximadamente 150 ml de solução tampão 

(Tabela - 5) a aproximadamente 4o C acrescida de 25 microlitros de insulina 

para cada 250 mililitros de solução tampão, com pH em 7.4 ajustado com 

NaOH, que tinha como objetivo diminuir o metabolismo do tecido cardíaco. Os 

tecidos pulmonares e vasculares restantes foram removidos juntamente com a 

traquéia e esôfago. O coração foi então canulado pelo coto da aorta em uma 

cânula com o auxílio de duas pinças, e fixado na cânula por uma linha. O 

coração canulado foi então colocado no sistema de Langendorff para o início 

da perfusão retrógrada. O processo de dissociação enzimática do tecido 

cardíaco foi realizado como descrito por Mitra e Morad (1985) e modificado por 

Shioya em 2008. Basicamente uma solução extracelular contendo baixa 

concentração de Ca2+ adicionada de 1mg/ml de colagenase tipo II é perfundida 

através das coronárias por aproximadamente 25 minutos. Após este período o 

coração foi cortado em pequenos fragmentos e a concentração de Ca2+ 

 



 

 

extracelular restaurada paulatinamente. As células então obtidas ficaram 

armazenadas em meio DMEM.  

Composto Concentração em mM 

NaCl 130 

KCl 5,4 

NaH2PO4 0,33 

MgCl2 0,5 

Ácido Láctico 1 

Dextrose Anidra (glicose) 22 

HEPES 2,5 

Ácido Pirúvico 3 

Tabela – 5: Solução Tampão 

 

 

MICROSCOPIA CONFOCAL 

Todas as imagens foram feitas através do microscópio confocal Zeiss 

LSM 510 Meta (Zeiss Gmbh, Jena, Alemanha) (Cemel/ICB – UFMG). Após a 

obtenção, os cardiomiócitos foram carregados com 100 nmol/litro de 

Mitotracker Green FM (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) por 80 minutos ou 

com Rhod 2 AM 6 µmol/litro por 30 minutos (Molecular Probes, Eugene, OR, 

EUA). Ambas as marcações foram feitas em estufa a 37° C e 95% de O 2 e 5% 

de CO2. 

Após o carregamento dos cardiomiócitos com Mitotracker Green FM 

estes foram lavados para em solução fisiológica de Tyrode para remover o 

excesso da sonda fluorescente, e re – suspendidos. Os cardiomiócitos 

carregados com Rhod 2 AM também foram lavados e re – suspendidos após o 



 

 

período de incubação , porém estes com DMEM. Tanto os cardiomiócitos 

carregados com Mitotracker Green FM como com Rhod 2 AM foram iluminados 

(comprimento de onda de 488 nanômetros)  e o sinal fluorescente medido a um 

comprimento de onda acima de 520 nanômetros. 

 

ANALISE ESTATÍSTICA 

 Os resultados foram expressos pela média ± erro padrão da média. Os 

testes realizados foram t de Student. A significância foi estabelecida para um p 

< 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Animais alimentados com dieta controle ou defici ente em tiamina 

submetidos à isquemia por 30 minutos. (Avaliação da  Função Cardíaca) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 A primeira fase do estudo procurou averiguar a ocorrência ou não, de 

contraturas após 30 minutos de oclusão da artéria coronária descendente 

esquerda. Tanto em animais submetidos a uma dieta controle, como em 

animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina. Além disto, também 

foram analisadas a freqüência cardíaca, tensão sistólica, tensão diastólica, 

+dT/dt, e -dT/dt. Os animais submetidos a uma dieta controle apresentaram 

contratura irreversível de reperfusão praticamente em todos os animais com 

exceção de um (n = 5). Já os animais submetidos a uma dieta deficiente em 

tiamina não apresentaram contraturas após isquemia em nenhum dos animais 

(n = 5).  

 As figuras 4 e 5 ilustram registros típicos da tensão cardíaca nos 

corações dos animais controle e deficiente. Na figura 4 pode-se observar o 

aparecimento das contraturas nos animais controle, e na figura 5 pode se 

observar a ausência das contraturas nos animais deficientes. 

Não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos 

experimentais após a oclusão da artéria coronária descendente esquerda por 

um período de 30 minutos. A única exceção foi a tensão diastólica durante a 

reperfusão.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 4. Registro representativo de tensão cardíac a dos animais alimentados com dieta 
controle submetidos a 30 minutos de isquemia.    
 

 

 

 

 

Figura 5. Registro representativo de tensão cardíac a dos animais alimentados com dieta 
deficiente em tiamina submetidos a 30 minutos de is quemia.    
 

 



 

 

Durante todo o experimento não foram observadas diferenças em 

relação à freqüência cardíaca, batimentos por minuto (BPM), nem tensão 

sistólica (gramas), entre os animais submetidos a uma dieta controle com os 

animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina (Figuras 6 e 7 

respectivamente). 
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Figura 6. Freqüência Cardíaca (BPM)  30 minutos isquemia  – Gráfico representando 
freqüência cardíaca em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 30 minutos 
de isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística 
entre os grupos. 
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Figura 7. Tensão Sistólica (g)  30 minutos isquemia  – Gráfico representando tensão sistólica 
em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 30 minutos de isquemia. Os 
dados estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística entre os grupos.  
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Os animais submetidos a uma dieta controle apresentaram um aumento 

significativo (P<0,05) da tensão sistólica durante a reperfusão quando 

comparados aos animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina. Como 

demonstrado na figura 8.  
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Figura 8. Tensão Diastólica (g)  30 minutos isquemia  – Gráfico representando tensão 
diastólica em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 30 minutos de 
isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM; *P< 0,05.  
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Não foram observadas diferenças em relação à dT/dt máxima (g/s) ou  

dT/dt mínima (g/s) entre os animais submetidos a uma dieta controle com os 

animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina (Figuras 9 e 10 

respectivamente). 
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Figura 9. +dT/dt (g/s)  30 minutos isquemia  – Gráfico representando  dT/dt máximo em 
animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 30 minutos de isquemia. Os dados 
estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística entre os grupos. 
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Figura 10. - dT/dt (g/s)  30 minutos isquemia  – Gráfico representando dT/dt mínimo em 
animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 30 minutos de isquemia. Os dados 
estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística entre os grupos. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Animais alimentados com dieta controle ou defici ente submetidos à 

isquemia por 45 minutos. (Avaliação da Função Cardí aca) 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 



 

 

Após averiguar que a oclusão da artéria coronária descendente 

esquerda, não gerou contratura após 30 minutos de isquemia em animais 

submetidos a uma dieta deficiente em tiamina, resolvemos aumentar o tempo 

de isquemia para 45 minutos, afim de verificar a continuidade do não 

aparecimento das contraturas de reperfusão. Portanto a segunda fase do 

estudo procurou investigar a ocorrência ou não de contraturas de reperfusão 

após 45 minutos de oclusão da artéria coronária descendente esquerda tanto 

em animais submetidos a uma dieta controle como animais submetidos a uma 

dieta deficiente em tiamina, como também analisar a freqüência cardíaca, 

tensão sistólica, tensão diastólica, dT/dt máxima, e dT/dt mínima de ambos os 

grupos experimentais.  

Para a nossa surpresa tanto os animais submetidos a uma dieta controle 

(n = 6) como uma dieta deficiente em tiamina (n = 6) não apresentaram 

contratura após 45 minutos de isquemia. As figuras 11 e 12 ilustram registros 

típicos da tensão cardíaca nos corações dos animais submetidos a uma dieta 

controle e deficiente respectivamente.  

  

 

 

  

 



 

 

 

 

Figura 11. Registro representativo de tensão cardía ca dos animais alimentados com 
dieta controle submetidos a 45 minutos de isquemia.     

 

 

 

 

 

Figura 12. Registro representativo de tensão cardía ca dos animais alimentados com 
dieta deficiente em tiamina submetidos a 45 minutos  de isquemia.    
 

 



 

 

Não foram observadas diferenças em relação à freqüência cardíaca, 

batimentos por minuto (BPM), entre os animais submetidos a uma dieta 

controle com os animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina (Figura 

13). 
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Figura 13. Freqüência Cardíaca (BPM)  45 minutos isquemia – Gráfico representando 
freqüência cardíaca em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 45 minutos 
de isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística 
entre os grupos. 
 

 

 

 

 



 

 

Os animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina apresentaram 

um aumento significativo (P<0,05) da tensão sistólica durante apenas um 

período (15 minutos) da estabilização quando comparados aos animais 

submetidos a uma dieta controle como pode ser observado na figura 14.  
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Figura 14. Tensão Sistólica (g)  45 minutos isquemia  – Gráfico representando tensão 
sistólica em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 45 minutos de 
isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM;. *P< 0,05 quando comparado o 
grupo controle com deficiente. 
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Os animais submetidos a uma dieta controle apresentaram um aumento 

da tensão diastólica durante a isquemia, porém este foi significativo (P<0,05) 

apenas no final reperfusão quando comparados aos animais submetidos a uma 

dieta deficiente em tiamina como pode ser observado na figura 15.  
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Figura 15. Tensão Diastólica (g)  45 minutos isquemia  – Gráfico representando tensão 
diastólica em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 45 minutos de 
isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM; *P< 0,05 quando comparado o 
grupo controle com deficiente. 
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Os animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina apresentaram 

um aumento significativo (P<0,05) da dT/dt máxima durante toda a 

estabilização e reperfusão quando comparados aos animais submetidos a uma 

dieta controle (Figura 16).  
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Figura 16. +dT/dt (g/s)  45 minutos isquemia  – Gráfico representando dT/dt máximo em 
animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 45 minutos de isquemia. Os dados 
estão expressos como médias ± EPM; *P< 0,05 quando comparado o grupo controle com 
deficiente. 
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Os animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina apresentaram 

um aumento significativo (P<0,05) da dT/dt mínima um período da reperfusão 

(15, 20 e 25 minutos) como pode ser observado na figura 17 quando 

comparamos com os animais submetidos a uma dieta controle.  
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Figura 17. - dT/dt (g/s)  45 minutos isquemia  – Gráfico representando dT/dt mínimo em 
animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 45 minutos de isquemia. Os dados 
estão expressos como médias ± EPM; *P< 0,05 quando comparado o grupo controle com 
deficiente. 
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3. Animais alimentados com dieta controle ou defici ente submetidos à 

isquemia por 60 minutos. (Avaliação da Função Cardí aca) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Após averiguar que a oclusão da artéria coronária descendente 

esquerda, não gerou contratura após 45 minutos de isquemia, tanto em 

animais alimentados com dieta controle como alimentados com uma dieta 

deficiente em tiamina, resolvemos aumentar o tempo de isquemia. Portanto a 

terceira fase do estudo procurou averiguar a ocorrência ou não de contraturas, 

após 60 minutos de oclusão da artéria coronária descendente esquerda, tanto 

em animais submetidos a uma dieta controle como animais submetidos a uma 

dieta deficiente em tiamina. Além da constatação da existência ou não das 

contraturas também foram analisados a freqüência cardíaca, tensão sistólica, 

tensão diastólica, +dT/dt, e -dT/dt. Tanto os animais submetidos a uma dieta 

controle (n = 3) como uma dieta deficiente em tiamina (n = 6) apresentaram 

contratura após isquemia.  

 As figuras 18 e 19 ilustram registros típicos da tensão cardíaca nos 

corações dos animais submetidos a uma dieta controle e deficiente 

respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 18. Registro representativo de tensão cardía ca dos corações de animais 
alimentados com dieta controle submetidos a 60 minu tos de isquemia .    
 

 

 

 

 

 

Figura 19. Registro representativo de tensão cardía ca dos corações de animais 
alimentados com dieta deficiente em tiamina submeti dos a 60 minutos de isquemia.    
 

 

 

 



 

 

Não foram observadas diferenças em relação à freqüência cardíaca, 

batimentos por minuto (BPM) e tensão sistólica (g/s) entre os animais 

submetidos a uma dieta controle e os animais submetidos a uma dieta 

deficiente em tiamina (Figura 20 e figura 21 respectivamente). 
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Figura 20. Freqüência Cardíaca (BPM)  60 minutos isquemia – Gráfico representando 
freqüência cardíaca em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 60 minutos 
de isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística 
entre os grupos. 
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Figura 21. Tensão Sistólica (g)  60 minutos isquemia – Gráfico representando tensão 
sistólica em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 60 minutos de 
isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM; não houve diferença estatística 
entre os grupos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Os animais submetidos a uma dieta controle em tiamina apresentaram 

um aumento significativo (P<0,05) da tensão diastólica durante praticamente 

todo o período de isquemia e durante todo o período de reperfusão.  
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Figura 22. Tensão Diastólica (g)  60 minutos isquemia – Gráfico representando tensão 
diastólica em animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 60 minutos de 
isquemia. Os dados estão expressos como médias ± EPM. 
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Os animais submetidos a uma dieta deficiente em tiamina apresentaram 

um aumento significativo (P<0,05) da dT/dt máxima durante todo o período de 

reperfusão após isquemia de 60 minutos quando comparados com os animais 

submetidos a uma dieta controle em tiamina.   
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Figura 23. +dT/dt (g/s)  60 minutos isquemia – Gráfico representando dT/dt máxima em 
animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 60 minutos de isquemia. Os dados 
estão expressos como médias ± EPM;  
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Praticamente não houve diferença na dT/dt mínima entre os grupos 

controle e experimental a não ser em um período durante a isquemia. 
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Figura 24. - dT/dt (g/s)  60 minutos isquemia – Gráfico representando dT/dt mínimo em 
animais submetidos a uma dieta controle e deficiente após 60 minutos de isquemia. Os dados 
estão expressos como médias ± EPM;  
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4. Animais alimentados com dieta controle submetido s à isquemia por 30 

minutos + agonista para mitoKATP (diazóxido) e anim ais alimentados 

com dieta deficiente em tiamina + antagonista para mitoKATP (5 – 

hidroxidecanoato)  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Nesta etapa do projeto averiguamos a participação ou não dos canais 

mitocondriais para potássio sensíveis a ATP (mitoKATP) na prevenção das 

contraturas após isquemia. Os corações dos animais submetidos a uma dieta 

deficiente em tiamina foram perfundidos com 5 – HD, antagonista para 

mitoKATP, por 20 minutos antes da oclusão da artéria coronária descendente 

esquerda por um período de 30 minutos. Já os corações dos animais 

submetidos a uma dieta controle foram submetidos ao mesmo protocolo, porém 

foram perfundidos com um agonista para mitoKATP, diazóxido. 

Os animais submetidos a uma dieta deficiente (n = 6) e que então foram 

perfundidos com 5 – HD apresentaram uma resposta bastante variada. Dois 

animais apresentaram contraturas após isquemia como pode ser visto na figura 

25, dois apresentaram contratura nos primeiros 5 minutos de reperfusão (figura 

26) e dois não apresentaram contratura.    

 

 

Figura 25. Registro representativo de tensão cardía ca dos corações de animais 
alimentados com dieta deficiente em tiamina submeti dos a 30 minutos de isquemia após 
a perfusão de 5 – HD.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 26. - Registro representativo de tensão card íaca dos corações de animais 
alimentados com dieta deficiente em tiamina, e entã o submetido a 30 minutos de 
isquemia após a perfusão de 5 – HD.  

  

 

 Os animais submetidos a uma dieta controle e então perfundidos com 

diaxózido (n = 4) também apresentaram uma resposta variada. Dois animais 

apresentaram contraturas de reperfusão e outros dois animais não apresentam 

qualquer sinal de contratura como pode ser observado na figura 27. 

 

Figura 27. - Registro representativo de tensão card íaca dos corações de animais 
alimentados com dieta controle submetidos a 30 minu tos de isquemia após a perfusão 
de diaxózido.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Avaliação da fluorescência do marcador para cálc io, Rhod 2 AM e 

marcador de membrana mitocondrial Mito Tracker Gree n FM em 

cardiomiócitos de animais submetidos a uma dieta co ntrole e dieta 

deficiente em tiamina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Afim de averiguar possíveis mudanças na ciclo do cálcio como também 

alterações mitocôndrias. Os cardiomiócitos dos animais submetidos tanto a 

dieta controle como deficiente em tiamina foram marcados como Mito Tracker 

Green FM e Rhod 2 AM.  

O marcador Mito Tracker Green FM pode - se difundir através da 

membrana plasmática e acumular em mitocôndrias ativas. Os animais controle 

apresentaram uma maior marcação por Mito Tracker Green FM, porém esta 

não foi estatisticamente significante como pode ser observado na figura 27.  
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Figura 28. – Fluorescência Mito Tracker Green FM  – Gráfico representando a fluorescência 
do marcador, Mito Tracker Green FM, em cardiomiócitos de animais submetidos a uma dieta 
controle ou deficiente em tiamina. Os dados estão expressos como médias ± EPM; Não houve 
diferença estatística entre os grupos.  

 

n = 24 

n = 32 



 

 

 

Já a marcação por Rhod 2 AM procurou averiguar se existia uma 

diferença de concentração de cálcio mitocondrial entre os dois grupos 

experimentais. Como pode ser observado na figura 28 os animais submetidos a 

uma dieta deficiente em tiamina apresentaram uma maior concentração 

(p<0,05) de cálcio mitocondrial quando comparados com os animais 

submetidos a uma dieta controle.  
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Figura 29.  Fluorescência Rhod 2AM  – Gráfico representando a fluorescência do marcador, 
Rhod 2AM, em cardiomiócitos de animais submetidos a uma dieta controle ou deficiente em 
tiamina. Os dados estão expressos como médias ± EPM; O grupo deficiente mostrou um 
aumento significativo da fluorescência p<0,05.  
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 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 As doenças cardiovasculares constituem um dos principais problemas 

do mundo moderno liderando as causas de morte e invalidez (Stanley et al., 

2005). Arritmias ventriculares com conseqüente morte súbita são as principais 

causas de mortalidade em pacientes com falência cardíaca (Akar & Akar, 

2006). A deficiência em tiamina (vitamina B1) constitui outro problema que 

afeta diversas pessoas no mundo (Butterworth, 2001). Inúmeros trabalhos têm 

demonstrado os efeitos da deficiência em tiamina no sistema nervoso (Oliveira 

et al., 2007a; Carvalho et al., 2006; Pannunzio et al., 2000), pouco porém se 

conhece sobre seus efeitos no sistema cardiovascular, principalmente no 

coração (Oliveira et al., 2007b). 

Diferente do que foi observado anteriormente por Cohen e 

colaboradores (1976), e Zangen (1997) os corações dos animais deficientes 

em tiamina não apresentaram diferença na força de contração quando 

comparados com os animais submetidos a uma dieta controle. Porém em 

nenhum dos dois trabalhos citados anteriormente as medidas foram realizadas 

com o coração intacto.  

Observamos também que os animais submetidos a uma dieta deficiente 

em tiamina não desenvolveram contraturas durante a reperfusão após 30, 45 

ou 60 minutos de oclusão da artéria coronária descendente esquerda. Estes 

dados são similares ao observado por Oliveira e colaboradores (2007), onde foi 

demonstrado que animais que recebiam uma dieta deficiente em tiamina, e 

então eram submetidos à isquemia por 15 minutos seguida de reperfusão em 

modelo de Langendorff não desenvolveram contraturas durante a reperfusão. 

(Oliveira et al., 2007b).  

A tiamina é cofactor para diversas enzimas relacionadas ao 

metabolismo. Sua deficiência reduz a atividade da piruvato desidrogenase, α – 

cetoglutarato desidrogenase e transcetolase (Martin et al., 2003). A deficiência 

em tiamina gera então um aumento na concentração de piruvato no sangue o 

que melhora o funcionamento do coração em condições normais de 

oxigenação.REF O aumento na concentração de piruvato também pode ativar 

o poro de transição de permeabilidade mitocondrial em seu estágio de baixa 



 

 

condutância o que contribui para a proteção induzida por episódios curtos de 

isquemia (Bunger et. al., 1989; Zoratti & Szabo 1995). 

Na maioria das células o principal papel da mitocôndria é fornecer 

energia através da fosforilação oxidativa. Nos cardiomiócitos isto não é 

diferente (Halestrap, 2009). A mitocôndria exerce um papel de suma 

importância para a produção de energia nos cardiomiócitos correspondendo a 

40% do volume total do sarcoplasma. O número de mitocôndrias é um fator 

importante para manter o funcionamento normal do coração (Bers, 2002; 

(Murphy & Steenbergen, 2007).  

A retomada do fluxo sanguíneo após um infarto do miocárdio ou uma 

diminuição do fluxo sanguíneo pode gerar danos maiores do que os gerados 

durante a isquemia, este fenômeno é denominado de injúrias de reperfusão.  A 

reoxigenação leva a um aumento na produção de radicais livres e um aumento 

excessivo de cálcio tanto citoplasmático como mitocondrial podendo resultar 

em morte celular via abertura do poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial (Engler et al., 1994; Moukarbel et al., 2004; Halestrap et al., 2007).  

Para manter a homeostasia, os cardiomiócitos possuem mecanismos 

que removem o excesso de cálcio do meio intracelular. A bomba de cálcio do 

retículo sarcoplasmático (SERCA), trocador sódio/cálcio do sarcolema (NCX), 

bomba de cálcio do sarcolema e o uniporte para Ca2+ mitocondrial (Bers, 

2002). A mitocôndria além de gerar energia através da fosforilação oxidativa 

também tem função de tamponar o excesso de cálcio no sarcoplasma, 

diminuindo então os efeitos nocivos do aumento da concentração de cálcio 

(Maack, et al., 2006; Liu & O’Rourke, 2008). Este fato, portanto, poderia reduzir 

a ocorrência das contraturas durante a reperfusão, nos animais submetidos a 

uma dieta deficiente em tiamina, visto que eles apresentaram uma maior 

concentração de cálcio mitocôndrial comparados aos animais submetidos a 

uma dieta controle. Os cardiomiócitos sob inibição metabólica bem como em 

condições patológicas apresentam um aumento da concentração de cálcio 

mitocondrial (Murata, et al., 2001; Boyden, 2005), o que corrobora com os 

nossos resultados. 



 

 

O íon cálcio também ativa inúmeras enzimas que compõem o ciclo do 

ácido cítrico como: piruvato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase e 

isocitrato desidrogenase, aumentando assim a produção de NADH (Gunter et. 

al., 2004). Portanto, o Ca2+ tem papel de suma importância para a produção de 

energia, ATP, pela mitocôndria. Este aumento de Ca2+ mitocondrial poderia 

então de alguma forma tentar aumentar a atividade de enzimas ligadas à 

formação de ATP. O que estaria compensando a diminuição da formação de 

ATP devido à menor atividade das enzimas que dependem da tiamina como 

cofator.   

Outra hipótese que pode ser levantada por este dado seria uma possível 

explicação para a menor concentração de cálcio no retículo sarcoplasmático 

observada por Oliveira e colaboradores (2007). Porém para podermos validar 

esta hipótese é necessário quantificar a concentração real do Ca2+ 

mitocondrial. 

Os canais mitocondriais para potássio sensíveis ao ATP (mitoKATP) 

foram identificados como fundamentais na resposta cardioprotetora 

apresentada nos modelos de isquemia e reperfusão (Dos Santos et al., 2002; 

O'Rourke, 2004). A deficiência em tiamina e a conseqüente diminuição na 

produção de ATP,poderia ativar estes canais. Podendo assim gerar o efeito 

cardioprotetor observado. A ativação do mito KATP  acarreta na entrada de 

potássio para a matriz mitocondrial acarretando um aumento do volume 

mitocondrial (inchamento), (Garlid & Paucek, 2003) como também a uma 

diminuição na liberação das espécies reativas de oxigênio e na hidrolise de 

ATP.**REF**. O diazóxido, um agonista específico para o mito KATP, tem sido 

relatado como um potente cardioprotetor em diversos trabalhos (Liu et. al., 

1998; Kim et. al., 2006). Assim como o antagonista 5 – hidroxidecanoato que 

apresenta efeitos contrários àqueles observados na presença do diazóxido 

(Grover & Garlid 2000; Kim et. al 2006; Abdallah et. a., 2009). Neste trabalho 

ambas substâncias apresentaram uma resposta bem heterogênea, o que não 

permitiu afirmar se a cardioproteção observada era devido a ativação ou não 

do mito KATP. 



 

 

Concluindo podemos dizer que animais submetidos a uma dieta 

deficiente em tiamina não desenvolveram contraturas durante a reperfusão 

após 30, 45 ou 60 minutos de isquemia. Um resultado surpreendente foi a 

ausência de contratura durante a reperfusão após 45 ou 60 minutos de 

isquemia nos animais que receberam a dieta controle. Através dos 

experimentos com microscopia confocal não foi possível afirmar se os animais 

submetidos a uma dieta deficiente em tiamina apresentam mudanças em 

relação a localização das mitocôndrias. Para isso serão necessários 

experimentos com microscopia eletrônica, os quais estão em andamento. Os 

animais deficientes em tiamina apresentaram uma maior concentração de 

cálcio mitocondrial o que poderia ser um fator relacionado à cardioproteção 

apresentada pelos animais. Até o momento não foi possível afirmar se esta 

cardioproteção é mediada via ativação dos canais mitoKATP . 

Podemos dizer que os animais deficientes em tiamina se comportam 

como se tivessem passado por um período de adaptação fisio-metabólica. A 

baixa disponibilidade de ATP em função da deficiência em tiamina levou a um 

“condicionamento” metabólico. Tal condicionamento pode assegurar uma maior 

sobrevida aos cardiomiócitos quando da presença de um insulto isquêmico de 

duração variada.  
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