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RESUMO

O sistema renina angiotensina (SRA) desempenha um papel essencial na homeostase
cardiovascular. Varias enzimas, peptideos ativos e receptores regulam o SRA durante
condigbes fisioldgicas e patoldgicas. Recentemente, um estudo mostrou que a delegao
de um componente do RAS (gene MrgD) levou a uma remodelagao ventricular esquerda
significativa, desenvolvendo cardiomiopatia dilatada grave (DCM) em camundongos. A
DCM é uma doenga do musculo cardiaco caracterizada pelo aumento e dilatagdo de um
ou de ambos os ventriculos, juntamente com comprometimento da contratilidade. Além
disso, o DCM é a razdo mais comum para o transplante de coracdo em todo o mundo.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterizagcdo protebmica e
fosfoprotedmica dos tecidos e células cardiacas derivadas de camundongos sem o gene
MrgD, para um melhor entendimento do papel desse receptor na DCM. Assim, o
ventriculo esquerdo, os cardiomidcitos ventriculares e a matriz extracelular de
camundongos adultos knockout para MrgD (mrgd-ko) e C57BI6 (wt) foram submetidos a
analise protedmica. A analise protedmica funcional mostrou que a delegdo MrgD
desencadeia mudancgas significativas nas vias relacionadas a homeostase ibnica,

contragdo muscular, sinalizagao adrenérgica, organizagao do sarcomero e adeséo focal.

Palavras-chave: Sistema Renina Angiotensina; Alamandina; MrgD; Cardiomiopatia

Dilatada; Protebmica; Fosfoprotedmica.



ABSTRACT

The renin angiotensin system (RAS) plays an essential role in the cardiovascular
homeostasis. Several enzymes, active peptides and receptors are regulating RAS during
physiological and pathological conditions. Recently, a study showed that deletion of a
RAS component (MrgD gene) led to a significant left ventricular remodeling, developing
severe dilated cardiomyopathy (DCM) in mice. DCM is a disease of the cardiac muscle
characterized by enlargement and dilation of one or both of the ventricles along with
impaired contractility. Moreover, DCM is the most common reason for heart
transplantation worldwide. Therefore, we aimed to perform a proteomic and
phosphoproteomic characterization of the cardiac tissues and cardiac cells derived from
mice without MRGD gene for a better understanding of the role of this receptor in DCM.
Thus, the left ventricle, the ventricular cardiomyocytes and the extracellular matrix from
MrgD-knockout (mrgd-ko) and C57BI6 (wt) adult mice were submitted to proteomics
analysis. Functional proteomics analysis showed that MrgD deletion triggers significant
changes in pathways related to ionic homeostasis, muscle contraction, adrenergic

signaling, sarcomere organization and focal adhesion.

Keywords: Renin Angiotensin System; Alamandine; MrgD; Dilated Cardiomyopathy;
Proteomics; Phosphoproteomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Renina Angiotensina

O sistema renina angiotensina (SRA) desempenha um papel essencial para a fisiologia
cardiovascular. Varios estudos mostram a relagcdo entre o SRA e o0 controle da
homeostase idnica, volemia, estabilidade hemodinamica e rigidez cardiaca (Jia, Aroor, et
al., 2018; Jia, Hill, et al., 2018). Entretanto, em condi¢des patofisioldgicas, a desregulacao
dos componentes desse sistema pode desencadear processos inflamatérios e levar ao
desenvolvimento de varias desordens locais e sistémicas (Paul et al., 2006; Wu et al.,
2018; Paz Ocaranza et al., 2020). Por isso, desde a sua descoberta, 0 SRA tem sido um
importante alvo para o tratamento de distarbios no sistema cardiovascular (Ferreira et al.,
2010).

O SRA é composto por uma cascata de reacdes enzimaticas que geram peptideos com
efeito vasoativos. No eixo classico, a producéo desses peptideos inicia-se pela clivagem
do angiotensinogénio, uma proteina plasmatica de alta massa molecular, pela enzima
renina, formando a angiotensina | (Ang 1), que € um decapeptideo de sequéncia [Asp-
Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu] sem efeito conhecido, que é posteriormente clivado
pela enzima conversora de angiotensina (ECA), formando a angiotensina Il (Ang Il), um
octapeptideo de sequéncia [Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe] e que é agonista
preferencial do receptor de angiotensina do tipo 1 (AT1). A ativacdo desse receptor pela
Ang Il induz vasoconstricdo, hipertrofia cardiaca, aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS, sigla do inglés), fibrose, inflamacéo, entre outros (Forrester et al., 2018).
Esses efeitos sdo contrabalanceados pela ativacdo do eixo néao classico ou protetor, que
acontece através da clivagem da Ang | pelas enzimas prolil endopeptidase (PEP),
oligopeptidase timet (TOP), endopeptidase neutra (NEP) ou a partir da clivagem da Ang
Il pela PEP ou ECA2, formando a angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)), um heptapeptideo de
sequéncia [Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro] e agonista do receptor MAS. A ativagdo do
receptor MAS pela Ang-(1-7) desencadeia efeitos protetores no sistema cardiovascular
(Santos et al., 2018; Miller e Arnold, 2019; Paz Ocaranza et al., 2020). Embora a maior
parte da Ang-(1-7) produzida seja a partir da ECA2, existe uma por¢ao menos significativa
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que é formada a partir da hidrélise da Angiotensina-(1-9) pela ECA (Mckinney et al.,
2014). Aléem disso, a Ang-(1-7) pode ser transformada em Alamandina, um heptapeptideo
de sequéncia [Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro]. De forma paralela, a Ang Il, por acdo de uma
enzima ainda desconhecida, que promova a descarboxilacdo do residuo de aspartato N-
terminal (Asp?), pode se transformar em angiotensina A (Ang A), um octapeptideo de
sequéncia [Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe] capaz de se ligar ao receptor AT1 (Hrenak
et al.,, 2016). A Ang A também pode ser transformada em Alamandina. A figura 1
representa as vias de formacéo dos peptideos efetores do RAS. Através da interacédo
com seu receptor endégeno Membro D do receptor acoplado a proteina G relacionado
ao MAS (MrgD), a Alamandina induz efeitos muito parecidos aos da Ang-(1-7) (Lautner
et al., 2013; Paz Ocaranza et al., 2020).

Angiotensinogénio Angiotensina A

Anglotensma I , Angiotensina (1-7) Alamandina

(t’l‘tiﬂﬁi o Dmmwiga,51Q’3 ct’;it‘)

“C‘u‘] : Inﬂd

Anglotensma 1l

MAS || ' MRGD ||

ECA2 ¥
M | AR &y QoU é
Vasoconstrigio Vasodilatagdo Vasodilatagio
AT1 i Hipertensivo Anti-hipertensivo Anti-hipertensivo
gy Proliferativo Anti-fibrotico Anti-fibrotico
\I@ LE Pro-fibrotico Anti-proliferativo Anti-proliferativo

Figura 1 — Esquema simplificado das vias de formagdo dos peptideos efetores do sistema renina

angiotensina.
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1.2 Eixo Alamandina/MrgD

1.2.1 Receptor MrgD

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sdo formados por sete hélices
transmembrana, com a porgdo N-terminal no meio extracelular e a porgdo C-terminal
intracelular. Os GPCRs sdo a maior familia de receptores de superficie e as primeiras
entidades envolvidas na sinalizacao celular (Hilger et al., 2018; Wang et al., 2018). Além
disso, apresentam papéis importantes em varios processos fisiolégicos, como a
proliferagao, diferenciagdo, quimiotaxia e comunicagao celular (Lefkowitz, 2013; Wang et
al., 2018). A interacao do ligante com o GPCR gera uma mudanga conformacional do
receptor, iniciando o ciclo de atividade da proteina G e induzindo varios sinais
intracelulares (Lembo et al., 2002; Latorraca et al., 2017). Os GPCRs podem ser ativados
por uma grande variedade de ligantes, incluindo neuropeptideos, aminas biogénicas,
aminoacidos, luz (fétons), quimiocinas, fatores de crescimento, entre outros (Lembo et
al., 2002; Wang et al., 2018). As proteinas G sao proteinas intermediarias essenciais para
a transducéo de sinal, ligando-se em diversos GPCRs localizados na superficie celular
(Hilger et al., 2018).

Os genes dos receptors relacionados ao MAS (MRGSs) constituem uma subfamilia de
GPCR que séo expressos principalmente em células neurais. Em estudos iniciais foram
associados a inflamacéo e nocicepcéo, inclusive na regulacdo da percepcédo, sensacao
e estimulo da dor (Dong et al., 2001; Zhang et al., 2005; Avula et al., 2013).

O receptor MrgD, também conhecido como TGR7, faz parte da classe D dessa subfamilia
e apresenta cerca de 30% de similaridade com o receptor MAS. Além disso, o receptor
MRGD apresenta um alto grau de ortologia entre espécies de murinos e primatas (Zylka
et al., 2003; Zhang et al., 2005), sugerindo uma possivel conservagao na funcao desse
receptor nessas espécies. Embora o MrgD tenha alta similaridade com os MRGs de
classe A, B e C, e durante os estagios de desenvolvimento esses receptores sejam
expressos conjuntamente, sua expressao pos nascimento parece ser segregada desses
receptores, levando a uma localizagéo diferente (Liu et al., 2008). O MrgD € expresso em

praticamente todos os 6rgaos, com maior predominancia em tecidos e células cerebrais
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e cardiacas, testiculo, bexiga, artéria e tecidos adiposos (Shinohara et al., 2004; Oliveira
et al., 2019). Além disso, células de ovario de hamster chinés (CHO) transfectadas com
os genes de MrgD humano, ratos e camundongos apresentam resposta ao estimulo com
a B-Alanina, aumentando os niveis de célcio intracelular e ativando a fosforilacdo das
proteinas quinases ativadas por mitogénio (ERK1/2) (Shinohara et al., 2004; Milasta et
al., 2006; Zhang et al., 2007).

1.2.2 Alamandina

A alamandina foi o dltimo peptideo hormonal pertencente ao SRA a ser identificado
(Lautner et al., 2013) e, desde entéo, tem sido considerado o agonista pleno do MrgD,
por ativar esse receptor em menores concentragbes que a [-Alanina. Entretanto, a
alamandina também parece se ligar ao AT1, mas com uma afinidade menor, e bloquear
seus efeitos (Soltani Hekmat et al., 2017; Michalatou et al., 2018). No conhecimento atual,
a formacédo da alamandina pode acontecer por duas rotas enzimaticas diferentes (Figura
1). A primeira acontece pela hidrélise da Ang A pela ECA2, formando a alamandina e a
segunda pela descarboxilagdo da Ang-(1-7) em seu primeiro residuo de amino acido,
transformando o Asp! em um residuo de Ala® (Lautner et al., 2013). Embora a enzima
gue realiza essa descarboxilacdo seja ainda desconhecida, existe a hipotese de que
bactérias presente no trato gastrointestinal e no coragdo possam converter a Ang Il e a
Ang-(1-7) em Ang A e Alamandina, respectivamente (Jha et al., 2020).

Quando a alamandina foi identificada pela primeira vez, por Lautner e colaboradores
(Lautner et al., 2013), o seu efeito foi descrito como uma molécula vasodilatadora. Apds
a sua caracterizacdo, varios outros estudos também tém mostrado os efeitos anti-
hipertensivos da alamandina (Soares et al., 2017; Liu et al., 2018; Hekmat et al., 2019).
O tratamento com alamandina também parece diminuir a degranulagcéo de neutréfilos e
atenuar a resposta inflamatoria induzida por macrofagos, indicando um efeito anti-
inflamatorio para esse heptapeptideo (Da Silva et al., 2017; De Souza-Neto et al., 2019;
Song et al., 2019). Além disso, a alamandina foi reportada como capaz de induzir uma
resposta para a neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, sigla do inglés) e
diminuir o estresse oxidativo (Qaradakhi et al., 2017; Park et al., 2018; Huang et al., 2020;

Zhu et al., 2020), atuar como um agente anti-fibrotico (De Souza-Neto et al., 2019; Wang
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et al., 2019; Huang et al., 2020), atenuar a hipertrofia de cardiomiocitos e do tecido
cardiaco (Liu et al., 2018; Silva et al., 2021), promover um efeito antiproliferativo seletivo
a células tumorais (Ledo et al., 2020) e induzir um efeito antidepressivo em ratos
transgénicos apresentando uma expressao reduzida de angiotensinogénio no cérebro
(Almeida-Santos et al., 2021). Além disso, camundongos com o gene MrgD deletado
desenvolvem uma cardiomiopatia dilatada severa (Oliveira et al., 2019). Desta forma, fica
claro que o eixo Alamandina-MrgD apresenta um papel importante na homeostase do

coracao, apesar de ndo ser o unico tecido-alvo.
1.3 O Coracéao

O coracéo (Figura 2) é um 6rgéo pulsatil que apresenta quatro camaras organizadas em
duas bombas (direita e esquerda) para fornecer um fluxo sanguineo constante as
circulacdes sistémicas e pulmonar. Resumidamente, o ciclo cardiaco funciona da
seguinte forma: o ventriculo direito bombeia o sangue desoxigenado (rico em COz2)
proveniente da circulacao sistémica e do préprio musculo cardiaco para os pulmdes,
atraves do tronco pulmonar, que se ramifica em artérias pulmonares direita e esquerda.
Dentro dos pulmdes o sangue é oxigenado e o excesso de CO: é eliminado. O sangue
oxigenado € coletado pelas veias pulmonares, que se abrem no atrio esquerdo, que
atuam como uma cavidade de coleta do sangue oxigenado. O atrio esquerdo bombeia o
sangue para o ventriculo esquerdo passando pela valvula mitral. Entdo o ventriculo
esquerdo bombeia 0 sangue oxigenado para a circulacao sistémica, através da artéria
aorta. Ao realizar as trocas gasosas nos tecidos periféricos, o sangue retorna ao atrio

direito e o ciclo se repete (Rehman e Rehman, 2021).



19

Tronco Artéria carotida
i Ali comum esquerda .
braqmocefalyfo Artéria
i subclavia
esquerda

Artéria
pulmonar
esquerda

Veia cava
superior .

A superior e
~~~~~~ inferior
esquerdas

pulmonar

Valva do o T Valva
tronco ... ; | q da aorta
pulmonar “

Valva
tricspide

A ™ Pericardio
Veia cava inferior

Figura 2 - Esquema da  estrutura anatbmica do coragéo. Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Diagram_of the_human_heart_(cropped) pt.svg. Acesso em:
08/2021.

1.3.1 Tecido Muscular Cardiaco

O tecido muscular cardiaco (Figura 3), assim como o esquelético, € uma derivacédo do
tecido muscular estriado. O musculo estriado cardiaco é especializado em realizar a
contracdo do coracdo pela conversdao da energia eletroquimica em energia motora
(Shadrin et al., 2016). Esse tecido € composto por diversas fibras musculares (miécitos),
formados por estruturas cilindricas conhecidas como miofibrilas (Hwang e Sykes, 2015;
Rassier, 2017). As miofibrilas sdo formadas por varios sarcémeros (figura 4) organizados
de forma continua. A repeticdo dessas unidades motoras micrométricas forma a anatomia
do musculo estriado cardiaco (Hwang e Sykes, 2015). Além disso, esse tecido apresenta
estruturas tubulares que se localizam entre as miofibrilas. Esses tubulos (Tubulos T) sédo
essenciais para 0s processos de contracao e relaxamento cardiaco (Sonnenblick e Stam,
1969).
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Fasciae adherens

Figura 3 — Esquema da histologia do musculo estriado cardiaco: (a) corte histolégico do tecido muscular
cardiaco com estruturas do nucleo, discos intercarales e os cardiomiécitos apontados e esquemas
mostrando as jun¢des do tipo Gap e os complexos de adeséo focal; (b) esquema do musculo cardiaco
mostrando a sua estrutura e apontando a localizacéo das células cardiacas, discos intercalares, nucleo,
mitocdndria, Tdbulos T e reticulo endoplasmatico. Disponivel em: https://socratic.org/questions/what-is-the-

function-of-cardiac-muscles-cells. Acesso em: 08/2021.

1.3.2 Sarcbmeros

Os sarcOmeros sao estruturas compostas por proteinas intercalares, organizadas em trés
dimensdes, que respondem a uma mudanca nos niveis de ions calcio, gerando uma forca
ativa e passiva (Frazier et al., 2011; Rassier, 2017). Microscopicamente, o sarcomero é
divido em trés porcdes, as bandas A e |, e os discos Z (Rassier, 2017). Os discos Z
delimitam as bordas laterais dos sarcOmeros e consistem em filamentos de actina que
estédo ligados a moléculas de a-actinina (Knoll et al., 2011; Hsu et al., 2018). A banda |
abrange uma area adjacente ao disco Z e é composta principalmente pelos filamentos de
actina e titina (Rassier, 2017). A banda A abrange a maior parte do sarcémero e é nesta
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estrutura que os filamentos espessos (composto majoritariamente por miosina) e finos
(compostos principalmente por actina) estdo sobrepostos (Rassier, 2017). Nessa mesma
banda a titina forma um filamento continuo que abrange pelo menos a metade do
comprimento do filamento espesso, abrangendo o centro do sarcomero até o disco Z
(Radke et al., 2019). Além disso, os sarcomeros adjacentes sao ligados uns aos outros
por filamentos de a-actinina (Hsu et al., 2018). A figura 4 mostra a estrutura basica do

sarcObmero.

a Thin (actin) filament Thick (myosin) filament

a-actinin Titin

Z-disc I-band A-band

Figura 4 — Estrutura béasica do sarcomero. Representacdo da organizacéo dos filamentos de miosina,
actina, a-actinina e titina. A proteina C de ligagdo com a miosina (MyBP-C, sigla em inglés) em azul faz a

estabilizacéo das intera¢ges entre os filamentos (Hwang e Sykes, 2015).
1.3.3 Acoplamento Excitagcao-Contracao no Masculo Cardiaco

O processo de acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) € a associacao da excitacao
(potencial de acéo) a contracdo do musculo cardiaco. O AEC é responsavel por controlar
a concentracdo de ions Ca?* durante os processos de sistole e diastole do coragdo. Na
sistole, a despolarizacédo produzida pelo potencial de agdo nas células cardiacas abre 0s
canais de Ca?* dependente de voltagem do tipo L, localizados na membrana e nos
tibulos T. Essa abertura promove um influxo de ions Ca2* em um espaco situado entre
o sarcolema (membrana plasmatica) e o reticulo endoplasmatico (RE). O aumento da
concentracdo desses ions induz a ativacdo do receptor Rianodina, promovendo a
liberacdo de mais ions Ca?* nesse espaco. Essas duas fontes de célcio aumentam o
gradiente de ions Ca?* intracelular, que por sua vez se ligam a Troponina, resultando no

deslizamento dos filamentos espessos e finos, realizando o encurtamento dos midcitos
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cardiacos (Eisner et al., 2017). Durante o processo de repolarizacdo das células
cardiacas, os canais de calcio e Rioanodina se fecham, entdo os ions Ca?" sdo
bombeados para o RE pela SERCA e o restante € removido para o liquido extracelular
(LEC) através do trocador de sddio calcio (NCX) (Aronsen et al., 2013). O influxo de ions
Na* para o liquido intracelular (LIC) gerado pelo NCX é controlado pela bomba de
sodio/potassio, que realiza o efluxo de ions Na*, reestabelecendo o potencial de repouso

nas células cardiacas (Aronsen et al., 2013).
1.3.4 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (ECM) apresenta muitas funcdes, ndo sendo apenas um suporte
inerte para o os cardiomiécitos (midcitos cardiacos) (Lockhart et al., 2011). A ECM é de
fato uma malha ndo celularizada, entretanto, apresenta uma alta capacidade de
remodelamento e esta presente em todos os tecidos (Bonnans et al., 2014). De forma
geral, a ECM é formada principalmente por colagenos, proteoglicanos, glicoproteinas,
ligantes a fatores de crescimento, receptores, enzimas proteoliticas, entre outras (Hynes
e Naba, 2012).

Além do papel classico de dar suporte mecéanico as células do tecido, a ECM desenvolve
papéis importantes na sinalizacéo celular (Frangogiannis, 2019). A integridade e a funcéo
do musculo cardiaco, por exemplo, dependem das intera¢des entre as fibras musculares
com a ECM (Ryckebusch et al., 2016). Por isso, uma perturbacdo na expressao de

proteinas da ECM pode levar a ma formacéao cardiaca (Lockhart et al., 2011).
1.4 A Cardiomiopatia Dilatada

Cardiomiopatias sdo um grupo heterogéneo de doencas do musculo cardiaco associadas
com o tamanho e a espessura anormal das camaras e paredes cardiacas e/ou a
disfuncdo mecéanica ou elétrica que levam a uma hipertrofia concéntrica, com reducao
das camaras cardiacas ou hipertrofia excéntrica, caracterizada por uma dilatacéo
ventricular inapropriada com consequente reducao da forga contratil do coracéo (Jefferies
e Towbin, 2010; Weintraub et al., 2017). As cardiomiopatias podem ser classificadas

como primarias ou secundarias (Mahmaljy et al., 2021). De acordo com a American Heart
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Association, as cardiomiopatias primarias sao desordens que acontecem somente no
musculo cardiaco e as secundarias sdo causadas pelas mas condicdes sistémicas ou

doencas em varios 6rgdos concomitantemente (Maron, 2008).

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenca do musculo cardiaco caracterizada pelo
alargamento e dilatacdo do(s) ventriculo(s) e pela disfuncdo contratil na auséncia de
doencas coronarianas (Jefferies e Towbin, 2010; Weintraub et al., 2017; Mahmaljy et al.,
2021). Além disso, mudancas patofisioldgicas, como a diminui¢cdo do volume de sangue
ejetado a cada contracdo (sistole), da quantidade de sangue ejetado por minuto (débito
cardiaco), do volume de sangue dentro do ventriculo durante a diastole (volume diastdlico
final), da forca de contracdo do ventriculo e mudangas na estrutura dos sarcomeros
ocorrem na CMD (Jefferies e Towbin, 2010; Frazier et al., 2011; Schultheiss et al., 2019).

1.4.1 Epidemiologia da Cardiomiopatia Dilatada

A CMD é um dos fatores mais comuns gque levam ao desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca e é a causa mais comum para o transplante de coracdo no mundo (Weintraub
et al.,, 2017; Caviedes Bottner et al., 2018). Estudos epidemiolégicos baseados em
exames ecocardiograficos, angiograficos ou autdpsia mostraram uma prevaléncia
estimada de 40 casos por 100.000 individuos. A prevaléncia da CMD varia de acordo
com as diferencas étnicas e geograficas. Entretanto, essa razéo parece ser subestimada
(Mcnally e Mestroni, 2017; Weintraub et al., 2017) e os indices de mortalidade dessa
doenca também ndo sdo muito conhecidos (Dziewiecka et al., 2020). Entre 2010-2017, a
estimativa de mortalidade associada as cardiomiopatias era de 5,9 por 100.000 pessoas
na populacédo global (Schultheiss et al., 2019). O diagnéstico padrao ouro para a CMD é
a ecocardiografia e os critérios para diagnéstico séo: (i) fragdo de ejegcdo menor do que
45% e (ii) dimensao diastolica final da(s) camara(s) cardiaca(s) maior(es) do que 177%
dos valores normais para area de superficie corporal (Dadson et al., 2017). Entretanto, a
ressonancia nuclear magnética cardiaca e a biopsia endomiocéardica também s&o usados

para o seu diagnostico (Mcnally e Mestroni, 2017).

1.4.2 Causas Genéticas da Cardiomiopatia Dilatada
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A CMD pode ser desenvolvida por fatores genéticos e adquiridos (ndo genéticos)
(Weintraub et al., 2017). Os principais fatores ndo genéticos desencadeadores da CMD
sdo a hipertensao arterial, doenca das valvulas, infarto do miocardio, infec¢bes virais,
distarbios hormonais e doencas inflamatorias causadas por drogas ou toxinas (Mcnally e
Mestroni, 2017; Weintraub et al., 2017). As causas genéticas da CMD sao diversas, e de
forma geral envolvem genes que expressam proteinas do sarcomero, citoesqueleto,
envelope nuclear, vias transcricionais e mitocondriais (Weintraub et al., 2017). Vale
ressaltar que mesmo as formas nao genéticas de CMD podem ser influenciadas pelo
perfil genético de cada individuo e causas mistas podem estar presentes nessa doenca
(Dadson et al., 2017; Mcnally e Mestroni, 2017). Atualmente, o desenvolvimento de
técnicas de sequenciamento genético vem se tornando cada vez mais eficiente e com
menor custo (Ashley, 2016), facilitando a identificacdo de varios genes associados ao
desenvolvimento da CMD (Schultheiss et al., 2019). Nos dias de hoje, mais de 100 genes
sao verificados em testes comerciais para a identificacdo de CMD (Mcnally e Mestroni,
2017). A maior parte deles sdo genes codificadores de proteinas do sarcémero,
citoesqueleto e canais i6nicos (Dadson et al.,, 2017). A literatura sobre os genes
relacionados a CMD é vasta. A Tabela 1 sumariza os estudos sobre os genes mais

estudados publicados recentemente.

Tabela 1 — Genes mais prevalentes envolvidos na cardiomiopatia dilatada.

GENE PROTEINA LOCALIZACAO REFERENCIAS

(Herman et al., 2012;

Franaszczyk et al, 2017,

Akinrinade et al., 2019;

Roggenbuck et al., 2019; Brown

et al., 2020; Fang e Liu, 2020;
Vikhorev et al., 2020)

(Vaikhanskaya et al., 2014;

A Kawakami et al., 2018; Zahr e

LMNA Prelamina A/C Envelope Nuclear  j;iouk, 2018; Cheedipudi etal.
2019; Lee et al., 2019)

(Hershberger et al., 2008;

) R Tanjore etal., 2010; Zheng etal.,

MYH7 Myosina 7 (MHC) Sarcémero 2010; Homayoun et al., 2011;

Petropoulou et al., 2017,

TTN Titina Sarcémero

Abdallah et al., 2019)
Regulador molecular 3 da chaperona da ] (ol e, ZU5 FERp Gliel
o Disco Z 2017; Dominguez et al., 2018;
familia BAG Mcdermott-Roe et al., 2019)
(Jachymovaetal., 2012; Lietal.,
2014; Li et al., 2015; Fernlund et
al., 2017; Petropoulou et al.,
2017; Pettinato et al., 2020)
(Begay et al., 2016; Gomez et
. . . al., 2017; Sveinbjornsson et al.,
FLNC Filamina C Citoesqueleto 2018; Ader et al., 2019, Liebman
etal., 2021)
(Li, D. et al., 2010; Guo et al.,

RBM20 Proteina 20 de ligagdo a RNA Nucleo 2012; Fernandez-Ruiz, 2020;
Robyns et al., 2020)

1 i i (Mcnair et al., 2004; Hesse et al.,
SCN5A Proteina tipo 5 subunidade alfa do Membrana el Ee Jiseorich

canal de sodio plasmética Mazzaccara et al., 2018)

BAG3

TNNT2 Troponina T do musculo cardiaco Sarcémero
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(Medin et al., 2007;
. Retl’ClJ'O Truszkowska et al., 2015; Young
PLN Fosfolambano cardiaca . et al, 2015; Li et al, 2019;
endoplasmatlco Eijgenraam et al., 2020; Feyen
etal., 2021)
TNNC1  Troponina C Sarcomero R
TNNI3  Troponina | do misculo cardiaco Sarcémero ot o el
(Colpan et al_., 2017; Kopylova et
TPM1 Cadeia alfa 1 da tropomiosina Sarcémero S bis M acolcoa
2020)
(Lynch et al., 2015; Lynch et al.,
. i - i i " 2017; Mahdieh et al.,, 2018;
MYBPC3 Proteina C de ligagdo a miosina Sarcébmero Blagova et al,  2020;

Mastroianno et al., 2020;
Nakashima et al., 2020)

1.5 Cardiomiopatia Dilatada Induzida pela Delecdo Génica do MrgD

Recentemente, um novo gene foi associado ao desenvolvimento de CMD em modelo
murinho (Oliveira et al., 2019). Neste estudo, foi demonstrado que a delecéo do gene
MrgD em camundongos levou a um acentuado remodelamento cardiaco e a alteracdes

em varios parametros morfoldgicos e fisiolégicos nesses animais.

Os exames ecocardiograficos mostraram um aumento consideravel no volume e no
diametro diastdlico e sistolico finais e uma diminui¢éo no débito cardiaco em comparacao
ao controle, levando a uma reducdo acentuada da fracdo de ejecédo e da fracdo de
encurtamento do coracdo. Além disso, os animais MrgD”- (mrgd-ko) apresentaram um
aumento na camara do ventriculo esquerdo e uma diminuicdo na espessura do septo
interventricular e da parede do ventriculo esquerdo. Essas mudancas funcionais vieram
acompanhadas de uma assincronia no batimento do ventriculo esquerdo nesses animais
(Oliveira et al., 2019). Em experimentos complementares, corac¢des isolados de animais
mrgd-ko em sistema de Langendorff mostraram uma diminuicdo da pressao sistolica e
da performance ventricular. De forma similar, os cardiomiécitos isolados dos animais
mrgd-ko apresentaram alteracbes em sua morfologia e uma diminui¢cdo da forca e do
ritmo de contracdo (Oliveira et al., 2019). Apesar do fenétipo de CMD associada a delecao
do gene MrgD estar bem caracterizada em modelo murino, pouco se sabe sobre as bases

moleculares que geram esse fenotipo deletério.

1.6 Protebmica
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Em 1994, Marc Wilkins criou o termo proteoma (Wilkins, 2009), que € definido como todas
as proteinas expressas e sintetizadas por um determinado genoma, presente em uma
célula ou tecido em um derterminado momento (Wilkins, Pasquali, et al., 1996; Wilkins,
Sanchez, et al., 1996), sendo a protebmica a area de conhecimento que estuda os
proteomas. Dentro dessa caracterizacdo, pode-se incluir a identificacdo e quantificacao
de proteinas e/ou peptideos, a elucidacao estrutural de proteinas, a caracterizacdo da
funcédo e a interagdo entre essas proteinas (Aslam et al., 2017). Os avancos nas técnicas
prote6bmicas, como nas etapas de preparacdo de amostras, analises espectrométricas,
busca em bancos de dados e analises de bioinformatica transformaram a maneira como
as proteinas e modificacGes pds traducionais séo identificadas e quantificadas (Lindsey
et al., 2015). Atualmente, € possivel detectar e quantificar milhares de proteinas em
amostras bioldgicas através da protedbmica. Sendo assim, essa metodologia pode
fornecer informacdes preciosas para o entendimento de fenétipos, processos celulares e

vias de sinalizacdo em condi¢cdes de homeostasia ou patolégicas (Mokou et al., 2017).
1.6.1 Fosfoproteoma

A fosforilacédo é provavelmente a modificacéo pos traducional (PTM, sigla em inglés) mais
estudada na transducao de sinais em sistemas bioldgicos (Mayya e Han, 2009). Essa
PTM apresenta um papel essencial na regulagdo de enzimas, receptores, fatores de
transcricdo, proteinas estruturais, dentre outras (Humphrey et al., 2015). Por ser um
mecanismo reversivel, a fosforilagdo esta envolvida em praticamente todos 0s processos
celulares (Lork et al., 2019).

De forma geral, a fosforilagdo acontece através de proteinas quinases, que realizam a
adicdo de um grupo fosfato (PO4%) ao grupo R polar de residuos de serina (Ser), treonina
(Thr) e tirosina (Tyr) em células eucarioticas (Ardito et al., 2017). O processo inverso é
regulado pelas fosfatases (Singh et al., 2017). A fosforilacdo ou defosforilacéo é capaz
de induzir uma modificacdo conformacional na proteina alvo, devido a adigdo/remocéao
de carga negativa proveniente do grupo fosfato, que pode influenciar diretamente na
atividade da proteina fosforilada ou defosforilada, por exemplo, modulando a sua
afinidade por um substrato ou até mesmo induzindo a sua degradacéao (Stultz et al., 2002;

Groban et al., 2006). Por isso, estudar o conjunto de fosfoproteinas que é regulado por
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um determinado fendtipo pode ser essencial para entender melhor 0s processos

celulares que séo alterados nas doencgas cardiovasculares.
1.6.2 Abordagens Protedmicas: shotgun/bottom-up

A abordagem “shotgun/bottom-up” € a mais utilizada nas analises proteémicas
atualmente. Essa abordagem consiste na hidrélise enzimatica de proteinas extraidas de
células ou tecidos e na anadlise por espectrometria de massa da mistura de peptideos
gerados. De forma simplificada (figura 5), a mistura de peptideos é submetida a anélise
de cromatografia liquida acoplada a um espectrébmetro de massa (LC-MS/MS), onde a
razao m/z dos ions precursores (MS1) e dos seus fragmentos (MS2) sdo analisados
(Dupree et al., 2020).

Em abordagens “bottom-up” séo utilizados dois métodos de aquisicdo de dados, o
método “data dependent analysis” (DDA) e a “data independent analysis” (DIA). O método
DDA consiste na escolha dos ions precursores mais abundantes (top N) para serem
fragmentados (Guan et al., 2020). Além disso, os peptideos sdo submetidos a lista de
exclusdo dindmica, que consiste na exclusdo, por um periodo de tempo previamente
determinado, de ions de mesma razdo m/z que ja foram fragmentados (MS/MS), evitando
a fragmentacado repetida dos ions precursores (Bateman et al., 2014). A identificacédo
(sequenciamento) dos peptideos acontece pela comparacao do perfil de fragmentacao
gerado nos dados experimentais (espectros MS/MS adquiridos) com a fragmentacéo
tedrica (in silico) dos peptideos gerados apés digestdo, também tedrica (in silico), das
proteinas presentes no banco de dados (Dupree et al., 2020). A figura 5 apresenta um

fluxograma tipico de trabalho da protedmica do tipo “shotgun/bottom-up”.
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Figura 5 — Esquema simplificado de uma estratégia shotgun/bottom-up. As proteinas sao extraidas de
células ou tecidos, reduzidas, alquiladas e digeridas utilizando uma determinada enzima (por exemplo a
tripsina). Os peptideos gerados séo posteriormente analisados por cromatografia liquida (LC) acoplada a
espectrometria de massa in tandem (MS/MS). Os espectros adquiridos (experimentais) sdo comparados
com espectros de MS/MS tedricos (in silico) gerados por ferramentas de busca (analise de bioinformética)
para identificar as proteinas presentes na amostra biolégica. Figura adaptada de Verano-Braga &
Roepstorff. Disponivel em: https://aktuelnaturvidenskab.dk/fileadmin/Aktuel_Naturvidenskab/nr-2/AN2-
2014giftdyr.pdf. Acesso em 08/2021.

1.6.3 Proteoma Quantitativo

A quantificacdo da abundancia das proteinas e as suas PTMs nos fenétipos estudados é
importante para o estudo de sistemas biolégicos (Schubert et al., 2017). A quantificacao
de proteinas utilizando espectrometria de massa pode ser absoluta, quando é possivel
determinar a concentracdo exata da proteina na amostra, ou relativa, quando €
mensurado as proporcdes de determinada proteina em diferentes amostras (Rauniyar e
Yates, 2014). A maior parte das estratégias de quantificacéo de proteinas em MS utilizam
0 método de diluicdo isotOpica, que se baseia no principio de que muitos elementos

gquimicos tém pelo menos 2 isGtopos e que a proporcao entre esses isOtopos é constante.
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Entdo, quando uma quantidade definida de um isétopo estavel é adicionada na amostra,
€ possivel fazer a quantificacdo por MS comparando o sinal de suas intensidades
(Rodriguez-Gonzalez e G., 2019). Embora cada peptideo sofra um aumento de massa,
suas propriedades fisico quimicas permanecem as mesmas. Por isso, 0S mesmos
peptideos com massas diferentes serdo eluidos e analisados ao mesmo tempo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS, sigla em inglés)
(Boersema et al., 2009) (Figura 5).

As marcacoes isotOpicas podem ser introduzidas aos residuos de aminoacidos (i)
metabolicamente, (ii) quimicamente ou (iii) usando um peptideo sintético como padréo de
referéncia (Bantscheff et al., 2007). Outra op¢éo de quantificacdo € fazer as anélises sem

marcacao (Zhao et al., 2020) (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema simplificado dos desenhos experimentais usados em espectrometria de massa

quantitativa. Os retangulos azuis e amarelos representam duas condi¢cdes experimentais distintas. As
linhas horizontais indicam quando as amostras sdo combinadas (sempre ap6s a marcacao isotépica). As

linhas tracejadas indicam pontos de variagdo metodolégica (Bantscheff et al., 2007).
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A marcacao metabolica se baseia na introdu¢cdo de aminoacidos enriquecidos com 0s
is6topos estaveis 13C e °N (e.x., Lys) no meio de cultura, para experimentos in vitro, ou
na alimentacgédo, para modelos in vivo (Lau et al., 2014). Depois de algumas semanas, 0s
isétopos estardo incorporados ao proteoma do modelo biolégico (Frank et al., 2009).
ApOs o processamento da amostra, 0s peptideos marcados metabolicamente podem ser
misturados e analisados em uma so corrida (Lau et al., 2014). A limitacdo desse método
de quantificacdo € que o modelo experimental a ser utilizado precisa apresentar uma alta
taxa de duplicagdo celular, assim como as proteinas apresentarem uma alta taxa de
renovacgao (turn-over), além de ser caro, principalmente para modelos murinos (Lau et
al., 2014).

Existem dois tipos de marcacao quimica, a marcacao isobarica e a isotopica (Rauniyar e
Yates, 2014). A marcacao isobarica de baseia ha marcacdo das aminas primarias das
proteinas e peptideos dos grupos experimentais com um grupo quimico de igual massa
total, mas contendo is6topos diferentes distribuidos ao longo desse grupo. Por serem
marcac0des isobaricas, peptideos iguais, mas oriundo de diferentes grupos experimentais,
irdo apresentar a mesma massa molecular, sendo selecionados simultaneamente para
fragmentacao. Quando esse grupo quimico € fragmentado no MS2, seus ions reporter,
gue apresentam massa molecular diferente, serdo dissociados, sendo utilizados para a

guantificacdo. (Pappireddi et al., 2019).

A marcacao isotdpica do tipo “dimethyl labeling” se baseia na reacdo das aminas livres
(grupo N-terminal e radicais de residuos de lisina) das cadeias peptidicas com o éster N-
hidroxisuccinimida contendo o0s seus isOtopos naturais ou pesados (Boersema et al.,
2009) (Figura 7). A marcagdo com tais is0topos aumenta a massa molecular de cada
peptideo ou proteina diferencialmente. Entdo, os peptideos marcados com 0s iSGtopos
naturais, intermediarios e pesados, terdo a sua massa aumentada em 28, 32 e 36 Da,
respectivamente, para cada grupo quimico introduzido (Cheng et al., 2015). A principal
vantagem da marcagéao isotdpica com o dimetil € que até 3 amostras diferentes podem
analisadas ao mesmo tempo por LC-MS. Além disso, comparado com 0S outros
reagentes de marcacao, o “dimethyl labeling” apresenta uma boa relagao custo/beneficio
(Boersema et al., 2009; Lau et al., 2014).
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Figura 7 — Esquema da reacdo quimica para a marcacgéo 3-plex (“dimethyl labeling”). R: Amino&cido em
questdo (lisina ou grupo N-terminal do peptideo) (Halcsik et al., 2013).

A guantificacdo usando padréo interno se baseia na adicdo de uma quantidade conhecida
de peptideos marcados isotopicamente em uma amostra para a comparacao do sinal do
peptideo sintético com o peptideo enddégeno. Diferentemente das outras técnicas de
marcacao isotopica, o foco dessa técnica é realizar a quantificacdo absoluta de algumas
proteinas e/ou peptideos de interesse (Bantscheff et al., 2007). Por isso, é mais usada

em trabalhos de prote6mica direcionada (Bantscheff et al., 2007).

A quantificacdo sem marcacdo quimica (label-free, termo em inglés) se baseia em
analisar separadamente as amostras de interesse por LC-MS/MS (Bantscheff et al.,
2007). O método de aquisicdo de dados mais usados atualmente para as analises sem
marcacao quimica é o DDA (Zhao et al., 2020). As estratégias de quantificacdo dentro da
metodologia que usa DDA sem a marcacdo quimica se baseiam na contagem de

espectros ou na intensidade dos picos no MS1 ou MS2 (Zhao et al., 2020).
1.6.4 Método de Separacao de Peptideos

Atualmente é muito comum utilizar a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS). A cromatografia de fase reversa (RPLC, sigla em inglés) € amplamente
usada para a separacdo de peptideos e é usada para reduzir a complexidade de
amostras biologicas. Essa técnica consiste na separacdo baseada no coeficiente de
particdo de cada peptideo entre a fase movel (polar) e a fase estacionaria (apolar). Nesse
caso, a ordem de eluicdo acontece dos peptideos mais para os menos polares (Manadas

et al., 2010). Métodos de pré-fracionamento, ou seja, que antecedem as analises de LC-
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MS, séo eficazes em reduzir o fendbmeno de supressao de sinais, que diminui a taxa de
cobertura de proteomas (Widbiller et al., 2019). Neste sentido, o ideal € utilizar técnicas
de purificacdo ortogonais para o pré-fracionamento e LC-MS. Como a RPLC em pH acido
é geralmente utilizada na ultima etapa (LC-MS), respeitando a lei de ortogonalidade, a

RPLC em pH alcalino € um excelente método de pré-fracionamento (Batth et al., 2014).
1.7 Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa (MS, sigla em inglés) é uma tecnologia essencial para uma
caracterizacao profunda de proteomas (Trujillo et al., 2019). Os espectrometros de massa
sdo equipamentos analiticos que realizam as andlises baseadas na razdo m/z
(massa/carga) de moléculas ionizadas e sao constituidos de trés partes principais, a fonte
de ionizacdo, o analisador de massa e o detector (Haag, 2016). Atualmente, os
equipamentos para analises do tipo bottom-up utilizam dois tipos principais de ionizacéao,
a lonizacdo de Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI, sigla do inglés) e
lonizacdo por Eletrospray (ESI, sigla do inglés) (Nadler et al., 2017), e quatro tipos de
analisadores de massa: quadrupolo, tempo de voo (TOF, sigla do inglés) e armadilha de
ions (ion trap e orbitrap) (Michalski et al., 2011). O detector de massa € utilizado para a

deteccao dos sinais gerados pela pelos ions analisados (Sharad, 2018).

1.7.1 Fontes de lonizagao

1.7.1.1 lonizagéo e Dessorgao a Laser Assistida por Matriz - MALDI

A ionizacgéo do tipo MALDI consiste no bombardeamento de um laser UV no analito co-
cristalizado com uma matriz organica capaz de absorver energia UV. Geralmente sao
utilizadas matrizes baseadas em acido alfa-ciano-4-hidroxibenzoico ou acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB) para as analises de proteinas e peptideos. Ao incidir um laser
sobre a matriz, ocorre a ionizacao e dessorcédo dos analitos (Parker et al., 2010), como
mostrado na Figura 8.
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Figura 8 — Esquema de ionizacdo e dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI). Esquema ilustrativo
da ionizagdo por MALDI. M = amostra, m = matriz, C = cation e A = anion. Disponivel em:
https://www.shimadzu.eu.com/lifescience/maldi/princpll. Acesso em: 08/2021.

1.7.1.2 lonizacao Electrospray — ESI

O método de ionizagdo do tipo ESI consiste na infusdo (em fluxo) de um solvente
contendo o analito em uma fonte de ionizacdo através de um capilar de metal. Esse
solvente é submetido a um alto potencial elétrico (Konermann et al., 2013), resultando na
nebulizacdo da solucdo (formacédo de goticulas carregadas). As goticulas sédo dirigidas
eletricamente e vaporizadas com a ajuda de um gas inerte aquecido (e.g., N2). Sob essas
condicdes, ocorre a dessolvatacdo das goticulas, aumentando a densidade i6nica dentro
delas, até que as forcas repulsivas (coulombianas) se tornem tdo grandes que
ultrapassam a tenséo superficial do solvente e os ions sofram dessorcao, entrando na

fase gasosa (El-Aneed et al., 2009). Esse processo estd ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 - Esquema do mecanismo de ionizagdo por electrospray (ESI). Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ESI_positive_mode_(21589986840).jpg. Acesso em 08/2021.

1.7.2 Analisadores de Massa

1.7.2.1 Quadrupolo

Um analisador de massa do tipo quadrupolo consiste em dois pares de barras paralelas
colocadas em distancias iguais e conectadas eletricamente. Sobre cada par de barras é
aplicada uma voltagem de mesma intensidade e polaridade oposta. O campo elétrico
gerado induz um direcionamento oscilatorio dos ions (Ho et al., 2003). Esse tipo de
analisador consegue escanear uma faixa m/z especifica, aumentando as voltagens do
equipamento para produzir os espectros ou pode ser configurado para permitir a
passagem somente dos ions pré-selecionados para fragmentacdo ou monitoramento
(Parker et al., 2010). O esquema de funcionamento do analisador quadrupolo esta
representado na Figura 10.



35

=
V
1039339(]

Figura 10 — Esquema de um analisador de massa do tipo quadrupolo (Ho et al., 2003)

1.7.2.2 Tempo de Voo - TOF

O analisador de massa do tipo tempo de voo ou time-of-flight (TOF), do inglés, consiste
em um tubo (em vacuo) de comprimento definido onde os ions séo acelerados da fonte
até ao detector de massa. A razao m/z dos ions é medida pela diferenca entre o tempo
de saida da fonte até a chegada no detector (Singhal et al., 2015; Haag, 2016). Os
analisadores TOF também apresentam um modo “refletido”, que forca os ions, através
de lentes refletoras, a percorrerem um caminho maior no tubo de voo. Esse modo permite
a correcao na variabilidade das energias cinéticas dos ions, resultando em picos melhor

resolvidos (Parker et al., 2010). O esquema de funcionamento do TOF esta representado

na Figura 11.
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Figura 11 — Esquema de um analisador de massa do tipo TOF. Adaptado de (Parker et al., 2010).



36

1.7.2.3 Armadilha I6nica - ION TRAP

O analisador de massa do tipo ion trap consiste em trés eletrodos hiperbodlicos que forma
uma cavidade na qual é possivel armazenar e analisar os ions. Os eletrodos das
extremidades apresentam um orificio na qual os ions podem passar. De forma resumida,
um potencial de frequéncia constante de amplitude variavel é aplicado sobre o eletrodo
“anel” para produzir um campo potencial quadrupolar tridimensional dentro da cavidade,
gerando uma armadilha de ions. Os ions provenientes da fonte de ionizacédo entram na
armadilha pelo eletrodo de entrada e sdo submetidos a variadas tensfes para capturar
e/ou ejetar ions de uma razdo massa/carga especifica (Ho et al., 2003). O esquema do
funcionamento do analisador ion trap esté ilustrado na Figura 12.
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Figura 12 — Esquema de um analisador de massa do tipo armadilha de ions (Haag, 2016).

1.7.2.4 Armadilha I6énica — ORBITRAP

O analisador orbitrap é uma armadilha de ions que consiste em trés eletrodos, dois
externos, em forma de tacas voltadas uma pra outra, formando uma espécie de barril. E
um eletrodo interno central semelhante a um fuso que mantem a armadilha unida e
alinhada com as extremidades. Quando os ions entram no orbitrap, uma tensao é
aplicada entre os eletrodos, formando um campo elétrico linear ao longo do eixo central,
com oscila¢gdes harmoénicas. Ao mesmo tempo o componente radial do campo atrai ions
fortemente para o eletrodo central em forma de espiral (Zubarev e Makarov, 2013). Com
0 aumento da voltagem, a espiral se torna “anéis” de ions. Esses anéis apresentam ciclo

em diferentes frequéncias, entédo essas frequéncias sédo convertidas em razdo m/z pela
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“Transformada de Fourier” (Hardman e Makarov, 2003; Hu et al., 2005; Parker et al.,

2010).
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Figura 13 — Esquema de um alisador de massa do tipo “orbitrap” (Parker et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é o maior fator de risco para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca no mundo, levando, muitas vezes, a necessidade de transplante
de coracdo. A CMD induz um intenso remodelamento cardiaco, resultando na formacéo
de fibrose dilatacdo do ventriculo esquerdo (Schultheiss et al., 2019). Além das
modificacdes estruturais, a CMD também apresenta alteragbes em varias vias
moleculares (Doshi e Marx, 2009). Recentemente, um estudo demonstrou que a delecao
do gene MrgD levou ao desenvolvimento de CMD severa em camundongos (Oliveira et
al., 2019). Neste trabalho, varios parametros morfofisiolégicos estavam alterados nos

animais knockout para o gene MrgD (mrgd-ko).

Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares desencadeados pela
delecdo génica do MrgD. Por isso, é importante estudar os processos moleculares que
estdo alterados nos animais com CMD induzida pela dele¢do do MrgD para uma melhor
compreensao do papel desse receptor no sistema cardiovascular, principalmente na
manutencdo da homeostasia no tecido cardiaco. Além disso, estudar o proteoma e
fosfoproteoma de diferentes tipos células celulares ou tecidos de um mesmo 6rgao pode
oferecer boas pistas sobre os mecanismos moleculares da doenca. Assim, este trabalho
buscou realizar a caracterizacdo molecular das vias de sinalizacdo, metabdlicas, dentre
outras, que sao alteradas pela delecdo do gene MrgD em tecidos cardiacos de

camundongos.
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3 OBJETIVOS

Realizar a caracterizagédo protedmica e fosfoprotedmica do tecido cardiaco derivado de
camundongos controle (wt) e com o gene MrgD deletado (mrgd-ko).

3.1 Objetivos especificos

a. Avaliar e comparar os parametros morfométricos do coracéo de animais wt e mrgd-
ko.

b. Avaliar as vias moleculares alteradas no tecido cardiaco, matriz extracelular e
cardiomiécitos isolados de coracdes de animais mrgd-ko usando protedbmica e
fosfoprotedmica.

c. Realizar andlises funcionais das proteinas reguladas nas principais vias de

sinalizagéo e processos bioldgicos alterados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo de numero 5/2018.

4.2 Materiais

Todos os reagentes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich. Exceto o inibidor de
fosfatase (PhosSTOP™, Roche), Colagenase type Il (Worthington, USA) e a tripsina
(Promega, USA). Todas as solucdes utilizadas foram preparadas com agua purificada no
sistema Milli-Q (Millipore Corporation, Bedford, MA). Nas analises prote6bmicas foram
utilizados microtubos do tipo “low-binding” (Eppendorff) para o processamento das

amostras.
4.3 Animais

Camundongos machos das linhagens C57BIl/6 (wt) e MrgD-knockout (mrgd-ko) foram
fornecidos pelo biotério de animais transgénicos do Laboratério de Hipertensao do ICB-
UFMG. Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados animais machos e adultos
com idade entre 8-12 semanas. Os animais tinham acesso livre a agua e a racdo. O
biotério possui temperatura controlada de 23°C e ciclo de 12-12h claro-escuro. Todos 0s
camundongos foram eutanasiados de acordo com os protocolos de ética da CEUA.

4.4 Medicdo da Massa Corporal e Cardiaca

Os camundongos (wt e mrgd-ko) foram pesados em uma balanca de precisao e, em
seguida, eutanasiados. Apos a dissecacéo, os coracdes foram lavados com uma solucéo
de tampao fosfato (PBS) contendo cloreto de sédio (NaCl) 137 mM, cloreto de potassio
(KCI) 2.7 mM, fosfato dissddico (NazHPO4) 8 mM e fosfato monopotassico (KH2POa4) 2
mM e pesados na balanca. Por fim, a tibia foi retirada e medida com um paquimetro
analdgico. Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental para as medicdes
(n=5). A massa corpotal e cardiaca, assim como as raz6es entre a massa cardiaca e a

massa corporal, a massa cardiaca e o comprimento da tibia, a massa corporal e o
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comprimento da tibia foram calculadas e submetidos a andlise estatistica teste t nao
pareado de Student (p < 0,05).

4.5 Andlises Histoldgicas (HE)

Os coracgdes de camundongos dos grupos wt e mrgd-ko, apos dissecados, foram
inseridos em uma solucdo de KCI 3 M, lavados em solucdo de PBS contendo NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 8 mM e KH2PO4 2 mM e fixados com formaldeido (CH20) 4%
(v/v) por 24 horas. ApOs a fixacdo, as amostras foram parafinizadas e em seguida
processadas com alcool/xilol e cortadas em laminas com a espessura de 4 um. As

laminas foram coradas com hematoxilina/eosina (HE) e montadas com laminula.

4.6 Obtencédo de Tecidos e Células

4.6.1 Ventriculo Esquerdo (LVT)

O tecido cardiaco proveniente do ventriculo esquerdo (LVT) foi obtido de coracdes de
camundongos dos grupos wt e mrgd-ko de acordo com a metodologia publicada pelo
nosso grupo de pesquisa (Rodrigues-Ribeiro et al., 2019). Resumidamente, os coracfes
foram dissecados e imediatamente inserido em uma solucdo tampdo PBS gelada
contendo NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2zHPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM, inibidores de
protease e fosfatase. O ventriculo esquerdo foi rapidamente removido e congelado em
N2 liquido. As amostras foram maceradas com gral e pistilo utilizando Nz liquido e
armazenadas em ultrafreezer -80°C. O procedimento foi realizado em 5 animais para

cada grupo experimental (n=5).
4.6.2 Cardiomiocitos Ventriculares (CMV)

Os cardiomiécitos de camundongos dos grupos wt e mrgd-ko foram isolados de acordo
com a metodologia previamente descrita (Guatimosim et al., 2001). Resumidamente, 0
coracao foi rapidamente removido e retro-perfundido via método de Langendorff com
solucéo de Tyrode modificada livre de ions Ca?*, contendo NaCl 140 mM, KCI 5mM, &cido
hidroxi-etil-piperazina-etanosulfénico (HEPES) 5mM, cloreto de magnésio (MgCl2) 1 mM,
Fosfato monosdédico (NaH2PO4) 0,33 mM, glicose 10 mM e insulina 100 U.mLt, pH 7,40.
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Posteriormente, o coracao foi perfundido com solucdo de Tyrode contendo cloreto de
célcio (CaCl2) 50 uM e colagenase Il 1 mg.mL1. Apés a etapa de digestdo enzimatica, o
orgao foi submetido a digestdo mecénica e filtrado para remocao do tecido néo digerido.
A concentracdo extracelular de ions Ca?* foi aumentada apoés trés ciclos de centrifugacéo
e troca de tampéo, chegando a 500 uyM ao final do processo. Em seguida, as células
foram novamente centrifugadas e mantidas em solucdo de Tyrode. Os cardiomidcitos
utilizados para as analises prote6micas foram congelados em N2 liquido e armazenados
em ultrafreezer -80°C imediatamente apds a Ultima etapa de centrifugagdo. O

procedimento foi realizado em 5 animais para cada grupo experimental (n=5).
4.6.3 Matriz Extracelular Cardiaca (ECM)

A matriz extracelular foi obtida de coracdes de camundongos dos grupos wt e mrgd-ko
dissecados e imediatamente lavados com uma solucédo tampédo gelada contendo PBS
contendo NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM, e inibidores de
protease e fosfatase para a remocdo de sangue no interior das cavidades cardiacas.
Apéds a lavagem, os coracdes foram incubados no ThermoMixer (Eppendorf) com uma
solucéo contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,05% (m/v) e inibidores de
protease e fosfatase em temperatura de 37°C, sob agitacdo (950 rpm) por 10 minutos.
Em seguida, a solucdo foi removida e outra solu¢éo contendo dodecil sulfato de sddio
(SDS) 1% (m/v) e inibidores de protease e fosfatase foi adicionada, e a amostra
submetida a agitacdo de 950 rpm a 37°C por 72 horas. Nessa etapa, a solucao foi
renovada a cada 12 horas. Apés a descelularizacéo dos tecidos, o tampéo foi removido
e as amostras foram incubadas em agua ultrapura por 30 minutos para a remocao do
surfactante. Essa etapa foi repetida 3 vezes. Por fim, as amostras foram lavadas com
uma solucéo tampé&o de PBS NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM
e inibidores de protease e fosfatase. As amostras foram congeladas em Nz liquido e
maceradas utilizando gral e pistilo, e armazenadas em ultrafreezer -80°C. O

procedimento foi realizado em 5 animais para cada grupo experimental (n=5).

4.7 Andalises Protedmicas
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4.7.1 Preparacdo de Amostras

A preparacao de amostra foi realizada como reportado anteriormente (Rodrigues-Ribeiro
et al., 2019). Cerca de 10 mg de amostra foi ressuspendida em 100 pL do tampé&o de lise
contendo uréia 6 M, tiouréia 2 M, tris(2-carboxietil) fosfina hidrocloreto (TCEP) 10 mM,
cloroacetamida 40 mM, brometo de trietil-aménio (TEAB) 50 mM, inibidores de protease
e fosfatase. As amostras foram sonicadas duas vezes durante 15 segundos sob banho
de gelo, com sonicador de ponteira, para fragmentacéo das fitas de DNA e otimizacdo da
lise celular. Em seguida, as amostras foram incubadas a 28°C em um ThermoMixer
(Eppendorf) sob agitacdo de 650 rpm por 2 horas, para a completa reducéo das ligagbes
dissulfeto e alquilacéo dos grupos tiois (-SH) dos residuos de cisteina. As proteinas foram
quantificadas utilizando o método fluorimétrico Qubit (Thermo). Apds a quantificacédo, a
solucéo foi diluida para a concentracéo final de 0.6 M de uréia e 350 pg de proteinas
foram digeridas utilizando tripsina na proporc¢éo 1:50 (enzima (ug):substrato (ug)) a 28°C
por 18h. A reacéo foi finalizada pela adicédo de acido férmico na concentracao final de 5%
(v/v). Para avaliar a eficiéncia da digestdo, os peptideos tripticos foram dessalinizados
utilizando uma micropurificagdo com ziptip (Millipore), usando o protocolo preconizado
pelo fabricante, e a amostra foi cristalizada utilizando a propor¢édo 1:1 (matriz alfa-
ciano:peptideo) e analisada no MALDI-TOF (Autoflex Ill, Bruker) com uma faixa de m/z
de 780-2500 Th.

4.7.2 Marcacao Isotépica “Dimethyl Labeling”

Os peptideos foram marcados de acordo com o protocolo de marcacédo com dimetil “on-
column” (Boersema et al., 2009), com pequenas modificagcbes. Resumidamente, o0s
peptideos foram reconstituidos em 1 mL de acido formico (CH202) 5% (v/v). As colunas
SepPak (Waters) foram: (i) ativadas com 4 mL de acetonitrila (ACN) 100%; (i)
condicionadas com 4 mL da solucéo A (acido acético 0,6% (v/v)); (iii) carregadas com as
amostras; (iv) lavadas com 4 mL da solucéo A; (v) marcadas com o respectivo reagente
de marcacao por 30 minutos. Os grupos wt e mrgd-ko foram marcados com reagentes
de marcacao distintas (wt = leve e mrgd-ko = intermediaria). Os reagentes de marcacéo

isotdpica continham 500 pL de tampdo soédio-fosfato 50 mM (pH 7,5), 250 uL de
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cianoborohidreto de sédio (NaBHsCN) 0,6 M e 250 pL de uma solugéo 4% (v/v) contendo
0 seu respectivo formaldeido: CH20 (leve) ou CD20 (médio); (vi) lavadas com 4 mL da
solucéo A; (vii) eluidas com um gradiente de concentracdo (ACN 20%, 50%, 80% e 100%
(v/v) + &cido acético 0,6% (v/v)). As amostras foram evaporadas no speedvac e
reconstituidas em TFA 0,1% (v/v). As amostras foram ressuspendidas e quantificadas
utilizando o Qubit. A eficiéncia de marcacao foi checada utilizando o espectrébmetro de
massa MALDI-TOF (Autoflex Ill, Bruker) com a faixa de m/z de 780-2500 Th. Em seguida,
as amostras dos grupos leve e médio foram combinadas em um mesmo tubo, com a
mesma proporcao de peptideos marcados 1:1 (wt:mrgd-ko) (também checado por anélise
no MALDI-TOF). Por fim, as amostras foram evaporadas utilizando um speedvac e

armazenadas a -20°C.
4.7.3 Enriquecimento de Fosfopeptideos

Os fosfopeptideos foram enriquecidos utilizando o método TiO2, como reportado
anteriormente (Melo-Braga et al., 2015), com pequenas modificacdes. As amostras foram
ressuspendidas em uma solugéo de “loading” contendo ACN 80% (v/v), TFA 5% (v/v) e
acido glicélico 1 M. Em seguida, as amostras foram incubadas por 30 minutos com
“beads” de didxido de titanio (TiO2) na proporcdo de 6:1 (amostra (pg): TiO2 (ug)) sob
agitagcéo intensa. Para maximizar a eficiéncia do “fosfo-enriquecimento”, a solugdo de
‘loading” contendo os fosfopeptideos nado ligados a resina na etapa anterior foram
transferidos para um segundo tubo e incubado novamente com “beads” de TiO2 na
proporcao de 3:1 (amostra (ug): TiO2 (ug)), por 30 minutos. Apds a incubagao, as “beads”
de TiO2 foram combinadas e lavados com: (i) 100 yL da solucdo de “loading”; (ii) 100 pL
de ACN 80% (v/v), TFA 2% (v/v), e (iil) ACN 20% (v/v), TFA 0,1% (v/v). Entre cada etapa,
os tubos contendo as “beads” de TiO2 eram centrifugadas e o sobrenadante removido.
Os fosfopeptideos foram eluidos com 70 uL de amdnia (NHs) 1,5% (v/v) e evaporados

em um speedvac.

4.7.4 Pré-Fracionamento de Fase Reversa em pH béasico
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As amostras contendo o proteoma total foram submetidas a um pré-fracionamento offline
de fase reversa em pH alcalino (“high pH”). Colunas SepPak foram ativadas com ACN
100% e equilibradas com formiato de aménio (NH2HCO2) 20 mM (pH 10). As amostras
foram reconstituidas em NH2HCO2 20 mM (o pH da amostra foi corrido para 9,5) e
carregadas na coluna SepPak. Na coluna, as amostras foram lavadas com NH2HCO:2 20
mM. As amostras foram eluidas em 18 frac6es e combinadas, de forma concatenada, em
9 fragbes finais (F1= 7,5% + 30%; F2= 10% + 32,5%; F3= 12,5% + 35%; F4= 15% +
37,5%; F5= 17,5% + 40%; F6= 20% + 50%; F7= 22,5% + 60%; F8=25% + 70%; F9=
27,5% + 80%) %ACN (v/v). As amostras contendo os peptideos foram evaporadas

usando um speedvac e armazenado a -20°C, para uso futuro.

4.7.5 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa

As amostras do proteoma e do fosfoproteoma foram ressuspendidas em acido férmico
0,1% (v/v) (solvente A) e analisadas usando um HPLC com nanofluxo EASY-nLC II
(Thermo), configurado com um sistema de duas colunas, acoplado a um espectrémetro
de massa Q-exactive Plus (Thermo). A pré-coluna possuia aproximadamente 3 cm de
comprimento e um diametro interno de 100 um e foi empacotada com uma resina C18-
AQ Reprosil-Pur com o tamanho da particula de 5 um. A coluna analitica (20 cm x 75 um)
foi empacotada com a resina de C-18 com o tamanho da particula de 3 um. O gradiente
cromatografico utilizado foi: (i) 5-45% do solvente B (ACN 95% (v/v) e 0,1% (v/v) acido
férmico) em 32 minutos; (ii) 45-95% solvente B em 8 min, em um fluxo de 300 nL/min. O
espectrometro de massa (Q-exactive Plus) foi operado em polaridade positiva e modo
DDA. Os peptideos eluidos foram analisados no MS1 com a faixa de 350-1800 m/z. Os
fons foram acumulados até 3x10° ou por 100 ms, o que ocorresse primeiro (MS1 “AGC
target settings”). Os ions parentais foram resolvidos com uma resolucdo de 70.000
FWHM (“full width half maximum”). Os 15 ions mais intensos (Top 15) foram selecionados
no quadrupolo com uma janela (“isolation window”) de 2 Th para a fragmentacdao HCD
(“higher energy collision dissociation”), com uma energia normalizada de 30%. O tempo
de injecdo foi de 50 ms ou 10° ions acumulados, o que ocorresse primeiro (MS2 “AGC
target settings”). Os ions fragmentados foram resolvidos com 17.500 FWHM em m/z de
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200 e seus ions percussores foram incluidos na lista de exclusdo dinamica por 45

segundos. Os espectros brutos (.raw) foram visualizados com o Xcalibur v3.0 (Thermo).
4.7.6 Andlises dos Dados

Os espectros brutos (.raw) foram deconvoluidos usando o software MaxQuant (versdo
1.6.17.0) e as buscas foram feitas usando o algoritmo de buscas Andromeda (ferramenta
implementada no MaxQuant) contra um arquivo FASTA baixado em 12/2020 do
UniProtKB Mus musculus (17.492 entradas). Foram incluidos nos parametros de busca
uma lista de “contaminantes comuns”, tolerancia de 20 ppm para a primeira busca e a
busca principal com uma tolerancia de 4,5 ppm. A marcagédo com dimetil foi configurada
ativando as modificagcbes "Dimetil-Lys0" e “Dimetil-Nterm0Q”, para a marcacgao leve, e
“Dimetil-Lys4” e “Dimetil-Nterm4”, para a marcacao intermedidria. A tripsina foi escolhida
como enzima, permitindo um maximo de dois sitios de clivagem perdidos. A modificacédo
carbamidometil (Cys) foi escolhida como modificagéo fixa e a oxidacao (Met) e acetilagéo
(N-terminal) foram ajustadas como modificagbes variaveis. Nas amostras de
fosfoproteoma, a modificacdo “phospho(STY)” foi habilitada. A opcédo “Match between
runs” foi ativada com uma faixa de tempo de 0,7 min e alinhamento na faixa de 20 min.
Para a identificacdo dos peptideos, o minimo de 1 peptideo unico foi usado. O FDR (“false
discovery rate”) foi ajustado como <1% e um banco de dados “decoy” reverso foi usado
para determinar o FDR. O programa Perseus foi usado para fazer a transformacao para
valores de log2 as abundancias das proteinas, calcular o “imputation”, para normalizar os
valores de log2 pelo valor da mediana de sua propria coluna, e para normalizar pela
média dos valores de quantificacdo das replicatas que foram analisadas simultaneamente
no MS (wt + mrgd-ko + médiaJwt+mrgd-ko]). As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o “one-way ANOVA” (p < 0.05) usando o programa “DanteR” (interface grafica
que utiliza o pacote “DanteR” no ambiente R). Os graficos de histograma foram criados
no DanteR. Os graficos de analise de componente principal (PCA, sigla em inglés), foram
criados utilizando os pacotes “tidyverse” e “factoextra” no R. O grafico de densidade,
ontologia génica e “volcano plot” foram criados utilizando os pacotes “ggplot2” e
“‘ggthemes” também no R. Os graficos das redes de interacdo das vias (KEGG e
REACTOME) foram criados usando o programa Cytoscape 3.8.2 com o aplicativo
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ClueGO 2.5.7. Os graficos de boxplot foram feitos usando o programa GraphPad Prisma
8.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo Morfologica dos Coracdes de Animais wt e mrgd-ko

Em concordancia com resultados anteriores (Oliveira et al., 2019), os ensaios histolégicos
mostraram uma dilatacao notavel do ventriculo esquerdo no grupo mrgd-ko (Figura 14A).
A massa dos coracgfes ex vivo (Figura 14B), as razGes da massa cardiaca pela massa
corporal (Figuras 14B) e a relacdo entre a massa cardiaca pelo comprimento da tibia
(Figura 14B) ndo apresentaram uma diferenca significativa ex vivo entre 0s grupos wt e
mrgd-ko. Entretanto, a massa corporal e a relacdo entre a massa corporal e o

comprimento da tibia foram maiores nos animais mrgd-ko (Figura 14B).

p = 0.3443 p = 0.2689 — p =0.0515
200 T 80099
S 1.
c £
[
st L T 5 11 i T  0.08 1
‘;" . .‘_} . K-} .
» 1.6 = 4.0 ] T
] o [ n .
£ @ & E 0.07
4 £ 0.0
§ 14 . . £ 09 . ¥ _L .
T — 1 g -1 . o 0.064
1.2 < 0.8 == < ==
o 2
1.0 . 507 - & 0.05 T T
wt mrgd-ko wt mrgd-ko wt mrgd-ko
=0.0294 = . ;
P = p =0.0358 parametric unpaired t test
26+ 5, 1.6 one tailed
Zp= 5 T
s 24 E 1.5+
2 —+= > £ J
® s )
0 224 T B 1.4 A
8 . 8 1
> 20- E 13-
° >
LT . |
18+ @ 1.2+
1)
16 T T T 1.1 T
wt mrgd-ko e

1
wt mrgd-ko

Figura 14 — Andlise dos pardmetros morfométricos do coracéo. A) Corte transversal do coragdo. Tecido
cardiaco corado com HE mostrando a dilatacdo do ventriculo esquerdo nos animais mrgd-ko em relagéo
aos wt. HE = corante hematoxilina-eosina. wt = animais controle. mrgd-ko = animais “knockout” para o gene
MrgD. LV = cdmara do ventriculo esquerdo. RV = camara do ventriculo direito. B) Compara¢édo da massa
cardiaca entre os grupos mrgd-ko e wt. Raz&o entre a massa do coracdo e o0 comprimento da tibia. Razéo
entre a massa do coracao e a massa corporal. Comparacao da massa corporal entre os grupos mrgd-ko e
wt. Razdo entre a massa corporal e o comprimento da tibia. Barras na cor azul representam a massa
medida nos corac¢fes dos animais do grupo wt e em verde os animais mrgd-ko. Cada ponto representa a
massa do coragdo de um camundongo. Foi aplicado o teste t parametrico ndo pareado para as analises
estatisticas. mrgd-ko = animais “knockout” para o gene MrgD. wt = animais controle “wild type”.

5.2 Caracterizacdo Protedmica e Fosfoprotedmica
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5.2.1 Desenho Experimental

Os tecidos cardiacos de camundongos wt e mrgd-ko, ventriculo esquerdo (LVT), matriz
extracelular (ECM) e os cardiomidécitos ventriculares isolados (CMV) foram submetidos a
andlises espectrométricas quantitativas utilizando um sistema LC-MS/MS e marcacao
com dimetil para a caracterizacdo molecular da cardiomiopatia dilatada induzida pela
delecdo génica do receptor MrgD, como mostrado a seguir (Figura 15A). No
fosfoproteoma, a replicata de niumero 4 das amostras CMV-P foi perdida durante as

andlises, reduzindo o tamanho amostral (n=4).
5.2.2 Analise dos Dados Prote6micos

Neste estudo foram identificadas um total de 1.919 proteinas Unicas somando 0 humero
de proteinas encontradas no proteoma dos cardiomidcitos ventriculares isolados (CMV),
ventriculo esquerdo (LVT) e matriz extracelular (ECM). Destas, foram quantificadas
1.328, 1.285 e 690 proteinas em CMV, LVT e ECM, respectivamente. No fosfoproteoma
dos cardiomiécitos ventriculares (CMV-P), 503 fosfopeptideos foram quantificados.
Devido ao baixo numero de fosfopeptideos quantificados no fosfoproteoma do CMV e
ECM, os dados nao foram incluidos nesta dissertacdo. Os valores normalizados de
guantificacdo das proteinas e dos fosfopeptideos apresentaram uma distribuicdo normal
em todos os datasets (Anexo FAL). Todos os fosfopeptideos foram utilizados para a
normalizacdo, entretanto, somente os fosfopeptideos contendo um “score” de
probabilidade de localizagédo do fosfositio maior do que 75% (classe ) foram utilizados
para as andlises funcionais. O valor de quantificacdo dos fosfopeptideos foram
normalizados pelo valor de quantificacdo das proteinas correspondentes no proteoma,
quando possivel, conforme descrito inicialmente pelo grupo de pesquisa do professor
Steve Gygi (Wu et al., 2011).

A distribuicdo dos dados foi visualizada utilizando a analise de componente principal
(PCA). As replicatas dos proteomas CMV, LVT e ECM apresentaram um agrupamento
de acordo com seus grupos experimentais wt e mrgd-ko (Figura 15B), o que indica uma

boa reprodutibilidade entre as replicatas bioldgicas e uma separacao clara entre os
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grupos experimentais. As elipses do proteoma ECM apresentaram uma leve
sobreposicao (Figura 15B), indicando que os valores de quantificacdo das proteinas
neste proteoma apresentaram menor variacdo entre 0S grupos experimentais. Além
disso, os dados indicam uma diferenca clara na abundancia das proteinas quantificadas
nos proteomas CMV, LVT e ECM nos grupos wt e mrgd-ko (Figura 15B). Os dados do
proteoma e fosfoproteoma foram submetidos ao teste de variancia One-Way ANOVA,
utilizando o grupo wt como referéncia e o valor de p < 0,05 para identificar as proteinas
diferencialmente abundantes no grupo mrgd-ko. ApGs o tratamento estatistico, 354, 265
e 144 proteinas foram encontradas diferencialmente abundantes no proteoma CMV, LVT
e ECM, respectivamente (Figura 15C). Nos proteomas CMV, LVT e ECM, 239, 135 e 81
proteinas estavam reguladas positivamente e 115, 130 e 63 proteinas estavam reguladas
negativamente, respectivamente (Figura 15C)

A analise de PCA do fosfoproteoma CMV-P também mostrou um agrupamento entre as
replicatas do mesmo grupo, uma separacao clara entre 0s grupos experimentais e uma
sobreposicao entre as elipses, o0 que indica uma boa reprodutibilidade e uma diferenca
menor no perfil de fosforilacdo entre os grupos experimentais (Figura 15D). 80
fosfopeptideos estavam diferencialmente abundantes, dos quais 47 foram regulados
positivamente e 33 negativamente (Figura 15E). Houve também um nimero menor de
fosfopeptideos sendo fosforilados no grupo mrgd-ko (Figura 15F). Em todas as
comparacdes, um valor positivo representa uma maior abundancia de uma determinada
proteina ou fosfopeptideo no grupo mrgd-ko em relagdo ao wt, e vice-versa. Para as
analises seguintes, somente as proteinas e os fosfopeptideos (classe 1) regulados foram
considerados. Listas de todas as proteinas e fosfopeptideos estatisticamente regulados

se encontram nos Anexos 1-4 desta dissertagéo.
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Figura 15 — Andlise dos dados proteémicos e fosfoproteémicos. A) Desenho experimental. Proteoma do
ventriculo esquerdo (LVT), cardiomiécitos ventriculares (CMV) e matriz extracelular (ECM) e fosfoproteoma
dos cardiomiécitos ventriculares isolados (CMV-P). B) Andlise de componente principal (PCA) dos
proteomas de LVT, CMV e ECM. Cada ponto representa uma replicata biolégica, os pontos verdes
representam as replicatas do grupo mrgd-ko e azul do grupo wt. C) Volcano plot. Proteomas LVT, CMV e
ECM, os pontos azuis representam as proteinas reguladas (ANOVA, p< 0,05). D) PCA do fosfoproteoma
CMV-P. Cada ponto representa uma replicata bioldgica, os pontos verdes representam as replicatas do
grupo mrgd-ko e azul do grupo wt. E) Volcano plot do fosfoproteoma CMV-P. Os pontos vermelhos
representam os fosfopeptideos regulados (ANOVA, p< 0,05). F) Gréafico de densidade de fosforilagcdo. A
linha verde representa os valores de quantificacdo dos fosfopeptideos no grupo wt e a linha azul representa
os valores do grupo mrgd-ko.
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5.2.3 Vias de Sinalizacdo (KEGG) e Ontologia Génica (GO) Associadas a Delecéo
do Receptor MrgD

Para avaliar a funcdo das proteinas diferencialmente reguladas entre os grupos
experimentais, todas as proteinas reguladas (p<0.05) foram submetidas as analises de
ontologia génica (GO, sigla em inglés), utilizando a ferramenta de andlise funcional
DAVID e o enriquecimento das vias (KEGG) utilizando o aplicativo “ClueGQO” no programa
Cytoscape (Figura 16A-B). As vias de sinalizacdo associadas ao grupo mrgd-ko, com
maior confianca, foram “doenca de Parkinson”, “doenca de Huntington”, “oxidacéo
fosforilativa”, “ribossomo”, “ciclo do citrato”, “glicélise/gliconeogénese", “juncéo aderente”,
“adeséo focal”, “contragdo do musculo cardiaco”, “interacdo receptor com a matriz
extracelular”, “sinalizacdo de cAMP”, “sinalizacdo adrenérgica em cardiomidcitos”,
“cardiomiopatia dilatada” (Figura 16A). As principais vias enriquecidas, utilizando
somente as proteinas reguladas positivamente, estavam relacionadas a sinalizagcédo de
glucagon, digestdo e absorcédo de proteinas, absorcdo de célcio, sinalizacdo adrenérgica
em cardiomiocitos e interacdo do receptor com a matriz extracelular (Anexos FA2). Em
contrapartida, as principais vias enriquecidas, utilizando somente as proteinas reguladas
negativamente, estavam relacionadas a metabolismo de galactose, juncao aderente e

sinalizagdo de HIF-1 (Anexo FA3).

De forma parecida, os processos biologicos (BP) identificados com maior confianca
(menor p valor) estavam relacionados aos processos de “traducao”, “processos de
oxidacdo-redugao”, “processos metabdlicos”, “contragdo do musculo cardiaco”,
“processos glicoliticos”, “adesdo celular’, “organizacdo sarcomérica,” e “processo
catabdlico de peréxido de hidrogénio” (Figura 16B). Os termos de componente celular
(CC) com menor p valor para o proteoma indicam alteragdo em proteinas do “exossoma
extracelular”, “mitocéndria”, “bainha de mielina”, “ribossomo”, “citoplasma”, “matriz
extracelular”, “adesdo focal”’, “complexo intracelular ribonucleoproteico”, “membrana
interna mitocondrial”, “disco Z (Figura 16B). De forma geral, as vias associadas aos
termos de BP e CC alterados nos animais mrgd-ko foram relacionadas ao metabolismo
energeético, contracdo muscular, aderéncia celular, sintese proteica e homeostase redox
(Figura 16A-B).
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5.2.4 Vias de Sinalizacdo (KEGG e REACTOME) e Ontologia Génica (GO) do

Fosfoproteoma

Para avaliar a funcdo das fosfoproteinas diferencialmente reguladas entre os grupos
experimentais, todas as fosfoproteinas reguladas (p<0,05) foram submetidas as anélises
de ontologia génica (GO, sigla em inglés) utilizando a ferramenta de analise funcional
DAVID e o enriqguecimento das vias (KEGG e REACTOME) utilizando o aplicativo
“ClueGO” no programa Cytoscape (Figura 16C-D). As vias de sinalizacao reguladas no
grupo mrgd-ko foram: “cardiomiopatia dilatada”, “contracdo de musculo estriado”,

” {3 ” “*

“contracdo do musculo cardiaco”, “conduc¢ao cardiaca”, “homeostase iénica”, “juncdes
Gap”, “cardiomiopatia ventricular direita arritmogénica” (Figura 16C). As fosfoproteinas
enriquecidas no grupo mrgd-ko sdo de vias muito parecidas as vias associadas ao
proteoma regulado do grupo mrgd-ko (Figura 16). Além disso, a regulacdo da fosforilacédo
de proteinas responsaveis por realizar o transporte ibnico, contragdo do musculo
cardiaco e conducao cardiaca indica que as vias de sinalizacdo podem estar com a sua

atividade alteradas.

Os BP identificados com maior confianca (menor p valor) no fosfoproteoma estavam
relacionados aos processos de “traducao”, “processos de oxidacao-redugao”, “processos
metabdlicos”, “processos metabdlicos de ATP”, “contracdo do musculo cardiaco’,
“processos glicoliticos”, “adesé@o celular’, “organizacdo sarcomeérica”, “processo
catabdlico de peroxido de hidrogénio” e “homeostase celular redox” (Figura 16D). Os
termos de componente celular (CC) com menor p valor para o fosfoproteoma indicam
uma alteracdo na fosforilacdo nas proteinas do “disco Z”, “banda M”, “citoplasma”,
"sarcoOmero", “citoesqueleto”, “fibra contratil”, “discos intercalares”, “miofibrila”, "fascia

»on

aderente”, "costamero” (Figura 16D).

De forma geral, os dados protedmicos e fosfoproteémicos indicam haver alteracdes na
abundéncia e atividade de proteinas relacionadas com o metabolismo energético,
homeostase redox, transporte ibnico, contracdo cardiaca e condugcdo da forca de
contracao (Figura 16). No estudo da caracterizagao morfofisiologica da CMD nos animais
mrgd-ko, os autores reportaram alteragdes importantes no perfil de contracéo cardiaca e

dos cardiomidcitos. Além disso, o perfil de conducédo da forga cardiaca também estava
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alterado (Oliveira et al., 2019). Por isso, as vias estudadas com mais detalhes no presente

estudo foram as relacionadas com a homeostase idnica, sinalizacdo adrenérgica em

cardiomidcitos, contragdo do musculo cardiaco e adesao focal.
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Figura 16 — Vias de sinalizagdo e ontologia génica enriquecidas nos tecidos cardiacos induzidas pela
delecdo do gene MrgD. A) Rede de interagdo das vias do banco de dados KEGG utilizando as proteinas
reguladas do proteoma do CMV, LVT e ECM. Os nodos representam as vias de sinalizacdo e as arestas
mostram a relagdo entre essas vias. Quanto maior o tamanho do nodo, maior o nimero de genes
encontrados nos datasets. Os nodos em vermelho apresentaram p valor < 0,05, os nodos marrons
apresentam um p valor < 0,001. B) Processos bhioldgicos (BP) e componentes celular (CC) alterados do
proteoma CMV, LVT e ECM. Quanto maior o tamanho do nodo maior o nimero de genes regulados em
cada termo. Quanto mais proximo do vermelho o nodo estiver, menor o valor de p. C) Rede de interacao
das vias do banco de dados KEGG e REACTOME utilizando os fosfopeptideos reguladas no fosfoproteoma
CMV. Os nodos representam as vias de sinalizagdo e as arestas mostram a relacdo entre essas vias.
Quanto maior o tamanho do nodo, maior o nUmero de genes encontrados nos datasets e menor o nimero
de p valor. S6 estdo sendo mostradas vias com p valor < 0,05. D) Processos biolégicos (BP) e componentes
celular (CC) alterados nos fosfoproteoma CMV. Quanto maior o tamanho do nodo maior o nimero de genes
regulados em cada termo. Quanto mais proximo do vermelho o nodo estiver, menor o valor de p.

5.3 Anédlises Funcionais dos Dados Protedmicos
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5.3.1 A delecédo do gene MRGD Induziu Alteracdes na Fosforilagcdo de Proteinas

Quinases Importantes no Contexto Cardiaco

A proteina quinase A (PKA) é uma quinase envolvida em muitas vias de sinalizacao
(Aumo et al., 2010). No coracao, a PKA também apresenta um papel importante na via
de sinalizagédo do estimulo B-adrenérgico, realizando a fosforilacdo de varios substratos
como, por exemplo, a SERCA2, PLN, troponina, MYBPC3 e a TTN (Kruger e Linke, 2006;
Hanft e Mcdonald, 2009). A ativacdo dessa proteina quinase esta relacionada a
concentracdo de cAMP no meio intracelular (Koschinski e Zaccolo, 2017). A PKA foi
encontrada com maior abundancia e mais fosforilada nos animais mrgd-ko no proteoma
CMV e fosfoproteoma CMV-P (Anexos 2 e 4). A Fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinase-1-
gama (PIP5K1C) é uma quinase responsavel pela fosforilacdo de fosfatidilinositol 4-
fosfato (P14P) para formar fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), um segundo mensageiro
lipidico que regula varios processos celulares, como transduc¢éo de sinal, dindmica do
citoesqueleto de actina, adeséo celular e motilidade celular (Di Paolo et al., 2002; Shulga
et al., 2012). A PIP5K1C estava mais fosforilada na Ser-555 nos animais mrgd-ko
(fosfoproteoma CMV-P) (Anexo 4).

5.3.2 A Delecao Génica do MRGD Induziu Alteragbes em Transportadores I6nicos

A bomba de Sodio/Potassio (Na*-K* ATPase/ATP1A1/NKA) € uma enzima que cumpre
um papel importante na manutencdo do gradiente celular dos ions Na* e K* em
cardiomidécitos. Essa manutencdo tem um papel critico na homeostase ibnica e na
repolarizacdo das células excitaveis (Feraille et al., 2000). O funcionamento dessa
enzima € regulado principalmente por sua fosforilacdo (Fisone et al., 1994; Cheng et al.,
1997; Feraille et al., 1999). Além disso, a fosforilacdo da NKA na Ser-16 estimula o
aumento da afinidade dessa enzima pelos ions Na* intracelulares para sua extrusao do
citoplasma (Feraille et al., 2000). A abundéncia da NKA estava maior no grupo mrgd-ko
no proteoma LVT (Figura 17A e Anexo 1). Entretanto, nos proteomas do CMV e ECM néo
houve diferenca estatistica entre os grupos wt e mrgd-ko para essa proteina (Anexos 2 e

3). Além disso, a NKA foi encontrada menos fosforilada na Ser-16 no grupo mrgd-ko
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(fosfoproteoma CMV-P) (Figura 17A e Anexo 4), indicando uma possivel inibicdo da sua

atividade.

O NCX1 é um trocador ibnico com a funcéo de realizar a extrusdo de ions Ca?* intracelular
e regular o ritmo da liberacdo desses ions no meio intracelular (Herrmann et al., 2013;
Chu et al.,, 2021). Em condi¢des fisiologicas, o potencial eletroquimico gerado pelo
gradiente dos ions Na* € uma das forcas motrizes da NCX1 para a extrusdo dos ions
Ca?* (Correll et al., 2014). Ja foi demonstrado que mesmo uma pequena alteracdo na
concentracdo de ions Na* intracelular € suficiente para modular a funcionalidade da
NCX1 (Correll et al., 2014; Mazeto et al., 2021). Além disso, o acumulo de ions Na*
citoplasmatico ativa o0 modo reverso da NCX1, levando a um aumento de Ca?* intracelular
(Koh et al., 2017). A abundancia do NCX1 estava menor no grupo mrgd-ko do proteoma
CMV (Figura 17A), mas sem diferencas estatisticas nos proteomas LVT e ECM (Anexo 1
e 3). Os dados nos sugerem uma possivel inibicdo da NKA pela desfosforilagdo na Ser-
16, o0 que poderia aumentar os niveis de Na* e ativar o modo reverso da NCX1.

O receptor de Rianodina (RYR2) apresenta um papel importante no processo de
acoplamento excitagdo-contracdo nos miocitos cardiacos (Marx et al., 2000; Dobrev e
Wehrens, 2014). A regulacdo da atividade desse canal acontece quando os canais de
calcio do tipo L (CACNA1C/Cav) se abrem em resposta a despolarizacdo da célula e
aumenta a concentracdo de ions Ca2* em um espaco entre o tlbulo T e a membrana do
reticulo endoplasmatico (Walker et al., 2014). Esse aumento na concentracdo de ions
Ca?* induz a ativacdo do RYR2, promovendo a passagem de célcio do reticulo
endoplasmatico para esse mesmo espaco. Essas duas fontes de fluxo de ions Ca?*
geram um transiente de Ca?* intracelular que desencadeia a contracdo do musculo
cardiaco (Peng et al., 2016). O RYR2 estava mais abundante no grupo mrgd-ko no
proteoma LVT (Figura 17A). Entretanto, o RYR2 n&o foi encontrado diferencialmente

regulado no proteoma de CMV e ECM em animais mrgd-ko (Anexo 2 e 3).

De forma parecida, a PLN regula a atividade da célcio-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2) do mdusculo cardiaco. Essa regulacdo acontece pela
fosforilacdo da PLN na Ser-16 e Thr-17, que induz um aumento da atividade da SERCA2,

resultando no aumento da liberacéo de ions Ca?* pelo reticulo endoplasmatico (Doshi e
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Marx, 2009). A PLN estava menos abundante no grupo mrgd-ko do proteoma CMV
(Figura 17A) e sem diferenca estatistica entre os grupos wt e mrgd-ko nos proteomas
LVT e ECM (Anexos 1 e 3). Os sitios Ser-16 e Thr-17 da PLN estavam com uma
tendéncia de desfosforilagdo (p > 0,05; ndo regulado) no grupo mrgd-ko de CMV-P
(Anexo 4). Os dados protedmicos nos sugeriu uma possivel alteracédo nos niveis de calcio
intracelular nos animais mrgd-ko. Ensaios de transiente de céalcio confirmaram um nivel
significativamente menor de ions Ca?* intracelular em cardiomidcitos isolados de animais
mrgd-ko (Figura 17B). Além disso, ndo se pode excluir um possivel aumento na
concentracdo de ions Na* nos tecidos cardiacos do grupo mrgd-ko, possivelmente via
diminuicdo da densidade do trocador NCX e da atividade da bomba Na*/K* (NKA), via
diminuicdo da sua versao fosforilada (mais ativa). Em conjunto, esse potencial
desbalanco ibnico no tecido cardiaco de animais mrgd-ko poderia explicar, pelo menos

em parte, as alteracfes contrateis observadas anteriormente (Oliveira et al., 2019).

5.3.3 A Delec¢do do Gene MRGD Induziu Alteracdes em Proteinas dos Sarcomeros

O filamento espesso é composto por fibras de miosina, titina e proteina C de ligacéo a
miosina (Palmer, 2005). A miosina é uma proteina formada por trés estruturas: i) cadeia
pesada de miosina, ii) cadeia leve de miosina e iii) cadeia regulatéria de miosina (Palmer,
2005; England e Loughna, 2013). As cadeias pesadas de miosina (MYH7/MYH7B/MHC)
sdo proteinas constitutivas nos ventriculos em todos os estagios de desenvolvimento
(England e Loughna, 2013), e a sua regulacdo acontece quando a por¢ao mais proxima
ao N-terminal realiza a hidrélise do ATP, induzindo uma mudanca conformacional que
resulta no acoplamento da porcdo C-terminal aos filamentos do filamento espesso
(Palmer, 2005). A abundancia da MHC estava menor no proteoma de LVT e CMV
isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A), e sem diferenca significativa no proteoma de
ECM mrgd-ko (Anexo 3). Além disso, a fosforilagéo da Tyr-1460 na MYH?7 foi encontrada
mais abundante no CMV-P de animais mrgd-ko (Figura 17A). As cadeias regulatérias de
miosina (MYL1/MYL2/MLC) estao localizadas na regiao do pescogo a-helicoidal da MHC
e, orientadas de forma antiparalela, servem como estabilizadoras da MHC (England e
Loughna, 2013). A regulacdo da MLC-2 acontece pela fosforilacdo da Ser-15 (Scruggs et

al., 2010), que induz uma conformac&o com maior afinidade pelos ions Ca?*, modulando
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a sensibilidade na geracao de forca e na cinética da formacéo da ponte cruzada entre os
filamentos de actina e miosina (England e Loughna, 2013). A abundéancia da MYL1 e
MYL2 estava menor nos grupos mrgd-ko nos proteomas CMV e ECM, respectivamente
(Figura 17A), e sem diferenga significativa no proteoma LVT (Anexo 1). No entanto, houve
uma maior fosforilagéo na Ser-15 do grupo mrgd-ko no fosfoproteoma de CMV-P (Figura
17A). A diminuicdo da MHC e MLC, bem como a fosforilacdo da MHC na Tyr-1462,
podem indicar uma possivel alteragdo na arquitetura e cinética das fibras de miosina nos

animais mrgd-ko.

A Titina (TTN) é uma proteina de alta massa molecular e forma um filamento continuo
que se estende da banda Z a banda M dos sarcomeros. Diferentemente da miosina, a
TTN é uma proteina elastica e que participa do processo de contracdo de forma passiva
(Tskhovrebova e Trinick, 2010). Além disso, o controle da rigidez passiva dessa proteina
€ regulada principalmente pela sua oxidacédo e fosforilacdo (Linke, 2018). A TTN foi
encontrada amplamente desfosforilada no fosfoproteoma de CMV-P isolados de animais
mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 4). Seis sitios da TTN foram encontrados significativamente
desfosforilados (Thr-266, Ser-34097, Ser-34099, Ser-34451, Ser-34464, Ser-34476) e
apenas um fosforilado (Ser-33875), sugerindo uma mudanca na rigidez passiva da TTN

em animais mrgd-ko.

A proteina C de ligacdo a miosina cardiaca (MYBPC3/MyBP-C) tem um papel essencial
na estabilizacdo da estrutura e funcdo dos sarcomeros (Palmer, 2005). A MyBP-C € um
filamento transversal proteico que interage com os filamentos espessos e finos do
sarcébmero (Lynch et al., 2021). Além disso, a fosforilagéo dos residuos Ser-273, Ser-282
e Ser-302 aceleram a cinética de formacao da ponte cruzada (Lynch et al., 2021). A
abundéancia da MYBPC3 estava menor no proteoma da ECM isolada de animais mrgd-
ko (Figura 17A) e sem diferencas significativas nos proteomas LVT e CMV (Anexos 1-2).
Os residuos Thr-272 e Ser-307 da MYBPC3 estavam mais fosforilados no fosfoproteoma
de CMV-P isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 4). A alteracdo da
abundancia da MyBP-C e as fosforilagbes em residuos tdo préximos dos sitios
regulatorios (Ser-273, Ser-282 e Ser-302) podem indicar uma possivel alteracdo na

estrutura e funcéo dessa proteina nos animais mrgd-ko.
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O filamento fino € composto principalmente por monémeros de actina, tropomiosina e
troponina (Squire, 2019). A actina (ACTA1/2) € uma proteina que participa na formacao
de varias estruturas e esta presente em varios processos bioldgicos (Bareja et al., 2020).
A ACTAL e a ACTAZ2 formam longos filamentos helicoidais que se estendem dos disco Z
a banda M dos sarcémeros (Henderson et al., 2017; Squire, 2019). A principal funcéo da
ACTA no sarcomero € se ligar aos filamentos de miosina e “puxar” os discos Z em direcao
a banda M (Henderson et al., 2017). ACTAL1 e ACTA2 estavam menos abundantes nos
proteomas de LVT e ECM isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A, Anexo 1 e 3) e sem
diferenca significativa no CMV (Anexo 2). A tropomiosina (TPM1) é uma proteina
regulatoria que se liga aos filamentos de actina, formando duas cadeias continuas que
envolvem o filamento de actina (Henderson et al., 2017). A TPM1 é responsavel por
regular e estabilizar os filamentos de actina (Bareja et al., 2020). A abundancia da TPM1
estava aumentada nos proteomas de LVT e ECM isolados de animais mrgd-ko (Figura
17A, Anexos 1 e 3) e sem diferenca significativa no CMV (Anexo 2). A baixa abundancia
de ACTA1 e ACTAZ2 indica um possivel prejuizo na interacdo da actina com a miosina
dos sarcomeros. Em contrapartida, o aumento da TPM1 pode indicar um mecanismo
compensatorio e/ou uma alteracdo estrutural nos filamentos finos. Em conjunto, os dados
indicam que a estrutura e/ou funcdo dos sarcdmeros cardiacos podem estar alterados
nos animais mrgd-ko, contribuindo para os parametros de contracdo cardiaca deletérios

observados nestes animais (Oliveira et al., 2019).

5.3.4 A Delecdo do Gene MRGD Induziu Alteragbes em Proteinas Relacionadas

com a Transmissao da Forga Biomecanica no Coracao

Os ciclos de contracao (sistole) e relaxamento (diastole) do coracdo requerem conexdes
fortes e estaveis dos cardiomiécitos com a matriz extracelular, para preservar a
integridade do sarcolema (membrana plasmatica) (Chopra et al., 2018). A quinase ligada
a integrina (ILK) € uma proteina serina/treonina quinase responsavel pela interagédo da
matriz extracelular com o meio intracelular e com a transmissdo de sinais biomecéanicos
(Zervas et al., 2001; White et al., 2006; Brodehl et al., 2019). A abundéancia da ILK estava
menor no proteoma de ECM isolados de animais mrgd-ko do (Figura 17A e Anexo 3),
mas essa quinase néo foi identificada nos proteomas de LVT e CMV (Anexo 1 e 2). De
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forma parecida, a parvina (PARVB) contribui para a interagcdo da matriz com o meio
intracelular, por meio de sua ligacdo com a ILK e com os filamentos de actina dos
cardiomidécitos (Vakaloglou e Zervas, 2012). A abundancia da PARVB estava menor no
proteoma de CMV isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 2), ndo sendo
identificada nos proteomas de LVT e ECM (Anexos 1 e 3). A diminuicdo na abundancia
dessas proteinas (ILK e PARVB) pode indicar uma disfuncdo na ligacdo das fibras

musculares com a matriz extracelular em animais mrgd-ko.

As B-integrinas (ITGB4) séo proteinas presentes na membrana que realizam a ligacao da
matriz extracelular com o citoesqueleto (Campbell e Humphries, 2011). Essa ligacao
acontece pela formacdo de complexos localizados ao lado do sarcolema, realizando a
adesao entre as células e a matriz extracelular (Wu, Q. et al., 2015). A abundancia dessa
integrina estava aumentada no proteoma de LVT isolado de animais mrgd-ko (Figura 17A
e Anexo 1), ndo sendo identificada nos outros proteomas (CMV e ECM — Anexos 2 e 3).
Uma das proteinas desses complexos € a Talina (TLN1), que além de apresentar um
papel critico na estabilizacdo dos discos Z presente nos sarcomeros (Wu, Q. etal., 2015),
exerce a funcéo de ligacdo entre as B-integrinas e o citoesqueleto (Manso et al., 2017).
A abundéancia da TLN1 estava reduzida no protema de LVT isolado de animais mrgd-ko
(Figura 17A e Anexo 1), sem diferenca significativa nos proteomas CMV e ECM (Anexos
2 e 3). A regulacéo dessas proteinas indica uma possivel alteracdo na adeséo entre as

células cardiacas e a matriz extracelular.

A distrofina (DMD) também exerce um papel essencial na integridade das conexdes entre
as fibras musculares e a matriz extracelular (Haenggi e Fritschy, 2006). Essa ligacéo
acontece através da formacao de um complexo formado pela DMD com proteoglicanos
(Gao e Mcnally, 2015). Além disso, a DMD € importante para a estabilizagdo da
membrana durante ciclos de contracdo (sistole) e na transducéo da forca (Haenggi e
Fritschy, 2006). A abundancia da DMD estava menor no proteoma de LVT isolado de
animais mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 1) e sem diferenca significativa nos demais
proteomas (CMV e ECM — Anexos 2 e 3).
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Em conjunto, os dados protedmicos, fosfoprotedmicos e de quantificacdo do transiente
de Ca?' nos sugere uma alteragdo na homeostase idnica assim como na geracéo e

transmisséo da forga mecéanica no coragdo de animais mrgd-ko (Figura 17C).
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Figura 17 — Andlise funcional dos dados protedmicos e fosfoprotedmicos. A) Heatmap representando a
guantificacdo em valores transformados para log2 das proteinas reguladas nos proteomas de LVT, CMV,
ECM e no fosfoproteoma CMV-P de animais wt e mrgd-ko. Cada coluna representa uma replicata biolégica
dos grupos wt e mrgd-ko. A barra de cor ao lado do nome do gene (lado esquerdo) representa o proteoma
em que aquela determinada proteina estava regulada. A barra de cor (lado direito) representa a via de
sinalizacao ao qual aquela determinada proteina esta associada. B) Quantificagédo do transiente de calcio.
O grafico em azul representa o grupo wt (n=70) e o verde o grupo mrgd-ko (n=60). Cada ponto refere-se a
medicdo do nivel de célcio de um cardiomiécito isolado. As andlises estatisticas foram feitas utilizando o
teste t de student ndo pareado e ndo paramétrico. Mrgd-ko = animais knockout para o gene Mrgd. wt =
animais wild type. C) Esquema representativo das proteinas das vias alteradas nos animais com o gene
MrgD deletado. Houve a regulacéo de proteinas de transporte ibnico, sarcdmeros e adesdo focal. No
esquema, as proteinas (representada pelos genes) ou fosfositios com os nomes em vermelho, azul ou
preto foram encontradas, respectivamente, “mais abundante”, “menos abundante” ou “inalterada
estatisticamente” nos tecidos cardiacos de animais mrgd-ko em comparacdo com 0s animais wt.
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6 DISCUSSAO

Em concordancia com o trabalho publicado anteriormente por Oliveira e colaboradores
(Oliveira et al., 2019), os coragdes dos animais mrgd-ko apresentaram uma dilatacao do
ventriculo esquerdo ex vivo (Figura 14A), confirmando o fenotipo de CMD. Geralmente,
em condicbes de remodelamento cardiaco em quadros de cardiomiopatias existe a
alteracdo da massa e no tamanho do coracao (GoOktepea et al., 2010; Ito et al., 2021).
Apesar dos corac¢des dos animais mrgd-ko serem maiores in vivo do que os dos animais
wt (Oliveira et al., 2019), ndo observamos diferencas significativas na massa cardiaca ex
Vivo entre 0s grupos experimentais (Figura 14B). A razdo entre a cardiaca e corporal
apresentou uma tendéncia a estar menor nos animais mrgd-ko (Figura 14B). Entretanto,
a diminuicdo dessa razdo deve estar mais relacionada a maior massa corporal
apresentada pelos animais mrgd-ko do que pela diminuicdo da massa cardiaca nesses
camundongos (Figura 14B). Diferentemente do fenétipo de CMD nos camundongos
mrgd-ko, estudos com camundongos transgénicos mostraram uma maior razao entre a
massa cardiaca e a massa corporal em comparacdo com 0S respectivos controles
(Stypmann et al., 2002; Arif et al., 2021).

Embora o nimero de proteinas e fosfopeptideos identificadas nos proteomas de LVT,
CMV e ECM e no fosfoproteoma de CMV-P nao tenha sido tdo expressivo (Figura 15A)
(Anexos 1-4) quanto outros trabalhos que estudaram o proteoma cardiaco (Doll et al.,
2017), os dados apresentaram uma boa reprodutibilidade em todos os grupos estudados
(Figura 15B e D), apresentando uma regulacdo média de 10% do numero total de
proteinas quantificadas nos proteomas e fosfoproteomas (Figura 15C e E), que € uma
proporcao usualmente observada em trabalhos utilizando a marcacédo isotdépica com
dimetil (Bantscheff et al., 2007).

As vias encontradas reguladas nos proteomas de LVT, CMV e ECM isolados de animais
mrgd-ko estdo intimamente relacionadas com a regulacao de processos importantes para
a contracdo muscular e morfologia do coracdo (Figura 16). Em estudos anteriores de
cardiomiopatia dilatada, onde os autores avaliaram o transcriptoma e/ou o proteoma de
tecidos cardiacos isolados de coracdo humano ou de camundongos, vias similares as

alteradas no grupo mrgd-ko foram encontradas enriquecidas, como por exemplo, ‘juncéo
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aderente”, “adeséao celular”, “oxidacao fosforilativa”, “doenca de Parkinson”, “doenca de
Alzheimer”’, “doenca de Huntington”, “cardiomiopatia dilatada”, “alcoolismo”,

LT ” LT

“metabolismo de energético”, “peroxissoma”, “resposta ao estresse celular”, “sarcomeros”
e “contragdo muscular” (Isserlin et al., 2010; Colak et al., 2016; Liu et al., 2017; Lu et al.,
2019; Li et al., 2020; Ameling et al., 2021). De forma parecida, os processos bioldgicos
alterados nos grupos mrgd-ko se assemelham a outros modelos de CMD (Lu et al., 2019).
Além disso, a regulacdo de proteinas relacionadas a processos de oxi-reducéo
encontradas nos animais mrgd-ko (Figura 16B) estd frequentemente associada aos
fendtipos de cardiomiopatia (Koyama et al., 2013; Evangelista et al., 2019; Enomoto et
al., 2021). Neste sentido, a regulacao de proteinas do disco Z (Figura 16B e D) indica
uma disfuncéo estrutural e funcional das fibras cardiacas e do coracéo (Frank e Frey,
2011). Além disso, a regulacdo nas vias de metabolismo energético pode estar
relacionada com o aumento observado na massa corporal dos animais mrgd-ko (Figura

14B e 16A-B).

A regulacdo positiva da via de sinalizacdo adrenérgica e absorcao de célcio (Figura
Anexo FA2) e a regulacdo negativa das vias de juncéo aderente e contracdo do musculo
cardiaco (Figura FA3) indicam que a delecdo do gene MrgD induz a desregulacdo de
proteinas associadas ao transporte idnico e contracdo no tecido cardiaco. Em estudos
anteriores, as vias de sinalizacdo adrenérgica em cardiomiécitos e absorcdo de célcio
foram reportadas alteradas em quadros de CMD (Wu, H. et al., 2015; Kuzmanov et al.,
2016).

A PKA é uma quinase envolvida na fosforilagdo de proteinas do sarcOmero presentes
nas bandas A e M, e discos Z (Voelkel e Linke, 2011). A fosforilacdo da Thr-198 da PKA
(Anexo 4) parece apresentar um efeito protetor durante o processo de isquemia-
reperfusdo (Li, X. D. et al., 2010). Além disso, a fosforilagdo da titina (TTN) pela PKA é
uma etapa importante para o controle da sua rigidez e tenséo passiva (Linke, 2018). A
fosforilacdo da phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 gamma (PIP5K1C) na
Ser-555 (Anexo 4) parece ativar essa proteina e induzir a fosforilacdo da talina (TLN) e

induzir a formacdo adequada das adesbes focais (Di Paolo et al., 2002), que sé&o
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importantes para a excitabilidade dos cardiomiécitos, favorecendo a despolarizacao

rapida de células adjacentes (sincicio cardiaco).

Os dados proteémicos indicam uma possivel desregulacdo da bomba Na*/K* (NKA) em
CMV isolados de animais mrgd-ko e um possivel aumento na concentracao intracelular
de Na* nessas células. Em trabalhos anteriores, ja foi demonstrado que o tratamento com
a Ang-(1-7), apos a isquemia do miocardio, promove a ativacdo da NKA e reestabelece
a hiperpolarizacdo das células e a conducdo do impulso cardiaco. Em contrapartida, o
aumento de Angll induz a inibicdo da NKA em cardiomidcitos e levam essas células a
apresentarem um aumento do volume do liquido intracelular (LIC) (De Mello, 2008; 2009;
Shah et al., 2010). Em concordancia com esses estudos, os cardiomidcitos dos animais
mrgd-ko apresentaram os niveis de expressdo de ECA2 diminuidos, sugerindo uma
menor concentracdo de Ang-(1-7) e um fendtipo hipertrofiado (Oliveira et al., 2019),
possivelmente devido ao aumento do LIC. Por isso, é possivel que a alteragdo na
concentracdo dos ions Na* intracelular cause uma alteracdo na polarizacdo das células

cardiacas, reduzindo o seu potencial de membrana em repouso.

A menor fracdo de encurtamento e um atraso na liberacdo de célcio nos animais mrgd-
ko (Oliveira et al., 2019), bem como a diminui¢do da abundéancia da PLN nos CMV (Figura
17A) nos sugeriu que a auséncia do receptor MrgD poderia alterar a homeostasia do Ca?*
intracelular. O ensaio de transiente de Ca?* realizado em CMV corroboraram essa
hipétese, j4 que cardiomiocitos mrgd-ko apresentaram niveis reduzidos desse cation
divalente em comparacdo com células wt (Figura 17B). Em conjunto, os dados nos
sugerem que a diminuicdo da contratilidade dos cardiomiécitos em animais mrgd-ko é
devido a uma alteracdo no processo de hiperpolarizacdo celular, alterando a
excitabilidade das células, assim como pela diminuicdo do transiente de Ca?*, reduzindo
a contratilidade dos cardiomiocitos. Essa alteragdo no processo de acoplamento
excitagdo-contracdo também parece estar relacionada com a assincronia nos vetores de
forca observados in vivo por ecocardiografia no coracdo dos camundongos mrgd-ko
(Oliveira et al., 2019). Além disso, os animais mrgd-ko parecem apresentar uma
insuficiéncia cardiaca, evidenciada pela diminuicdo da abundancia do trocador Na*/Ca?*
NCX1 (Ujihara et al., 2016).
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Além da desregulacdo de proteinas importantes para a manutencdo da homeostasia
ibnica, a delecdo do gene MrgD também afetou proteinas contrateis e estruturais muito
importantes para o processo de contracao (sistole) e relaxamento (diastole) do coragéo.
As cadeias pesadas da miosina sao essenciais para a formagéao dos filamentos espessos
nos sarcébmeros. Essas proteinas desenvolvem um papel importante na regulacdo da
interacdo dos filamentos espessos de miosina com os filamentos de actina, no
desenvolvimento embrionario e na diferenciacdo do tecido esquelético (Warkman et al.,
2012; Mosqueira et al., 2018; Agarwal et al., 2020). A desregulacdo dessas proteinas
também é um fator importante para o desenvolvimento da cardiomiopatia hipertrofica
(Chen et al., 2020) e para a formacéo do septo atrial (Maran et al., 2020). A diminuicdo
drastica dessas proteinas em CMV e LVT isolados de animais mrgd-ko, assim como um
aumento na fosforilacdo da Tyr-1460 na MYH7 (Figura 17A), indicam uma possivel
alteracdo na organizacdo dos sarcbmeros e, também, uma possivel alteracdo na
formacéo das fibras cardiacas e no desenvolvimento do coracdo (Locher et al., 2011).
Corroborando com os nossos dados protedmicos, que indicam uma clara desregulacao
de proteinas estruturais cardiacas devido a auséncia do receptor MrgD, evidenciando um
papel importante do SRA, ja foi demonstrado que o tratamento com Ang-(1-7) restaurou
0s niveis de miosina e da forca muscular em camundongos com sarcopenia (Aguirre et
al., 2020).

As miosinas de cadeia leve (MYL ou MLC) sdo importantes na estabilidade estrutural das
miosinas de cadeia pesada (MYH ou MHC). A MYL2/MLC-2 esta localizada no pescoco
da cadeia de miosina, e é responsavel pela traducdo da energia quimica, gerada pela
hidrélise de ATP, em energia mecanica, levando ao encurtamento dos midcitos (Sheikh
et al., 2015). A porcdo N-terminal da MLC-2, responsavel pela ligacdo com Ca?* e Mg?*,
contém um sitio de fosforilagdo na Ser-15, que regula a interacao dos filamentos de actina
e miosina (Scruggs et al., 2010). Em um modelo fosfomimético em camundongos, a
mutacdo da Ser-15 por um Asp-15 (S15D) levou ao desenvolvimento de uma
cardiomiopatia hipertréfica em camundongos (Yadav et al.,, 2019), demonstrando a
importancia desse sitio de fosforilacdo. Além disso, a dele¢cdo e/ou mutagdo nessas
proteinas leva ao desenvolvimento de fraqueza muscular e cardiomiopatias (Hernandez

et al., 2007). A diminuicéo de proteinas MLC’s no proteoma de CMV e ECM isolados de
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animais mrgd-ko (Figura 17A) indicam uma possivel disfuncdo na estrutura dos
sarcomeros. Neste sentido, acreditamos ser um mecanismo compensatorio 0 aumento
observado de fosforilagdo na Ser-15 em MYL-2/MLC-2.

Os filamentos finos dos sarcomeros sao formados predominantemente pela a-actina
(ACTAL). Essa proteina interage intimamente com os filamentos de miosina e, por isso,
apresenta um papel central na contracdo muscular (Clarke et al., 2007; Laing et al., 2009).
A alteragdo, mutacdo e delecdo dessa proteina leva a fraqueza muscular e alteracdes
das fibras musculares (Eichbaum, 1975; Tidholm e Jonsson, 2005; Laing et al., 2009). A
diminuicdo da abundancia da ACTA1/2 no LVT, juntamente com a diminuicdo da MHC,
indica uma alteracdo nas fibras musculares dos animais mrgd-ko, compativeis com o
fenétipo de CMD.

Outra proteina importante para o processo de contracdo muscular € a MyBP-C, que
auxilia na interacao dos filamentos grossos e finos dos sarcobmeros durante o processo
de encurtamento dos miécitos. A MyBP-C apresenta um motivo (M-Motif) contendo 4
sitios de fosforilagdo em camundongos (Ser-273, Ser-282, Ser-302 e Ser-307) que séo
essenciais para o funcionamento correto do sarcomero durante a contragdo muscular
(Dutsch et al., 2019; Mcnamara et al., 2019). A baixa expressado ou a mutacdo de MyBP-
C ja foi reportado como um fator deletério durante os ciclos de contracao e relaxamento
cardiaco (Toepfer et al., 2019). Além disso, a mutacdo e/ou auséncia da MyBP-C é
reportado na literatura como um dos fatores indutores de cardiomiopatias (Dementyeva
et al., 2021, Pei et al., 2021; Yang et al., 27

021). A baixa abundancia da MyBP-C observada em animais mrgd-ko pode estar
relacionada com a alteracdo deletéria dos parametros de contracédo e relaxamento do
coracao de animais mrgd-ko observados anteriormente (Oliveira et al., 2019). Assim
como discutido para a MYL-2, o aumento da fosforilacdo da MyBP-C em sitios tédo
proximos dos regulatérios pode ser uma adaptacéo das células mrgd-ko a perturbacao

causada pela diminui¢cdo dessa proteina (Dutsch et al., 2019; Mcnamara et al., 2019).

A associacao dos filamentos de miosina com os filamentos da TTN é essencial para a

transmissao da forca gerada pela contracao (Chopra et al., 2018). Os filamentos de TTN
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desencadeiam papéis importantes na formacéo do sarcémero e na sinalizacdo mecanica
do coracao (Labeit et al., 1997; Linke e Hamdani, 2014). Apesar de ser uma proteina
muito grande, com mais de 35.000 residuos de aminoacidos, a TTN é extremamente
flexivel, com alto potencial de mudancga conformacional (Tharp et al., 2019). Em modelos
usando cardiomiécitos murinos com a delecdo do gene PKD, foi observada uma ampla
regulacao na fosforilacdo da TTN, acompanhada pela diminuicdo da forca de contracao
passiva dos cardiomiocitos (Herwig et al., 2020). De forma similar, a TTN em
cardiomidcitos isolados de animais mrgd-ko estava diminuida e apresentou uma ampla
desfosforilacdo dos seguintes sitios: (i) Thr-266, pertencente a porcdo que realiza a
ancoragem da TTN com o sarcébmero (Disco Z) (Swist et al., 2020), (i) Ser-2080,
localizado na porcéo elastica da TTN (Banda I) (Kotter et al., 2013) e em (iii) Ser-33875,
Ser-34097, Thr-34099, Ser-34451, Ser-34464, Ser-34470 e Ser-34476, que pertencem a
porcao distal da TTN (Banda M). Trabalhos recentes mostraram que uma desfosforilacao
ampla da TTN pode gerar um truncamento na sua estrutura, induzindo um prejuizo para
o ciclo cardiaco (sistole e diastole), bem como favorece o desenvolvimento de
cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca (Linke e Hamdani, 2014; Radke et al.,
2019; Slater et al., 2019; Tharp et al., 2019; Vikhorev et al., 2020).

A transmissao da forca mecanica, gerada pelos cardiomiécitos, € mediada pelo complexo
formado pelas proteinas ILK-PARVB-PITCH (IPP) (Chen et al., 2005). A auséncia de ILK
reduz drasticamente os niveis proteicos de PARVB, pois esse complexo parece ser
essencial para a estabilidade e localizacdo dessa proteina (Vakaloglou e Zervas, 2012).
A diminuicdo dos niveis proteicos da ILK na ECM isolada de animais mrgd-ko parece
induzir a diminuicdo dos niveis de PARVB e TLN em CMV e LVT (Figura 17A), indicando
gue as conexdes entre o citoesqueleto, a membrana plasmatica e a matriz extracelular
podem estar prejudicadas. Além disso, a delecdo génica de ILK em camundongos e
peixes também levou ao desenvolvimento espontaneo da cardiomiopatia dilatada e
insuficiéncia cardiaca (White et al., 2006; Hannigan et al., 2007; Pott et al., 2018).

Por fim, a diminuicdo da desmina (DMD) no LVT de animais mrgd-ko também parece
estar associada ao fenotipo deletério da funcéo cardiaca de animais mrgd-ko (Oliveira et
al., 2019), afetando a contracdo muscular e a transducéo de forca (Haenggi e Fritschy,
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2006). Em humanos, mutacfes nesse gene levam ao desenvolvimento de cardiomiopatia
dilatada ligada ao cromossomo X (Ortiz-Lopez et al., 1997; Feng et al., 2002; Singh et al.,
2014). Além disso, camundongos DMD duplo knockout (DMD”) apresentam
modificagcdes no tamanho das fibras musculares, fraqueza muscular e forga de contracao

reduzida, caracterizando a distrofia muscular de Duchenne (Saha et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

As andlises protebmica e fosfoprotebmica mostraram alteracbes em proteinas
associadas a vias importantes de contragdo muscular, sinalizacdo adrenérgica,
organizacdo dos sarcémeros, homeostase idnica e transmisséo de for¢ca do coracdo nos
animais mrgd-ko. O conjunto dos dados aqui reportados indicam que a delecdo do gene
MrgD esta associado a um desbalanco na homeostasia ibnica de ions Na* e Ca?*, que
pode afetar o acoplamento excitagdo-contracéo, tdo importante para o funcionamendo
cardiaco. Além disso, a diminuicdo de abundancia observada para proteinas dos
sarcomeros, como a MHC, MLC, ACTA, MyPB-C, TTN, assim como de proteinas
estruturais, que participam da adeséo das fibras musculares com a matriz extracelular,
como as proteinas ILK, PARVB, TLN e DMD, também sugerem uma desorganizacao do
citoesqueleto, que culmina com o fenétipo deletério da funcéo cardiaca de animais mrgd-
ko. Assim, este trabalho apresenta as bases moleculares que podem explicar a CMD
observada em animais mrgd-ko, reforcando a importancia do SRA na homeostasia
cardiaca.
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ANEXOS

A Proteoma - Cardiomiécitos isolados B Proteoma - Ventriculo esquerdo
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Anexo FA1l — Normalizacao dos dados protedmicos. Os proteomas do(s) A) cardiomidcitos ventriculares
isolados; B) ventriculo esquerdo; C) Matriz extracelular e o fosfoproteoma dos D) cardiomidcitos
ventriculares isolados apresentam uma distribuicdo normal. Os histogramas em azul sdo referentes ao
grupo wt e em verde ao grupo mrgd-ko.
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Anexo FA2 - Vias enriquecidas nos tecidos cardiacos induzidas pela delecdo do gene Mrgd. Rede de
interacao das vias do banco de dados KEGG utilizando as proteinas reguladas positivamente no proteoma
do cmv, ve e ecm. Os nodos representam as vias de sinalizacdo e as arestas mostram a relagéo entre
essas vias. Quanto maior o tamanho do nodo, maior o nimero de genes encontrados nos datasets e menor
0 numero de p valor. S6 estdo sendo mostradas vias com pvalor < 0.05.
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Anexo FA3 - Vias enriquecidas nos tecidos cardiacos induzidas pela delecdo do gene Mrgd. Rede de
interacao das vias do banco de dados KEGG utilizando as proteinas reguladas negativamente no proteoma
do cmv, ve e ecm. Os nodos representam as vias de sinalizacdo e as arestas mostram a relagéo entre
essas vias. Quanto maior o tamanho do nodo, maior o nimero de genes encontrados nos datasets e menor
0 ndmero de p valor. S6 estdo sendo mostradas vias com pvalor < 0.05.



