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RESUMO 

 

O hábito de fumar induz diversas alterações ao sistema cardíaco e isso 

pode estar relacionado, pelo menos em parte, à excessiva formação de 

espécies reativas de oxigênio. Evidência recente demonstra que o 

acúmulo de espécies reativas está envolvido em vários processos 

importantes, um deles é a autofagia. Uma das moléculas envolvidas na 

regulação da autofagia é a AMPK. A AMPK estimula a ULK e 

consequentemente outras proteínas relacionadas a autofagia. No entanto, 

o conhecimento sobre esse processo carece de maiores investigações. 

Diante disso, o presente estudo avaliou o envolvimento das espécies 

reativas de oxigênio no processo autofágico no músculo cardíaco de 

camundongos expostos à fumaça de cigarro. Foram utilizados 

camundongos Swiss expostos à 4 cigarros comerciais com filtro por 

sessão, 3 sessões/dia, todos os dias da semana por 7, 15, 30 e 45 dias 

(n=10) e o grupo controle. Os animais sofreram eutanásia, o tecido 

cardíaco foi removido e realizado análises moleculares e bioquímicas. 

Nos grupos expostos à fumaça de cigarro por 30 e 45 dias, observou-se 

maiores alterações no processo autofágico no tecido cardíaco; o tempo 

de 30 dias de exposição foi utilizado para os experimentos posteriores 

(suplementação com N-acetilcisteína e cessação da fumaça de cigarro 

por 30 dias). Após protocolo de exposição, suplementação e cessação da 

fumaça de cigarro por 30 dias os animais sofreram eutanásia, o tecido 

cardíaco foi removido e realizado análises bioquímicas e moleculares. 

Os resultados demonstraram que a exposição à fumaça de cigarro por 

diferentes dias aumentou a produção de espécies reativas de oxigênio, 

fosforilação de AMPK e ULK
ser317

, níveis proteicos de sestrina 2, Atg5 e 

LC3 II e diminuiu a fosforilação de mTOR. Após o uso de antioxidante 

e a cessação da fumaça de cigarro por 30 dias, a produção de espécies 

reativas de oxigênio foi significamente menor nos grupos 

suplementados e cessados por 30 dias em relação aos animais expostos 

por 30 dias. Em adição, a fosforilação de AMPK e ULK
ser317

 e os níveis 

proteicos de sestrina 2, Atg5 e LC3 II foram menores nesses grupos. 

Além disso, a fosforilação de mTOR foi aumentada nos grupos 

suplementados com n-acetilcisteína e no grupo com cessação da fumaça. 

Os resultados demonstraram que a exposição da fumaça de cigarro 

aumenta a autofagia mediada pelas espécies reativas de oxigênio no 

tecido cardíaco de camundongos Swiss. 

 

Palavras chaves: fumaça de cigarro; tecido cardíaco; espécies reativas 

de oxigênio; autofagia; antioxidante. 
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ABSTRACT 

 

Smoking induces several changes to the cardiovascular system and this 

may be related, at least in part, to the excessive formation of reactive 

oxygen species. Recent evidence demonstrates that the accumulation of 

reactive oxygen species is involved in several important processes, one 

is autophagy. One of the molecules involved in the regulation of AMPK 

is autophagy. AMPK stimulates ULK and consequently other 

autophagy-related proteins. However, knowledge of this process needs 

further investigations. Thus, the present study evaluated the involvement 

of reactive oxygen species in the process of autophagy in heart muscle 

of mice exposed to cigarette smoke. Were used Swiss mice exposed to 

four commercial filter cigarettes (10 mg tar, 0.8 mg nicotine, carbon 

monoxide 10mg) per session, 3 sessions / day, every day of the week for 

7, 15, 30 and 45 days (n=10) and control group (no exposure). The 

animals were euthanized, the heart tissue was removed and performed 

molecular and biochemical analyzes. Groups exposed to cigarette smoke 

for 30 and 45 days, we observed major changes in the autophagic 

process in cardiac tissue; time of 30 days of exposure was used for 

subsequent experiments (N-acetylcysteine supplementation and 

cessation of cigarette smoke for 30 days). After exposure protocol, 

supplementation and cessation of cigarette smoke for 30 days the 

animals were euthanized, the heart tissue was removed and carried 

biochemical and molecular analyzes. The results demonstrated that 

exposure to cigarette smoke for different days has increased production 

of reactive oxygen species, phosphorylation of AMPK and ULK
ser317

, 

protein levels sestrina 2, Atg5 and LC3 II and decreased 

phosphorylation of mTOR. After the use of antioxidant and cessation of 

cigarette smoke for 30 days, the production of reactive oxygen species 

was significantly lower in the supplemented groups and terminated by 

30 days compared to animals exposed for 30 days. In addition, 

phosphorylation of AMPK and ULK
ser317

 and protein levels sestrina 2 

Atg5 LC3 and II were lower in these groups. Additionally, mTOR 

phosphorylation was increased in the groups supplemented with N-

acetyl group and the cessation of smoking. The results showed that 

exposure of cigarette smoke increases autophagy mediated by reactive 

oxygen species in cardiac tissue of Swiss mice. 

 

Keywords: cigarette smoke; cardiac tissue; reactive oxygen species; 

autophagy; antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

O tabagismo é a principal causa de morbimortalidade em todo o 

mundo (Cokkinides et al., 2009). Dados epidemiológicos estimam que 

20% da população mundial, cerca de 1,4 bilhões de pessoas, fazem uso 

do tabaco (Eriksen et al., 2012). Como consequência desse hábito, mais 

de 6 milhões de pessoas morrem anualmente. Estima-se que por volta do 

ano de 2030, esses números aumentem para 8 milhões de mortes anuais 

(World Health Organization, 2013). O hábito de fumar é um fator de 

risco para diversas doenças, dentre elas a aterosclerose (Goldschmidt-

Clermont et al., 2012; Starke et al., 2013), hipertensão (Talukder et al., 

2011), infarto agudo do miocárdio (Teo et al., 2006) e acidente vascular 

encefálico (AVE) (Shah e Cole, 2010; Peters et al., 2013). Acredita-se 

que 54% de todas as mortes causadas por doenças cardiovasculares no 

mundo, sejam atribuídas ao uso de tabaco (Ezzati et al., 2005). Apesar 

dos efeitos prejudiciais da exposição à fumaça de cigarro sobre o tecido 

cardíaco serem bem estabelecidos, as alterações moleculares e os 

mecanismos subjacentes envolvidos, não estão totalmente esclarecidos. 

A fumaça do cigarro contém mais de 4000 espécies químicas já 

identificadas (Liu et al., 2011). Muitos destes compostos podem agir 

como agentes oxidantes, pró-inflamatórios e carcinogênicos (Pryor e 

Stone, 1993; Colombo et al., 2010). Nesse sentido, a exposição crônica 

à fumaça de cigarro é capaz de predispor a várias alterações fisiológicas 

tais como alteração da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) (Zhang 

et al., 2006), aumento da disfunção endotelial (Rahman e Laher, 2007) e 

elevados níveis pressóricos (Nakamura et al., 2008). Além disso, o 

tabagismo induz diversos efeitos nocivos ao sistema cardíaco como, 

alargamento do ventrículo (Zornoff et al., 2006; Rafacho et al., 2011), 

hipertrofia dos miócitos (Castardeli et al., 2008) e disfunção sistólica 

(Paiva et al., 2003). Os mecanismos para estas alterações parecem estar 

relacionado, em parte, à excessiva formação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO ou, do inglês ROS) (Pryor e Stone, 1993; Niu et al., 

2011; Talukder et al., 2011). 

As ERO são moléculas ou fragmentos moleculares altamente 

instáveis e reativos, com meia vida curta, possuindo um ou mais elétrons 

desemparelhados em seu orbital mais externo que tendem a extrair 

elétrons de outras moléculas para alcançar um estado mais estável 

(Halliwell e Gutteridge, 2007). Diversas moléculas quimicamente 

reativas oriundas do oxigênio são denominadas de ERO, dentre elas: o 

ânion superóxido (O2
-

), o radical hidroxila (OH
•
), as espécies oxidantes 

não radicalares como peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742712001840#b0080
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singlet (Mandal et al., 2010). A exposição à fumaça de cigarro induz a 

produção de ERO por vários mecanismos, tais como: disfunção da 

cadeia de transporte de elétrons (Alonso et al., 2004; Toorn et al., 2009; 

Raza et al., 2013), indução da atividade da enzima xantina oxidase (XO) 

(Deliconstantinos e Villiotou, 2000), diminuição das enzimas 

antioxidantes (Avti et al., 2006; Raza et al., 2013) e a via nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPHox) (Jaimes et al., 2004; 

Orosz et al., 2007; Rafacho et al., 2011).  

As mitocôndrias tem grande relevância na produção de ERO 

(Balaban et al., 2005; Hamanaka e Chandel, 2010; Waypa e 

Schumacker, 2010). Na mitocôndria, o O2 sofre redução tetravalente, a 

partir da oxidação do citocromo c pela ação da enzima citocromo 

oxidase, com consequente formação de água. Dessa forma, a ação da 

citocromo oxidase controla a geração de radicais livres, impedindo sua 

geração excessiva na mitocôndria. No entanto, cerca de 2 a 5% do 

oxigênio metabolizado nas mitocôndrias são desviados para outra via 

metabólica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais 

livres (Halliwell e Gutteridge, 1989; Schneider e Oliveira, 2004). 

Compostos químicos presentes na fumaça de cigarro são capazes de 

interferir no transporte de elétrons (Miró et al., 1999) e resultar em 

produção ainda maior de ERO, formando o O2
-

 (Echtay, 2007; Valko et 

al., 2007; Angelopoulou et al., 2009).  

Embora os processos de oxidação sejam importantes para a 

sobrevivência das células, a produção excessiva de ERO, pode levar ao 

estresse oxidativo (Bernhard e Wang, 2007; Csiszar et al., 2009; Varela-

Carver et al., 2010). Em grande extensão, o estresse oxidativo, induz 

danos às macromoléculas devido a capacidade de reagir facilmente com 

biomoléculas que se localizam em torno de seu sítio de formação, 

podendo levar à prejuízos celulares como: peroxidação lipídica, 

carbonilação de proteínas e fragmentação de ácidos nucléicos (Valko et 

al., 2007; Roberts e Sindhu, 2009; Talukder, 2011). Harman (1956), 

sugeriu que os radicais livres provocam danos cumulativos e 

irreversíveis a macromoléculas, perda da função e morte celular ao 

longo do tempo impactando diretamente na saúde e na expectativa de 

vida (Beckman e Ames, 1998). Porém, nos últimos anos, observou-se 

que as ERO não estão envolvidas apenas em dano e morte celular, mas 
também em vários processos regulatórios (Bedard e Krause, 2007). 

Alguns autores observaram que em concentrações fisiológicas, as ERO 

são capazes de regular sinais para a diferenciação e proliferação celular, 

crescimento e apoptose (Allen e Tresini, 2000; Droge, 2002; Ji, 2007). 

Estudos recentes demonstram que o acúmulo de ERO está envolvido em 
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outro processo fisiologicamente importante, conhecido por autofagia, 

que é caractezidada pelo processo celular catabólico para a degradação 

ou reciclagem de componentes celulares (Wang et al., 2011; Kaminskyy 

e Zhivotovsky, 2014). Uma das moléculas envolvidas na regulação da 

autofagia sendo modulada por ERO (Hu et al., 2008; Jin et al., 2009; 

Barbosa et al., 2013) é a proteína quinase ativada por adenosina 

monofosfato- AMP (AMPK).  

A AMPK, descrita por Beg et al. (1973), é uma proteína 

heterotrimétrica eucariótica altamente conservada. É constituída por 

uma subunidade catalítica (α), com duas isoformas (α1) (Stapleton et al., 

1996) e (α2) (Woods et al., 1994), e duas subunidades regulatórias (β e 

γ), com as seguintes isoformas (β1, β2, γ1 γ2 e γ3) (Iseli et al., 2005). 

Como demostrado por Hawley et al. (1996), a AMPK pode ser ativada 

através da fosforilação do resíduo de treonina 172, localizado no sítio de 

ativação do domínio catalítico da subunidade α1 e α2 (Hawley et 

al.,1996) e também por diversas enzimas, dentre elas, a quinase hepática 

B1 (LKB1) (Hawley et al., 2003; Woods et al., 2003; Shaw et al., 2004). 

A AMPK funciona como um sensor metabólico central extremamente 

sensível à alteração da razão adenosina monofosfato (AMP)/ adenosina 

trifosfato (ATP). Esta enzima é ativada alostericamente por AMP, em 

situações tanto fisiológicas quanto patológicas, tais como o exercício 

físico, contração muscular, hipóxia, depleção de nutrientes e estresse 

oxidativo (Beg et al., 1973; Hardie, 2003; Kemp et al., 2003; Kahn et 

al., 2005). Qualquer estresse metabólico que inibe a produção de ATP 

tende a aumentar a razão AMP/ATP, e assim ativar a AMPK (Sato et 

al., 1993). A AMPK é a proteína chave que regula o substrato energético 

para diversos tecidos, inclusive para o tecido cardíaco. Além de 

promover a atividade de enzimas catabólicas, essa quinase também está 

envolvida na manutenção da viabilidade celular atráves da indução da 

autofagia (Mihaylova e Shaw, 2011; Wang et al., 2011).  

AMPK pode ativar a autofagia através de pelo menos cinco 

diferentes mecanismos. O primeiro é a estimulação da c-jun quinase N-

terminal (JNK1). JNK1 inibe a proteína célula B de linfoma 2 (Bcl-2) e 

a fosforilação inibitória subsequente de Bcl-2 sobre a proteína Beclin 1 

(Wei et al., 2008; He et al., 2013). A dissociação de Beclin 1 e Bcl-2 

permite que Beclin 1 forme um complexo com VPS-34, complexo esse, 

essencial para a indução da autofagia (Maiuri et al., 2007a). ERO 

aumentam a atividade de JNK, que por sua vez ativa fatores de 

transcrição como o forkhead box sub-group O (FoxO), levando ao 

aumento da transcrição do gene da sestrina 2. As proteínas sestrinas 

acumulam-se nas células expostas ao estresse exacerbado e levam a 
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ativação da AMPK. Sestrinas podem ativar a AMPK através da indução 

de estresse metabólico, diminuindo os níveis de ATP celular (Budanov e 

Karin, 2008), levando diretamente para a supra-regulação da autofagia 

(Lee et al., 2010).  

O segundo mecanismo é o controle exercido pela AMPK sobre o 

FoxO1/3. FoxO1 e FoxO3 são fatores de transcrição, sensíveis ao estado 

redox (Brunet et al., 2004) que estimulam a expressão de genes 

relacionados à autofagia. AMPK ativa FoxO1 e FoxO3 no músculo 

esquelético e em cardiomiócitos, aumentando a expressão do gene para 

a proteína de cadeia leve associada ao microtúbulo (LC3) e para a 

proteína relacionada à autofagia 12 (ATG12), necessárias para a 

promoção da autofagia (Greer et al., 2007; Mammucari  et al., 2007; 

Sengupta et al., 2009).  

O terceiro mecanismo pelo qual AMPK pode induzir a autofagia 

é por fosforilar a quinase 1 semelhante a Unk-51 (ULK1) em dois sítios 

estimulatórios Serina 317
 
e Serina 777. A fosforilação de ULK1 por 

AMPK é importante para a regulação e formação do autofagossomo e 

consequentemente para a autofagia (Egan et al.,  2011; Kim et al., 2011; 

Shang et al., 2011). Outro mecanismo promovido pela AMPK é a 

fosforilação direta de Beclin 1, ativando o complexo fosfatididil inositol 

3-quinase (PI3K) classe III (complexo responsável por recrutar diversas 

proteínas envolvidas na formação do autofagossoma), aumentando a 

autofagia (Kim et al., 2013).  

Por fim, o último mecanismo pelo qual AMPK estimula a 

autofagia é através da inibição da proteína alvo da rapamicina em 

mamíferos (mTOR). AMPK fosforila em dois sítios de ativação a 

proteína de esclerose tuberosa 2 (TSC2) em treonina 1227 e serina 1345, 

o que culmina em inativação da mTOR (Inoki et al., 2003; Gwinn et al., 

2008) regulando positivamente a autofagia (figura 1). Portanto, a AMPK 

é uma molécula crucial que integra sinais de baixo estado energético, 

modulando a mTOR e consequentemente a autofagia. 

A mTOR é uma proteína evolucionária conservada, com massa 

molecular de aproximadamente 280 kDa, pertencente a família das 

serina/treonina quinases associadas as fosfatidilinositol quinases 

(Wullschleger et al., 2006). É responsável pela remodelação do 

miocárdio, regulação do crescimento, proliferação e sobrevivência 

celular, transcrição e síntese proteica (Dunlop e Tee, 2009). Encontra-se 

downstream à proteína quinase B (AKT) na via de sinalização de fatores 

de crescimento e possui dois grandes complexos proteicos distintos, 

mTORC1 e mTORC2. Em mamíferos, três proteínas compõem o 

complexo mTORC1 conhecidas como Raptor, subunidade semelhante a 
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proteína Gb/GbL (MLST8) e o substrato 1 da Akt de 40 kDa rico em 

prolina (PRAS40). Já o complexo mTORC2 consiste em Rictor, mLST8 

e PROTOR, esse complexo é responsável por controlar o citoesqueleto e 

a difusão celular (Sarbassov et al., 2005; Yang e Guan, 2007). A 

ativação do complexo mTORC1 aumenta a síntese de proteína e o 

crescimento celular através da fosforilação da proteína quinase 

ribossomal S6 de 70 kDa (p70S6K) e do fator eucariótico de início de 

tradução 4E (4E-BP1) (Dunlop e Tee, 2009).  

O controle negativo da mTORC1 é exercido principalmente pelo 

complexo esclerose tuberosa (TSC1/TSC2), através do domínio da 

proteína ativadora de GTPase (GAP) (Saucedo et al., 2003; 

Wullschleger et al., 2006). TSC2 estimula a hidrólise de GTP e assim 

torna inativa a proteína homóloga de Ras enriquecida no cérebro 

(RHEB), um potente regulador positivo de mTOR dependente de GTP 

(Manning e Cantley, 2003; Li et al., 2004). Uma vez ligada ao GDP, 

Rheb deixa de ativar mTOR. mTOR é inibida diretamente através da 

fosforilação de Raptor em Serina 722
 
e Serina 792 (Gwinn et al., 2008) 

ou indiretamente através da ativação por fosforilação de TSC2 (Inoki et 

al., 2006). De modo contrário, a Akt (Potter et al., 2002; Inoki et al., 

2003) e a proteína quinase regulada por sinal extracelular (ERK) inibem 

TSC1/2 (em 7 locais de fosforilação, sendo os resíduos de Serina 939 e 

Treonina 1462
 
os principais locais de fosforilação in vivo) (Manning e 

Cantley, 2003), mantendo altos níveis de Rheb ligado a GTP, 

aumentando a atividade de mTOR (Dan et al., 2002; Saucedo et al., 

2003) (figura 1).  

A mTORC1 está diretamente relacionada a autofagia, por regular 

a proteína Atg1/ULK (Castets; Rüegg, 2013; Nazio et al., 2013). Em 

condições normais, mTORC1 hiperfosforila e inativa a proteína Atg13 

resultando em afinidade reduzida de Atg13 com ULK1, o que torna o 

complexo ULK1-Atg13-FIP200 inativo, modulando negativamente a 

autofagia (Jung et al., 2009; Kamada et al., 2010). Além disso, estudos 

têm mostrado que mTORC1 fosforila e sequestra ULK1 do complexo 

Atg13 e FIP200 consequentemente inativando o início da autofagia 

(Ganley et al., 2009; Hosokawa et al, 2009; Jung et al, 2009). Autofagia 

(auto-próprio + fagia–comer/alimentar-se) é o principal mecanismo 

catabólico utilizado por células eucarióticas, desempenha um importante 

papel no crescimento, desenvolvimento e homeostase celular, mantendo 

o equilíbrio entre a síntese, degradação e subsequente reciclagem e 

reutilização de materiais citoplasmáticos (como proteínas, lipídeos e 

organelas) (Mizushima et al., 2008; Kroemer et al., 2010; Rabinowitz e 

White, 2010). A autofagia é descrita por ser induzida através de 
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privação de nutrientes e oxigênio, porém, outros sinais pró-autofágicos 

estão bem caracterizados, tais como: presença de organelas/proteínas 

danificadas e de longa vida, presença de toxinas extracelulares e 

compostos citotóxicos. Dessa maneira, a autofagia está envolvida em 

diversos processos fisiológicos ou patológicos como desenvolvimento e 

manutenção da homeostase do organismo, diferenciação celular, 

neurodegeneração, infecção e câncer (Levine e Yuan, 2005; Mizushima 

et al., 2008). Várias etapas são necessárias para que ocorra a degradação 

dos matériais citoplasmáticos mediado pela autofagia, estas incluem: 

indução da autofagia, iniciação da nucleação da vesícula, expansão da 

membrana autofágica, maturação das vesículas autofágicas e fusão das 

vesículas autofágicas com os lisossomos (Levine e Klionsky, 2004; Fan 

e Zong, 2013). 

Após uma mudança no estado energético ou outras condições de 

estresse, a autofagia é estimulada (Singh et al., 2011). Para a execução 

da autofagia, há envolvimento de um conjunto de produtos de genes 

evolutivamente conservados e suas proteínas correspondentes 

denominadas de Atg, as quais são reguladas principalmente pela mTOR 

(Mizushima et al., 2008). Desta forma, para que ocorra a indução da 

autofagia é necessária a inibição de mTOR e associação da Atg13 com 

ULK1 (Singh et al., 2011; Castets; Rüegg, 2013). Após a indução da 

autofagia, o próximo passo envolve a nucleação da membrana do 

fagóforo através do complexo PI3K classe III/Vps-34. O complexo é 

formado por beclin1/Atg6, Atg14L, p150/Vps-15 e PI3K/Vps-34 que 

após estimulação, há a formação de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) 

que recruta um número de proteínas envolvidas na formação do 

fagóforo (Kihara et al., 2001; Itakura et al., 2008). O fagóforo é a 

estrutura que dará origem a uma vesícula de membrana dupla que 

envolve proteínas e organelas citoplasmáticas, chamada autofagossoma 

(Cuervo, 2010). O alongamento da membrana do fagóforo para formar o 

autofagossomo maduro depende da ação de dois sistemas de conjugação 

regulados pela Atg7: Atg12 + Atg5 e LC3 + fosfatidiletanolamina (PE) 

(Ohsumi, 2001; Levine; Klionsky, 2004).  

Através das enzimas Atg7 e Atg10, o resíduo de glicina C-

terminal da Atg12 é covalentemente ligado ao resíduo lisina da Atg5, 

formando o complexo conjugado Atg12-Atg5 (Mizushima et al., 1998). 

Após, o complexo Atg12-Atg5 liga-se à Atg16L1, e este complexo 

resultante é incorporado à membrana externa da vesícula autofágica, 

desempenhando um papel importante no alongamento da membrana do 

autofagossomo (Mizushima et al., 2003). Em seguida, LC3 é submetido 

a clivagem proteolítica induzida por Atg4, expondo seu resíduo C-
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terminal de glicina (Gli116), formando a proteína LC3-I. 

Subsequentemente, o domínio glicina ligará ao domínio císteina da Atg7 

através de uma ligação tioéster, em seguida, LC3-I é transferido a Atg3 

a qual realiza o acoplamento de LC3-I com PE, formando a LC3-II. 

LC3-II é um componente lipídico de membranas plasmáticas, que 

através do auxílio da Atg5 é incorporado à membrana externa do 

fagóforo isolando-a para possibilitar sua elongação (Ohsumi, 2001; Wu 

et al., 2006; Pan et al., 2011). Por fim, ocorre a etapa de fusão, onde as 

proteínas receptoras lisossomais (LAMP1/2) e Rab7 medeiam a fusão 

do autofagossomo maduro agregado aos componentes a serem 

degradados com os lisossomos citosólicos, formando o 

autofagolisossomo (Jäger et al., 2004). No interior do autofagolissomo, 

a fusão de hidrolases (lipases, proteases, glicosidases e nucleotidases) e 

a acidificação do lúmen do autofagossomo pela bomba de prótons 

fornecidos pelo lisossoma resultam na degradação dos componentes 

sequestrados pelos autofagossomas (figura 1). Em seguida, os 

aminoácidos ou e outros componentes do material degradado são 

reciclados e transportados para o citosol para serem reutilizados pela 

célula (Behrends et al., 2010; Kubli e Gustafsson, 2013). Desta forma, a 

autofagia fornece um mecanismo não só para a rotatividade de 

constituintes celulares, mas também para a reposição de precursores 

metabólicos durante condições pobre em nutrientes. 
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Figura 1. Sinalização da autofagia. Envolvimento da AMPK na sinalização 

autofágica. O complexo TSC1/2 regula mTOR nos diversos sinais recebidos de 

distintas vias de sinalização, tais como PI3K/Akt e AMPK. Em situações como 

o aumento de espécies reativas de oxigênio a AMPK é estimulada. Uma vez 

ativada, AMPK pode aumentar a autofagia através de pelo menos cinco 

diferentes mecanismos: 1) estimulação da JNK1; 2) ativação do fator de 

transcrição FoxO1/3; 3) fosforilaração de ULK1; 4) fosforilação direta de 

Beclin 1 e 5) inibição de mTOR.  Inversamente, fatores de crescimento, 

favorecem a via PI3K/Akt/mTOR que por sua vez, regula negativamente a 

autofagia. Autofagia divide-se em quatro etapas gerais: (a) nucleação e extensão 

de uma membrana delimitante em uma estrutura de forma crescente que 

engloba os materiais citoplasmáticos sequestrados, (b) alongamento do 

autofagossomo em compartimento limitado por membrana dupla, denominado 

de autofagossomo (c) fusão do autofagossomo com lisossomos e por fim, (d) 

digestão da membrana interna do autofagossomo e de seu conteúdo. Adaptado 

de Kubli e Gustafsson (2013) e Cell Signaling Technology (2013). 

 

A autofagia é essencial nos períodos de privação de nutrientes. O 

tratamento com inibidores farmacológicos da autofagia (3-metiladenina, 

bafilomicina A1 e hidroxicloroquina) ou inativação dos genes Atg 

(Atg5, Atg10 e Atg12) aumentam a morte celular em células com 

privação de nutrientes (Boya et al., 2005). A desregulação da autofagia 
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pode contribuir para a patogênese de diversas doenças, incluindo 

doenças neurodegenerativas (Larsen e Sulzer, 2002; Hara et al., 2006), 

câncer (Qu et al., 2003; Yue et al., 2003) e doenças infecciosas 

(Gutierrez et al., 2004).  

O mecanismo molecular da exposição à fumaça de cigarro 

induzindo estresse oxidativo, resultando em regulação excessiva da 

autofagia no tecido cardíaco, é uma questão essencial na biologia das 

células e ainda não foi completamente compreendido. Neste sentido, 

pesquisas com objetivo de investigar os efeitos da exposição à fumaça 

de cigarro sobre a autofagia mediada por ERO são de extrema 

importância para prevenir os efeitos deletérios do tabagismo. Algumas 

substâncias definidas como antioxidantes, mesmo que em baixas 

concentrações, são capazes de retardar ou inibir o aumento de ERO e 

podem exercer efeitos protetores aos danos cardíacos induzidos pelo 

tabagismo. Assim, o presente estudo buscou avaliar se a diminuição das 

ERO poderia resultar em uma estratégia não farmacológica para reverter 

o possível aumento da autofagia induzida pelo tabagismo no tecido 

cardíaco. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o envolvimento das espécies reativas de oxigênio no 

processo de autofagia no músculo cardíaco de camundongos expostos à 

fumaça de cigarro, tratados ou não com N-acetilcisteína (NAC). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar os efeitos da exposição à fumaça de cigarro sobre a 

produção de espécies reativas de oxigênio, ativação da AMPK, 

sestrina 2, ULK
ser317

, Atg5, LC3 II, inibição de mTOR e 

aumento/diminuição da autofagia em miocárdio de 

camundongos Swiss; 

b) Avaliar os efeitos da exposição à fumaça de cigarro 

concomitante a suplementação com N-acetilcisteína sobre a 

produção de espécies reativas de oxigênio, ativação da AMPK, 

sestrina 2, ULK
ser317

, Atg5, LC3 II, inibição de mTOR e 

aumento/diminuição da autofagia em miocárdio de 

camundongos Swiss; 

c) Avaliar os efeitos da cessação da exposição à fumaça de cigarro 

sobre a produção de espécies reativas de oxigênio, ativação da 

AMPK, sestrina 2,  ULK
ser317

, Atg5, LC3 II, inibição de mTOR 

e aumento/diminuição da autofagia em miocárdio de 

camundongos Swiss. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS  

 

Este projeto foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense-

UNESC sob o protocolo número 001/2013-2 (anexo 1) e respeitou 

estritamente os princípios éticos na experimentação animal. Após os 

experimentos, os restos mortais dos animais foram acondicionados em 

saco branco leitoso e encaminhados para freezer (conservação) na 

própria universidade. Após isso, coletados e transportados por uma 

empresa terceirizada. Os resíduos foram tratados fisicamente e 

posteriormente encaminhados para disposição final em aterro sanitário. 

Todos os procedimentos estão de acordo com a RDC nº 306/2004 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária.  

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DOS ANIMAIS 

 

Foram utilizados 90 camundongos Swiss machos com 2 meses de 

idade, provenientes do centro de bioterismo da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense, pesando entre 30-40g. Os animais foram 

mantidos em ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, ambiente com 

70% de umidade com temperatura em 20 ± 22ºC, alojados em gaiolas de 

poliuretano com cobertura metálica (10 animais por caixa), alimentados 

com dieta padrão para roedores e água ad libitum. 

 

3.2.1 Camundongos expostos à fumaça de cigarro em diferentes 

tempos 

 

Foram utilizados 50 camundongos, divididos aleatoriamente em 

cinco grupos (n=10), expostos à fumaça de cigarro em diferentes 

tempos: a) controle (sem exposição); b) 7 dias de exposição; c) 15 dias 

de exposição; d) 30 dias de exposição; e) 45 dias de exposição. 

Os animais foram expostos a fumaça de 4 cigarros comerciais 

com filtro contendo alcatrão 10mg; nicotina 0,8mg; monóxido de 

carbono 10mg (Marlboro, Philip Morris) por sessão, 3 sessões/dia (8:30 

da manhã, 13:30 da tarde e 17:30 da noite) todos os dias da semana por 

7, 15, 30 e 45 dias (tabela 1). Os animais foram mantidos em exposição 

à fumaça de cada cigarro durante 6 minutos em uma câmara de inalação 

em acrílico (40cm x 30cm x 25cm), cuja capacidade total foi de 30 litros 

(figura 2).     
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Cada cigarro foi acoplado a uma seringa de plástico de 60 ml com 

a qual se injetou a fumaça no interior da câmara de inalação. O 

procedimento de insuflar e desinsuflar a seringa foi finalizado com a 

queima do cigarro até o seu terço final, que durou em média 3 minutos. 

Decorridos os 6 minutos, a abertura superior da caixa foi retirada e, 

ligando o exaustor da capela, a fumaça foi evacuada durante 1 minuto 

onde os animais entraram em contato com o ar ambiente. O 

procedimento se repetiu com os demais cigarros. A concentração média 

de monóxido de carbono no interior da caixa variou entre 350-400 p.p.m 

durante o período de exposição. Os animais ventilando em ar ambiente 

nas mesmas condições foram considerados controle (Valença et al., 

2004; Menegalli et al., 2009). Cada cigarro gera aproximadamente 1 L 

de fumaça que foi diluído em 30 L (capacidade da câmara). A 

concentração de fumaça no interior da câmara foi de 3% durante a 

exposição. 

 

                                                                                                          
 
 

Figura 2 – Câmara de Inalação (40 cm de comprimento, 30 cm de largura e 25 

cm de altura). 
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Tabela 1: Protocolo de exposição à fumaça de 

cigarro.

 
  

Os animais sofreram eutanásia e as amostras do tecido cardíaco 

foram coletadas para posteriores análises moleculares e bioquímicas. 

Nos grupos expostos à fumaça de cigarro por 30 e 45 dias, observou-se 

maiores alterações no processo autofágico no tecido cardíaco; o tempo 

de 30 dias de exposição foi utilizado para os experimentos posteriores 

(suplementação com N-acetilcisteína e cessação da fumaça de cigarro 

por 30 dias). 

 

3.2.2 Exposição à fumaça de cigarro por 30 dias em camundongos 

suplementados ou não com N-acetilcisteína e cessação da fumaça de 

cigarro 

 

Após a escolha do melhor tempo, 40 camundongos foram 

divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=10), expostos à fumaça 

de cigarro com suplementação ou não de N-acetilcisteína e cessados por 

30 dias para avaliar possível reversão: f) controle (sem exposição); g) 30 

dias de exposição; h) 30 dias de exposição + NAC; i) 30 dias de 

exposição + 30 dias de cessação (figura 3).   

A suplementação com o antioxidante foi realizada diariamente 
através de gavagem oral. A dimensão da cânula foi suficiente para 

alcançar o estômago. A NAC (Zanbon Brasil, São Paulo, São Paulo) foi 

administrada na concentração de 60 mg/kg por dia, em dose única 

(Farombi et al., 2008).  
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Figura 3. Exposição, suplementação com NAC e cessação à fumaça de cigarro 

por 30 dias. 

 

Após o período de exposição, suplementação com NAC e 

cessação por 30 dias, os animais sofreram eutanásia, as amostras do 

tecido cardíaco foram coletadas e análises moleculares e bioquímicas 

foram realizadas.  

 

3.3 ESPÉCIES REATIVAS POR DIACETATO DE 

DICLOROFLUORESCEÍNA (DCFH) 

 

A oxidação do DCFH pelas células causa a fluorescência da 

diclorofluoresceína que pode facilmente ser lida em fluorímetro. Neste 

ensaio, 100 µL de água e 75 µL de DCFH-DA foram adicionados a 25 

µL de homogeneizado de amostra, homogeneizados em vórtex e levados 

ao banho-maria 37°C ao abrigo da luz por um período de 30 minutos.  

Separadamente, foi preparada a curva de calibração onde utilizarou-se 

como padrão o DCF 0,1 µM diluído em tampão fosfato/EDTA em pH 

7,4 em diferentes concentrações. Tanto as amostras, quanto a curva de 

calibração, foram processadas em duplicata e ao abrigo da luz. Ao final 

dos trinta minutos foram realizadas as leituras no fluorímetro (525 nm 

excitação e 488 nm de emissão). Os resultados foram expressos em 

nmol de DCF por mg de proteínas. 

 

3.4 WESTERN BLOTTING 

 

Doze horas após a última sessão de exposição à fumaça de 

cigarro os animais sofreram eutanásia por guilhotina, o ápice do 

miocárdio foi extraído e imediatamente homogeneinizado em tampão 

específico contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 

100mM de pirofosfato de sódio, 100mM de fluoreto de sódio, 10mM de 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 10mM de vanadato de sódio, 

2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4ºC com Polytron MR 

 

 

 

Controle 

 

 

30 dias de 

exposição 

à fumaça 

 

30 dias de 

exposição 

à fumaça 

+ 

NAC 

30 dias de 

exposição 

à fumaça 

+ 

cessação 

da fumaça 

por 30 dias 
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2100 (Kinematica, Suíça). O homogeneizado foi centrifugado a 11000 

rpm por 30 minutos a 4ºC. No sobrenadante determinou-se a 

concentração de proteínas totais (por teste colorimétrico), utilizando-se 

para isso o método de Bradford (Bradford, 1976). As proteínas foram 

ressuspensas e conservadas em tampão Laemmli, contendo 100 mmol/L 

de DTT (Laemmli, 1970) e posteriormente realizada a determinação do 

imunoblotting com anticorpos específicos. Para isso, alíquotas contendo 

250µg de proteína por amostra foram aplicadas sobre gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em cuba Mini-

PROTEAN
®
 Tetra electrophoresis system (Bio-Rad, Hércules, Estados 

Unidos da América), com solução tampão para eletroforese. As 

proteínas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana 

de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferência 

Mini Trans-Blot
®

Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Hércules, 

Estados Unidos da América). As membranas de nitrocelulose contendo 

as proteínas transferidas foram incubadas em solução bloqueadora por 2 

horas, à temperatura ambiente, para diminuir as ligações proteicas 

inespecíficas. A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpos 

primários específicos: anti-Sestrina 2, anti-pAMPK, anti-pmTOR
ser2448

, 

anti-pULK1
ser317

, anti-Atg5 adquiridos da Cell Signalling Biotechnology 

(Beverly, Estados Unidos da América) e anti-LC3 II adquiridos da Santa 

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) sob agitação constante e 

overnight à 4ºC. As membranas originais foram reblotadas com β-actina 

como proteína controle. A seguir, as membranas foram incubadas em 

solução com anticorpo secundário conjugado com peroxidase, durante 2 

horas à temperatura ambiente. Após, as membranas foram incubadas por 

dois minutos com substrato enzimático e expostas ao filme de RX em 

cassete de revelação autoradiográfica. A intensidade das bandas foi 

determinada através da leitura das autoradiografias reveladas por 

densitometria ótica, utilizando um scanner (HP G2710) e o programa 

Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Estados Unidos da 

América). 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM), e analisados estatisticamente através de análise de 

variância (ANOVA) one-way, seguida do teste post hoc Tukey. Adotou-

se nível de significância p<0.05. A análise estatística foi realizada 

através do software Statical Package for the Social Sciences (SPSS) 

versão 17.0 para Microsoft Windows. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO À FUMAÇA DE CIGARRO SOBRE 

A FOSFORILAÇÃO E NÍVEIS PROTEICOS DAS MOLÉCULAS 

AUTOFÁGICAS NO MIOCÁRDIO DE CAMUNDONGOS SWISS 

 

A fim de avaliar as alterações sobre a exposição à fumaça de 

cigarro no estado redox, camundongos Swiss foram expostos à fumaça 

de cigarro por 7, 15, 30 e 45 dias. A oxidação de DCFH-DA foi 

analisada como parâmetro oxidativo (fig. 4a). A oxidação do DCFH-DA 

foi alterada nos grupos 7, 15, 30 e 45 dias de exposição quando 

comparado ao grupo controle. No entanto, nos grupos expostos por 30 e 

45 dias os níveis de DCF foram significativamente maiores do que os 

animais expostos por 7 e 15 dias. Não foram observadas diferenças entre 

os grupo 30 e 45 dias de exposição. 

Uma vez observado o aumento das ERO nos grupos expostos a 

fumaça, avaliou-se as moléculas relacionadas a autofagia: ULK
ser317

, 

Atg5 e LC3 II. A fosforilação de ULK
ser317

 e LC3 II foram aumentadas 

nos grupos expostos por 7, 15, 30 e 45 dias. Em adição, os grupos 

expostos por 30 e 45 dias apresentaram uma maior fosforilação da 

ULK
ser317

 e níveis proteicos da LC3 II em relação aos grupos 7 e 15 

dias. (fig. 4b e 4d, respectivamente). Os níveis proteicos de Atg5 não 

apresentaram diferenças significativas nos animais expostos por 7 dias 

em relação aos animais não expostos, enquanto que nos grupos expostos 

por 15, 30 e 45 dias tiveram seus níveis aumentados quando comparados 

aos animais não expostos. Interessantemente, este aumento foi ainda 

maior nos grupos expostos por 30 e 45 dias (fig. 4c). Não houve 

diferença significativa entre os grupos 30 e 45 dias de exposição. 

 Sabendo que a AMPK ativa a autofagia e que, a AMPK é 

modulada via sestrina 2, o conteúdo dessas moléculas foi analisado. No 

miocárdio dos animais expostos a fumaça de cigarro observou-se 

aumento significativo na fosforilação da AMPK bem como nos níveis 

proteicos de sestrina 2 quando comparados ao grupo controle (fig. 4e e 

4f, respectivamente). Os grupos expostos por 30 e 45 dias apresentaram 

um maior aumento na fosforilação de AMPK em relação aos animais 

expostos por 7 e 15 dias (fig. 4e). No entanto, tanto a fosforilação da 

AMPK quanto os níveis proteicos de sestrina não diferiram entre os 

grupos 30 e 45 dias de exposição. 

A seguir, avaliou-se a fosforilação da mTOR. Foi observado uma 

redução significativa na fosforilação da mTOR em todos os grupos 

expostos à fumaça de cigarrro quando comparado ao grupo controle. No 
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entanto, as reduções foram mais significativas nos grupos 30 e 45 dias 

de exposição (fig. 4g). 

 

 
FIG. 4. Efeitos da exposição à fumaça de cigarro sobre a fosforilação e níveis 

proteicos das moléculas autofágicas no miocárdio de camundongos Swiss. 

Oxidação do DCFH (a), fosforilação de ULK
ser317

 (b), níveis proteicos de Atg5 

(c), níveis proteicos de LC3II (d), fosforilação da AMPK (e), níveis proteicos 

de sestrina 2 (f), fosforilação da mTOR (g) e bandas representativas das 

moléculas (h). A membrana foi estripada e re-blotada com β-actina. As barras 

são apresentadas como média ± EPM de dez camundongos por grupo, *p<0,05 

versus grupo controle (CNT), # p<0,05 versus grupo exposto a fumaça de 

cigarro por 7 dias e $ p<0,05 versus grupo exposto a fumaça de cigarro por 15 

dias. 
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4.2 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO À FUMAÇA DE CIGARRO 

CONCOMITANTE AO USO DE ANTIOXIDANTE SOBRE A 

FOSFORILAÇÃO E NÍVEIS PROTEICOS DAS MOLÉCULAS 

AUTOFÁGICAS NO MIOCÁRDIO DE CAMUNDONGOS SWISS 

 

A fim de avaliar se as alterações do estado redox e das moléculas 

autofágicas no miocárdio de camundongos expostos à fumaça de cigarro 

podem ser revertidos com o uso de antioxidante, analisou-se a oxidação 

do DCF,  fosforilação de AMPK, ULK
ser317

, mTOR e os níveis proteicos 

de sestrina 2, LC3 II, atg5. O tempo 30 dias de exposição não diferiu do 

tempo 45 dias. Assim o tempo 30 dias foi utilizado nesta etapa. O grupo 

suplementado com NAC apresentou reduzidos os níveis de DCF quando 

comparados ao grupo exposto por 30 dias (fig. 5a). Fortemente 

sugerindo o envolvimento da participação de ERO no processo de 

autofagia. Em adição, essa redução foi observada também na 

fosforilação de ULK
ser317 

e AMPK, e os níveis proteicos de Atg5, LC3 II 

e sestrina 2 (fig. 5b-f), enquanto que a fosforilação de mTOR foi 

aumentada (fig. 5g). 



43 

 

 
FIG. 5. Efeitos da exposição à fumaça de cigarro concomitante ao uso de 

antioxidante sobre a fosforilação e níveis proteicos das moléculas autofágicas 

no miocárdio de camundongos Swiss. Oxidação do DCFH (a), fosforilação de 

ULK
ser317

 (b), níveis proteicos de Atg5 (c), níveis proteicos de LC3II (d), 

fosforilação da AMPK (e), níveis proteicos de sestrina 2 (f), fosforilação da 

mTOR (g) e bandas representativas das moléculas (h). A membrana foi 

estripada e re-blotada com β-actina. As barras são apresentadas como média ± 

EPM de dez camundongos por grupo, *p<0,05 versus grupo controle (CNT), # 

p<0,05 versus grupo exposto a fumaça de cigarro por 30 dias.  
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4.3 EFEITOS DA CESSAÇÃO DA FUMAÇA DE CIGARRO POR 30 

DIAS EM MIOCÁRDIO DE CAMUNDONGOS SWISS  

 
A fim de avaliar se as alterações da exposição à fumaça de 

cigarro são revertidas com o cessar dessa exposição, os animais foram 

expostos a fumaça de cigarro por 30 dias e após esse período, os animais 

foram cessados por mais 30 dias. O tempo 30 dias de exposição não 

diferiu do tempo 45 dias. Assim o tempo 30 dias foi utilizado nesta 

etapa. O grupo cessado por 30 dias da exposição à fumaça de cigarro 

apresentou reduzidos os níveis de DCF quando comparados ao grupo 

exposto por 30 dias (fig.6a), sugerindo o envolvimento da participação 

de ERO no processo de autofagia. Em adição, o cessar da fumaça foi 

suficiente para reduzir a fosforilação de ULK
ser317

 e AMPK  (fig. 6b e 

6e, respectivamente), bem como os níveis proteicos de Atg5, LC3 II e 

sestrina 2 (fig. 6c, 6d e 6f, respectivamente) e aumentar a fosforilação de 

mTOR (fig. 6g). 
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FIG. 6. Efeitos da cessação da fumaça de cigarro por 30 dias em miocárdio de 

camundongos Swiss. Oxidação do DCFH (a), fosforilação de ULK
ser317

 (b), 

níveis proteicos de Atg5 (c), níveis proteicos de LC3II (d), fosforilação da 

AMPK (e), níveis proteicos de sestrina 2 (f), fosforilação da mTOR (g) e bandas 

representativas das moléculas (h). A membrana foi estripada e re-blotada com 

β-actina. As barras são apresentadas como média ± EPM de dez ratos por grupo, 

*p<0,05 versus grupo controle (CNT), # p<0,05 versus grupo exposto a fumaça 

de cigarro por 30 dias.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Apesar das advertências e o aumento dos esforços 

governamentais para reduzir a prevalência do tabagismo, o cigarro 

permanece como um dos mais prevalentes fatores de risco modificáveis 

para as doenças cardiovasculares. Acredita-se que o elo entre o 

tabagismo e as doenças cardiovasculares seja a elevada produção de 

ERO (Nedeljkovic et al., 2003; Csordas et al., 2011). O cigarro não só 

possui ERO como ainda pode potencializar a produção endógena 

(Armani et al., 2009; Liu et al., 2011).  

Estudos têm demonstrado que as ERO produzidas pelo cigarro, 

tais como H2O2 podem induzir uma variedade de efeitos celulares, 

incluindo danos às membranas e às proteínas mitocondriais, reduzindo o 

potencial redox dessas organelas e aumentando ainda mais a produção 

de ERO (Ballinger et al., 2000; Brunk e Terman, 2002). Expondo 

camundondos BALC/c à 9 cigarros diários, Raza et al. (2013) 

demonstraram, através do DCF, aumento na produção de ERO nos 

animais expostos à fumaça de cigarro em relação aos camundongos não 

expostos. Chen et al. (2007) demonstrou que o acúmulo de ERO está 

envolvido em vários processos fisiologicamente importantes como a 

autofagia.  

Autofagia é uma via lisossomal envolvida na degradação ou 

reciclagem de proteínas e organelas no interior das células (Baehrecke, 

2005; Codogno e Meijer, 2005; Levine e Yuan, 2005). Essick et al. 

(2013), mostraram que concentrações altas de H2O2 induz a formação de 

autofagossomas em cardiomiócitos. Uma possível explicação para o 

aumento de ERO, como já mencionado, é a inibição da cadeia de 

transporte de elétrons, que pode desencadear a produção de ERO, 

através da transferência inversa de elétrons, além dos próprios oxidantes 

endógenos presentes na fumaça de cigarro (Li et al., 2003; Muller et al., 

2004; Quinlan et al., 2012). Chen et al. (2007) utilizando rotenona (50 

µM), um inibidor do complexo I mitocondrial e tenoiltrifluoracetona 

(TTFA) (0,5 mM), um inibidor do complexo II, por 72 horas, mostraram 

que a inibição dos complexos I e II da cadeia respiratória induz a 

autofagia mediada pelo aumento das ERO. O presente estudo observou 

aumento da produção de ERO nos camundongos expostos à fumaça de 

cigarro por 7, 15, 30 e 45 dias, através da oxidação do DCFH, 

consistente com dados encontrados por Scherz-Shouval et al. (2007). 

Por outro lado, o uso de NAC e a cessação da fumaça de cigarro por 30 

dias, foi eficaz em reverter, parcialmente, os níveis de ERO. A NAC é 

um composto tiol derivado do aminoácido L-cisteína. Por possuir um 
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grupamento sulfidrila é amplamente usado como antioxidante em uma 

gama de eventos (Ziment, 1988). Estudos sugerem que a NAC aumenta 

as concentrações intracelulares de cisteína e, portanto, de glutationa 

reduzida (GSH), e isto reduz as espécies oxidantes como radical 

hidroxila e peróxido de hidrogênio (Issels et al., 1988; Aruoma et al., 

1989). Yuan et al. (2009), incubaram cardiomiócitos de ratos neonatos 

com H2O2 (100 µM) e observaram aumento da autofagia, o que foi 

revertido parcialmente com a incubação com NAC (2 µM).  

A autofagia geralmente ocorre quando as mitocôndrias não 

conseguem manter os níveis de ATP como no jejum (Levine e Yuan, 

2005), ou quando as mitocôndrias estão danificadas (Elmore et al, 2001; 

Gozuacik e Kimchi, 2004). Uma das moléculas chave envolvida na 

regulação da autofagia induzida por ERO e baixos níveis de ATP é a 

AMPK (Wu et al., 2014). O aumento dos níveis de AMPK ativa a 

proteína TSC2, que resulta em inibição da mTOR e indução da 

autofagia (Inoki et al., 2003; Matsui et al., 2007). Incubando células de 

miócitos ventriculares com H2O2 (1mM), Essick et al. (2013), 

mostraram significante aumento da fosforilação da AMPK e uma 

marcante redução da fosforilação da mTOR. Wang (2011), demonstrou 

que a ativação da AMPK por ERO derivados da mitocôndria é 

necessária para a indução da autofagia em células endoteliais, e que a 

fosforilação foi inibida pela administração dos antioxidantes 4-hidroxi-

Tempol e NAC. No presente estudo, a fosforilação da AMPK foi 

aumentada nos animais expostos à fumaça de cigarro. Como esperado, 

os animais expostos à fumaça de cigarro apresentavam redução 

significativa da fosforilação de mTOR. Este evento, possivelmente está 

relacionado ao aumento da autofagia mediado pelas espécies reativas. 

Corroborando os achados de Essick et al. (2013), o presente estudo 

observou diminuição na fosforilação de AMPK e aumento na 

fosforilação de mTOR após a suplementação com NAC e cessação da 

exposição à fumaça de cigarro por 30 dias. 

A AMPK pode ser modulada indiretamente por ERO via sestrina 

2. Zhang et al. (2013) demostraram que a sestrina 2 desempenha um 

papel fundamental na ativação da autofagia. As proteínas sestrinas 

acumulam-se nas células mediante ao aumento de estresse e levam a 

ativação da AMPK e inibição direta da mTOR, ocasionando a supra-

regulação da autofagia (Lee et al., 2010). No presente estudo, nos 

grupos expostos a fumaça de cigarro, a proteína sestrina 2 apresentou-se 

elevada, em relação ao grupo controle. Como esperado, o uso de 

antioxidante diminui os níveis de sestrina 2 no miocárdio de 

camundongos Swiss expostos ao cigarro. 
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A AMPK pode induzir a autofagia por diversos mecanismos, um 

deles, é a fosforilação da ULK em dois sítios estimulatórios (Serina 317 

e Serina 777) (Kim et al., 2011). Para que ocorra a indução da autofagia 

é necessária a associação da Atg13 e FIP200 com pULK1
 Ser317 Ser777 

(Singh et al., 2011; Castets e Rüegg, 2013). Diante disso, foi avaliado a 

fosforilação de ULK em serina 317. No presente trabalho, observou-se 

aumento da fosforilação ULK
 Ser317

 nos camundongos expostos a fumaça 

de cigarro por 7, 15, 30 e 45 dias e reversão desse aumento após o cessar 

da exposição por 30 dias e do uso de antioxidante. Kim et al. (2014) 

demonstraram que o aumento de ERO leva a ativação de várias 

moléculas autofágicas, inclusive a ULK. Após a ativação da ULK, para 

a formação do autofagossoma, é necessário o recrutamento das proteínas 

relacionadas a autofagia (ATG), dentre estas, a Atg5 é essencial para dar 

início ao alongamento do fagóforo (Mizushima et al., 2003). A 

ubiquitinização de Atg5 e Atg12 catalisada pelas enzimas Atg7 e Atg10 

é necessária para a formação do vacúolo autofágico (Mizushima et al., 

2001; Nemoto et al., 2003). Matsui et al. (2007), mostraram que a 

deleção homozigótica de Atg5 resultou em bloqueio da conversão de 

LC3 I para LC3 II no coração. Em ratos adultos, a deficiência cardíaca 

específica de Atg5 leva a diminuição da autofagia (Nakai et al., 2007). 

Além disso, Changou et al. (2014) demonstraram que o excesso de ERO 

ocasionou um aumento na Atg5 e outras moléculas autofágicas, o que 

foi revertido parcialmente com a suplementação de NAC. Resultados 

similares foram encontrados no presente estudo, em que o aumento de 

ERO nos grupos expostos à fumaça de cigarro levou a um aumento no 

conteúdo de Atg5 e, em contrapartida, a cessação da exposição por 30 

dias ou a suplementação diária de NAC (60 mg/kg) reduziu esses níveis. 

Uma reação da via autofágica regulada por ERO, é a clivagem de 

LC3 pela Atg4. A Atg4 é uma protease de cisteína que cliva LC3 para 

LC3 I, expondo um resíduo glicina permitindo a ligação covalente de 

LC3 I para PE, através da Atg3 e Atg7. Atg4 também é responsável pela 

clivagem de LC3-PE, impedindo a sua adesão à membrana do fagóforo, 

formando o autofagossoma. O H2O2 gerado durante situações de 

estresse regula a formação de autofagossoma pela inativação da Atg4, 

mantendo a conjugação  entre LC3-PE (Scherz-Shouval et al., 2007). 

Essick et al. (2013) mostraram que após a incubação de miócitos 

ventriculares com H2O2 (1mM) os níves de LC3 I e LC3 II estavam 

aumentados, o que confirma os resultados encontrados neste trabalho, 

que após a exposição à fumaça de cigarro, os animais expostos à 

diferentes tempos aumentaram as ERO, demostrado através do aumento 

do DCF seguido pelo aumento da proteína LC3 II. Em adição, após o 
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uso do antioxidante (L-cisteína), Chen et al. (2007) observaram redução 

nos níveis de LC3-II. Ainda Scherz-Shouval et al. (2007) demonstraram 

que o tratamento com NAC (10 mM) ocasionou uma redução no 

conteúdo de LC3, corroborando o presente estudo, onde a 

suplementação com NAC diminuiu a proteína LC3 II em camundongos 

expostos à fumaça de cigarro. Desta forma, supõe-se que o estresse 

oxidativo decorrente da exposição à fumaça de cigarro é responsável, 

pelo menos em parte, pela ativação da autofagia. O presente estudo 

mostrou que a fumaça de cigarro estimula a formação de ERO. Essa 

hipótese é corroborada por observações de que a autofagia induzida pela 

fumaça de cigarro, pode ser inibida pela administração de compostos 

antioxidantes, tais como o NAC. Estas condições oxidantes são 

essenciais para a autofagia, o que foi confirmado através do tratamento 

com NAC, que reduziu a autofagia como demonstrado pelos menores 

níveis de ULK, Atg5 e LC3 II (Scherz-Shouval et al., 2007).  

A fim de manter a função cardíaca adequada, o coração necessita 

se adaptar ao estresse cardiovascular elevado devido ao acúmulo de 

ERO (Murdoch et al., 2006; Hariharan et al., 2011). Quando o aumento 

de ERO supera as defesas antioxidantes pode ocasionar o estado de 

estresse oxidativo (Sawyer et al., 2002), o que compromete a função 

cardíaca (Sam et al., 2005). Corroborando está idéia, Essick et al. (2013) 

mostraram que a incubação om H2O2 diminui a viabilidade de 

cardiomiócitos. No coração, a autofagia constituí de um mecanismo 

homeostático para a manutenção da estrutura e função cardíaca 

(Codogno e Meijer, 2005; Reef et al, 2006; Martinet et al., 2007). 

Inibidores da autofagia, como o 3-metiladenina (3 MA), promovem a 

morte dos miócitos cardíacos sob inanição de glicose ou hipóxia, 

sugerindo que a autofagia pode ser protetora nesses períodos, através da 

reposição das reservas energéticas e remoção dos componentes 

citoplasmáticos disfuncionais (Matsui et al., 2007). No entanto, a 

indução excessiva da autofagia pode destruir o citosol e organelas 

(como as mitocôndrias e o retículo endoplasmático), liberando fatores 

que conduzem à morte celular e a disfunção cardíaca (Maiuri et al., 

2007b; Nishida et al., 2008). Zhou et al. (2013) demonstraram que a 

autofagia induzida pela fumaça de cigarro desempenha um papel 

patogênico diminuindo a função sistólica ventricular esquerda.   

Autofagia em níveis elevados além dos limites fisiológicos pode 

ser tóxica e desencadeia uma destruição celular conhecida como morte 

celular programada do tipo II, possivelmente através da ativação da 

apoptose (Yu et al., 2004; Kiffin et al., 2006; Scott et al., 2007) ou como 

um resultado da incapacidade das células sobreviverem a degradação 
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não-específica de grandes quantidades de conteúdo citoplasmático 

(Levine e Yuan, 2005; Gozuacik e Kimchi, 2007; Chen et al., 2008). 

Embora a morte celular, independente de caspase, não esteja bem 

estudada em comparação com a apoptose clássica (dependente caspase), 

parece que a produção de ERO é necessária para morte celular 

autofágica em diversas células (Kim e Lee, 2005; Xu et al., 2006; Yu et 

al., 2006). Na presença de um sequestrador de ERO (L-cisteína), Chen 

et al. (2007) mostraram que os níveis de ERO, a formação dos 

autofagolissomos e a morte celular autofágica reduziram, confirmando o 

mecanismo dependente da formação de ERO. Segundo Khanna et al. 

(2012), a suplementação com NAC pode melhorar os efeitos da 

exposição ao cigarro, prevenindo ou revertendo os efeitos adversos, tais 

como o infarto agudo do miocárdio no sistema cardiovascular. O 

mecanismo pelo qual a autofagia induz a morte celular permanece 

desconhecido, no entanto parece que as mitocôndrias desempenham um 

papel central (Gozuacik e Kimchi, 2004). O presente estudo não avaliou 

a morte celular do tipo II induzida pela autofagia, mas segundo o estudo 

realizado por Zhou et al. (2014), esta está aumentada em camundongos 

expostos à fumaça de cigarro.  

Diante dos resultados apresentados, o estudo demonstrou que 7, 

15, 30 e 45 dias de exposição à fumaça de cigarro foram suficientes para 

aumentar a autofagia no tecido cardíaco de camundongos Swiss. A 

indução da autofagia possivelmente foi mediada pela produção 

aumentada de ERO e ativação direta sobre a AMPK ou indireta através 

da sestrina 2. Desta forma, supõe-se que o estresse oxidativo decorrente 

da exposição à fumaça de cigarro é responsável, pelo menos em parte, 

pela ativação da autofagia. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo demonstram que a exposição à 

fumaça de cigarro aumenta os níveis das moléculas relacionadas a 

autofagia (ULK1
ser317

, Atg5 e LC3 II) induzidas pelas espécies reativas 

de oxigênio, e que isto pode ser mediado pela ativação de sestrina 2, 

AMPK e inibição da mTOR. Portanto, a reversão do processo 

autofágico a partir da adminstração da NAC ou da cessação da fumaça 

de cigarro observadas no presente estudo, está possivelmente 

relacionado com a produção de ERO. 
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