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RESUMO 

O sistema renina angiotensina (SRA) desempenha um papel essencial na homeostase 

cardiovascular. Várias enzimas, peptídeos ativos e receptores regulam o SRA durante 

condições fisiológicas e patológicas. Recentemente, um estudo mostrou que a deleção 

de um componente do RAS (gene MrgD) levou a uma remodelação ventricular esquerda 

significativa, desenvolvendo cardiomiopatia dilatada grave (DCM) em camundongos. A 

DCM é uma doença do músculo cardíaco caracterizada pelo aumento e dilatação de um 

ou de ambos os ventrículos, juntamente com comprometimento da contratilidade. Além 

disso, o DCM é a razão mais comum para o transplante de coração em todo o mundo. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterização proteômica e 

fosfoproteômica dos tecidos e células cardíacas derivadas de camundongos sem o gene 

MrgD, para um melhor entendimento do papel desse receptor na DCM. Assim, o 

ventrículo esquerdo, os cardiomiócitos ventriculares e a matriz extracelular de 

camundongos adultos knockout para MrgD (mrgd-ko) e C57Bl6 (wt) foram submetidos à 

análise proteômica. A análise proteômica funcional mostrou que a deleção MrgD 

desencadeia mudanças significativas nas vias relacionadas à homeostase iônica, 

contração muscular, sinalização adrenérgica, organização do sarcômero e adesão focal. 

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

Dilatada; Proteômica; Fosfoproteômica.  

 

 

 

 

 

 



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 C57Bl6 (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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sistema Renina Angiotensina 

O sistema renina angiotensina (SRA) desempenha um papel essencial para a fisiologia 

cardiovascular. Vários estudos mostram a relação entre o SRA e o controle da 

homeostase iônica, volemia, estabilidade hemodinâmica e rigidez cardíaca (Jia, Aroor, et 

al., 2018; Jia, Hill, et al., 2018). Entretanto, em condições patofisiológicas, a desregulação 

dos componentes desse sistema pode desencadear processos inflamatórios e levar ao 

desenvolvimento de várias desordens locais e sistêmicas (Paul et al., 2006; Wu et al., 

2018; Paz Ocaranza et al., 2020). Por isso, desde a sua descoberta, o SRA tem sido um 

importante alvo para o tratamento de distúrbios no sistema cardiovascular (Ferreira et al., 

2010). 

O SRA é composto por uma cascata de reações enzimáticas que geram peptídeos com 

efeito vasoativos. No eixo clássico, a produção desses peptídeos inicia-se pela clivagem 

do angiotensinogênio, uma proteína plasmática de alta massa molecular, pela enzima 

renina, formando a angiotensina I (Ang I), que é um decapeptídeo de sequência [Asp-

Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu] sem efeito conhecido, que é posteriormente clivado 

pela enzima conversora de angiotensina (ECA), formando a angiotensina II (Ang II), um 

octapeptídeo de sequência [Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe] e que é agonista 

preferencial do receptor de angiotensina do tipo 1 (AT1). A ativação desse receptor pela 

Ang II induz vasoconstrição, hipertrofia cardíaca, aumento de espécies reativas de 

oxigênio (ROS, sigla do inglês), fibrose, inflamação, entre outros (Forrester et al., 2018). 

Esses efeitos são contrabalanceados pela ativação do eixo não clássico ou protetor, que 

acontece através da clivagem da Ang I pelas enzimas prolil endopeptidase (PEP), 

oligopeptidase timet (TOP), endopeptidase neutra (NEP) ou a partir da clivagem da Ang 

II pela PEP ou ECA2, formando a angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)), um heptapeptídeo de 

sequência [Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro] e agonista do receptor MAS. A ativação 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 porção menos significativa 
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que é formada a partir da hidrólise da Angiotensina-(1-9) pela ECA (Mckinney et al., 

2014). Além disso, a Ang-(1-7) pode ser transformada em Alamandina, um heptapeptideo 

de sequência [Ala-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro]. De forma paralela, a Ang II, por ação de uma 

enzima ainda desconhecida, que promova a descarboxilação do resíduo de aspartato N-

terminal (Asp1), pode se transformar em angiotensina A (Ang A), um octapeptídeo de 

sequência [Ala-Arg-Val-Tyr-Ile-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 formação dos peptídeos efetores do RAS. Através da interação 

com seu receptor endógeno Membro D do receptor acoplado à proteína 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).  

Figura 1 – Esquema simplificado das vias de formação dos peptídeos efetores do sistema renina 

angiotensina. 
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1.2 Eixo Alamandina/MrgD 

 

1.2.1 Receptor MrgD 

Os receptores acoplados à proteína G (GPCRs) são formados por sete hélices 

transmembrana, com a porção N-terminal no meio extracelular e a porção C-terminal 

intracelular. Os GPCRs são a maior família de receptores de superfície e as primeiras 

entidades envolvidas na sinalização celular (Hilger et al., 2018; Wang et al., 2018). Além 

disso, apresentam papéis importantes em vários processos fisiológicos, como a 

proliferação, diferenciação, quimiotaxia e comunicação celular (Lefkowitz, 2013; Wang et 

al., 2018). A interação do ligante com o GPCR gera uma mudança conformacional do 

receptor, iniciando o ciclo de atividade da proteína G e induzindo vários sinais 

intracelulares (Lembo et al., 2002; Latorraca et al., 2017). Os GPCRs podem ser ativados 

por uma grande variedade de ligantes, incluindo neuropeptideos, aminas biogênicas, 

aminoácidos, luz (fótons), quimiocinas, fatores de crescimento, entre outros (Lembo et 

al., 2002; Wang et al., 2018). As proteínas G são proteínas intermediárias essenciais para 

a transdução de sinal, ligando-se em diversos GPCRs localizados na superfície celular 

(Hilger et al., 2018).  

Os genes dos receptors relacionados ao MAS (MRGs) constituem uma subfamília de 

GPCR que são expressos principalmente em células neurais. Em estudos iniciais foram 

associados a inflamação e nocicepção, inclusive na regulação da percepção, sensação 

e estímulo 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 subfamília 

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 possível conservação na função desse 

receptor nessas espécies. Embora o MrgD tenha alta similaridade com os MRGs de 

classe A, B e C, e durante os estágios de desenvolvimento esses receptores sejam 

expressos conjuntamente, sua expressão pós nascimento parece ser segregada desses 

receptores, levando a uma localização diferente (Liu et al., 2008). O MrgD é expresso em 

praticamente todos os órgãos, com maior predominância em tecidos e células cerebrais 



17 
 

e cardíacas, testículo, bexiga, artéria e tecidos adiposos (Shinohara et al., 2004; Oliveira 

et al., 2019). Além disso, células de ovário de hamster chinês (CHO) transfectadas com 

os genes de MrgD humano, ratos e camundongos apresentam resposta ao estímulo com 

a β-Alanina, aumentando os níveis de cálcio intracelular e ativando a fosforilação das 

proteínas quinases ativadas por mitogênio (ERK1/2) (Shinohara et al., 2004; Milasta et 

al., 2006; Zhang et al., 2007).  

1.2.2 Alamandina 

A alamandina foi o último peptídeo hormonal pertencente ao SRA a ser identificado 

(Lautner et al., 2013) e, desde então, tem sido considerado o agonista pleno do MrgD, 

por ativar esse receptor em menores concentrações que a β-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 formação da alamandina pode acontecer por duas rotas enzimáticas diferentes (Figura 

1). A primeira acontece pela hidrólise da Ang A pela ECA2, formando a alamandina e a 

segunda pela descarboxilação da Ang-(1-7) em seu primeiro resíduo de amino ácido, 

transformando o Asp1 em um resíduo de Ala1 (Lautner et al., 2013). Embora a enzima 

que realiza essa descarboxilação seja ainda desconhecida, existe a hipótese de que 

bactérias presente no trato gastrointestinal e no coração possam converter a Ang II 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. Após 

a sua caracterização, vários outros estudos também têm 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 degranulação de neutrófilos e 

atenuar a resposta inflamatória induzida por macrófagos, indicando um efeito anti-

inflamatório para esse heptapeptídeo (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 neutralização de espécies reativas de oxigênio (ROS, sigla do inglês) 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-fibrótico (De Souza-Neto et al., 2019; Wang 
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et al., 2019; Huang et al., 2020), atenuar a hipertrofia de cardiomiócitos e do tecido 

cardíaco (Liu et al., 2018; Silva et al., 2021), promover um efeito antiproliferativo seletivo 

à células tumorais (Leão et al., 2020) e induzir um efeito antidepressivo em ratos 

transgênicos apresentando uma expressão reduzida de angiotensinogênio 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 

coração, apesar de não ser o único tecido-alvo.  

1.3 O Coração  

O coração (Figura 2) é um órgão pulsátil que apresenta quatro câmaras organizadas em 

duas bombas (direita e esquerda) para fornecer um fluxo sanguíneo constante às 

circulações sistêmicas e pulmonar. Resumidamente, o ciclo cardíaco funciona da 

seguinte forma: o ventrículo direito bombeia o sangue desoxigenado (rico em CO2) 

proveniente da circulação sistêmica e do próprio músculo cardíaco para os pulmões, 

através do tronco pulmonar, que se ramifica em artérias pulmonares direita e esquerda. 

Dentro dos pulmões o sangue é oxigenado e o excesso de CO2 é eliminado. O sangue 

oxigenado é coletado pelas veias pulmonares, que se abrem no átrio esquerdo, que 

atuam como uma cavidade de coleta do sangue oxigenado. O átrio esquerdo bombeia o 

sangue para o ventrículo esquerdo passando pela válvula mitral. Então o ventrículo 

esquerdo bombeia o sangue oxigenado para a circulação sistêmica, através da artéria 

aorta. Ao realizar as trocas gasosas nos tecidos periféricos, o sangue retorna ao átrio 

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



19 
 

 

Figura 2 – Esquema da estrutura anatômica do coração. Disponível em: 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Diagram_of_the_human_heart_(cropped)_pt.svg. Acesso em: 

08/2021. 

1.3.1 Tecido Muscular Cardíaco 

O tecido muscular cardíaco (Figura 3), assim como o esquelético, é uma derivação do 

tecido muscular estriado. O músculo estriado cardíaco é especializado em realizar a 

contração do coração pela conversão da energia eletroquímica em energia motora 

(Shadrin et al., 2016). Esse tecido é composto por diversas fibras musculares (miócitos), 

formados por estruturas cilíndricas conhecidas como miofibrilas (Hwang e Sykes, 2015; 

Rassier, 2017). As miofibrilas são formadas por vários sarcômeros (figura 4) organizados 

de forma contínua. A repetição dessas unidades motoras micrométricas forma a anatomia 

do músculo estriado cardíaco (Hwang e Sykes, 2015). Além disso, esse tecido apresenta 

estruturas tubulares que se localizam entre as miofibrilas. Esses túbulos (Túbulos T) são 

essenciais para os processos de contração e relaxamento cardíaco (Sonnenblick e Stam, 

1969). 
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Figura 3 – Esquema da histologia do músculo estriado cardíaco: (a) corte histológico do tecido muscular 

cardíaco com estruturas do núcleo, discos intercarales e os cardiomiócitos apontados e esquemas 

mostrando as junções do tipo Gap e os complexos de adesão focal; (b) esquema do musculo cardíaco 

mostrando a sua estrutura e apontando a localização das células cardíacas, discos intercalares, núcleo, 

mitocôndria, Túbulos T e retículo endoplasmático. Disponível em: https://socratic.org/questions/what-is-the-

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

1.3.2 Sarcômeros 

Os sarcômeros são estruturas compostas por proteínas intercalares, organizadas em três 

dimensões, que respondem a uma mudança nos níveis de íons cálcio, gerando uma força 

ativa e passiva (Frazier et al., 2011; Rassier, 2017). Microscopicamente, o sarcômero é 

divido em três porções, as bandas A e I, e os discos Z (Rassier, 2017). Os discos Z 

delimitam as bordas laterais dos sarcômeros e consistem em filamentos de actina que 

estão ligados a moléculas de α-actinina (Knoll et al., 2011; Hsu et al., 2018). A banda I 

abrange uma área adjacente ao disco Z e é composta principalmente pelos filamentos de 

actina e titina (Rassier, 2017). A banda A abrange a maior parte do sarcômero e é nesta 
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estrutura que os filamentos espessos (composto majoritariamente por miosina) e finos 

(compostos principalmente por actina) estão sobrepostos (Rassier, 2017). Nessa mesma 

banda a titina forma um filamento contínuo que abrange pelo menos a metade do 

comprimento do filamento espesso, abrangendo o centro do sarcômero até o disco Z 

(Radke et al., 2019). Além disso, os sarcômeros adjacentes são ligados uns aos outros 

por filamentos de α-actinina (Hsu et al., 2018). A figura 4 mostra a estrutura básica do 

sarcômero.  

 

Figura 4 – Estrutura básica do sarcômero. Representação da organização dos filamentos de miosina, 

actina, α-actinina e titina. A proteína C de ligação com a miosina (MyBP-C, sigla em inglês) em azul faz a 

estabilização das interações entre os filamentos (Hwang e Sykes, 2015). 

1.3.3 Acoplamento Excitação-Contração no Músculo Cardíaco 

O processo de acoplamento excitação-contração (AEC) é a associação da excitação 

(potencial de ação) à contração do músculo cardíaco. O AEC é responsável por controlar 

a concentração de íons Ca2+ durante os processos de sístole e diástole do coração. Na 

sístole, a despolarização produzida pelo potencial de ação nas células cardíacas abre os 

canais de Ca2+ dependente de voltagem do tipo L, localizados na membrana e nos 

túbulos T. Essa abertura promove um influxo de íons Ca2+ em um espaço situado entre 

o sarcolema (membrana plasmática) e o retículo endoplasmático (RE). O aumento da 

concentração desses íons induz a ativação do receptor Rianodina, promovendo a 

liberação de mais íons Ca2+ nesse espaço. Essas duas fontes de cálcio aumentam o 

gradiente de íons Ca2+ intracelular, que por sua vez se ligam a Troponina, resultando no 

deslizamento dos filamentos espessos e finos, realizando o encurtamento dos miócitos 
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cardíacos (Eisner et al., 2017). Durante o processo de repolarização das células 

cardíacas, os canais de cálcio e Rioanodina se fecham, então os íons Ca2+ são 

bombeados para o RE pela SERCA e o restante é removido para o líquido extracelular 

(LEC) através do trocador de sódio cálcio (NCX) (Aronsen et al., 2013). O influxo de íons 

Na+ para o líquido intracelular (LIC) gerado pelo NCX é controlado pela bomba de 

sódio/potássio, que realiza o efluxo de íons Na+, reestabelecendo o potencial de repouso 

nas células cardíacas (Aronsen et al., 2013). 

1.3.4 Matriz Extracelular 

A matriz extracelular (ECM) apresenta muitas funções, não sendo apenas um suporte 

inerte para o os cardiomiócitos (miócitos cardíacos) (Lockhart et al., 2011). A ECM é de 

fato uma malha não celularizada, entretanto, apresenta uma alta capacidade de 

remodelamento e está presente em todos os tecidos (Bonnans et al., 2014). De forma 

geral, a ECM é formada principalmente por colágenos, proteoglicanos, glicoproteínas, 

ligantes a fatores de crescimento, receptores, enzimas proteolíticas, entre outras (Hynes 

e Naba, 2012). 

Além do papel clássico de dar suporte mecânico as células do tecido, a ECM desenvolve 

papéis importantes na sinalização celular (Frangogiannis, 2019). A integridade e a função 

do músculo cardíaco, por exemplo, dependem das interações entre as fibras musculares 

com a ECM (Ryckebusch et al., 2016). Por isso, uma perturbação na expressão de 

proteínas da ECM pode levar a má formação cardíaca (Lockhart et al., 2011).  

1.4 A Cardiomiopatia Dilatada  

Cardiomiopatias são um grupo heterogêneo de doenças do músculo cardíaco associadas 

com o tamanho e a espessura anormal das câmaras e paredes cardíacas e/ou a 

disfunção mecânica ou elétrica que levam a uma hipertrofia concêntrica, com redução 

das câmaras cardíacas ou hipertrofia excêntrica, caracterizada por uma dilatação 

ventricular inapropriada com consequente redução da força contrátil do coração (Jefferies 

e Towbin, 2010; Weintraub et al., 2017). As cardiomiopatias podem ser classificadas 

como primárias ou secundárias (Mahmaljy et al., 2021). De acordo com a American Heart 
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Association, as cardiomiopatias primárias são desordens que acontecem somente no 

músculo cardíaco e as secundárias são causadas pelas más condições sistêmicas ou 

doenças em vários órgãos concomitantemente (Maron, 2008).  

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doença do músculo cardíaco caracterizada pelo 

alargamento e dilatação do(s) ventrículo(s) e pela disfunção contrátil na ausência de 

doenças coronarianas (Jefferies e Towbin, 2010; Weintraub et al., 2017; Mahmaljy et al., 

2021). Além disso, mudanças patofisiológicas, como a diminuição do volume de sangue 

ejetado a cada contração (sístole), da quantidade de sangue ejetado por minuto (débito 

cardíaco), do volume de sangue dentro do ventrículo durante a diástole (volume diastólico 

final), da força de contração do ventrículo e mudanças na estrutura dos sarcômeros 

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 que levam ao desenvolvimento de insuficiência 

cardíaca e é a causa mais comum para o transplante de coração no mundo (Weintraub 

et al., 2017; Caviedes Bottner et al., 2018). Estudos epidemiológicos baseados em 

exames ecocardiográficos, angiográficos ou autópsia mostraram uma prevalência 

estimada de 40 casos por 100.000 indivíduos. A prevalência da CMD varia de acordo 

com as diferenças étnicas e geográficas. Entretanto, essa razão parece ser subestimada 

(Mcnally e Mestroni, 2017; Weintraub et al., 2017) e os índices de mortalidade dessa 

doença também não são muito conhecidos (Dziewiecka et al., 2020). Entre 2010-2017, a 

estimativa de mortalidade associada às cardiomiopatias era de 5,9 por 100.000 pessoas 

na população global (Schultheiss et al., 2019). O diagnóstico padrão ouro para a CMD é 

a ecocardiografia e os critérios para diagnóstico são: (i) fração de ejeção menor do que 

45% e (ii) dimensão diastólica final da(s) câmara(s) cardíaca(s) maior(es) do que 177% 

dos valores normais para área de superfície corporal (Dadson et al., 2017). Entretanto, a 

ressonância nuclear magnética cardíaca e a biópsia endomiocárdica também são usados 

para o seu diagnóstico (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 (não genéticos) 

(Weintraub et al., 2017). Os principais fatores não genéticos desencadeadores da CMD 

são a hipertensão arterial, doença das válvulas, infarto do miocárdio, infecções virais, 

distúrbios hormonais e doenças inflamatórias causadas por drogas ou toxinas (Mcnally e 

Mestroni, 2017; Weintraub et al., 2017).  As causas genéticas da CMD são diversas, e de 

forma geral envolvem genes que expressam proteínas do sarcômero, citoesqueleto, 

envelope nuclear, vias transcricionais e mitocondriais (Weintraub et al., 2017). Vale 

ressaltar que mesmo as formas não genéticas de CMD podem ser influenciadas pelo 

perfil genético de cada indivíduo e causas mistas podem estar presentes nessa doença 

(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 identificação de vários genes associados ao 

desenvolvimento da CMD (Schultheiss et al., 2019). Nos dias de hoje, mais de 100 genes 

são verificados em testes comerciais para a identificação de CMD (Mcnally e Mestroni, 

2017). A maior parte deles são genes codificadores de proteínas do sarcômero, 

citoesqueleto e canais iônicos (Dadson et al., 2017). A literatura sobre os genes 

relacionados à 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 PROTEÍNA LOCALIZAÇÃO REFERÊNCIAS 

TTN Titina Sarcômero 

(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) 

LMNA Prelamina A/C Envelope Nuclear 

(Vaikhanskaya et al., 2014; 
Kawakami et al., 2018; Zahr e 
Jaalouk, 2018; Cheedipudi et al., 
2019; Lee et al., 2019) 

MYH7 Myosina 7 (MHC) Sarcômero 

(Hershberger et al., 2008; 
Tanjore et al., 2010; Zheng et al., 
2010; Homayoun et al., 2011; 
Petropoulou et al., 2017; 
Abdallah et al., 2019) 

BAG3 
Regulador molecular 3 da chaperona da 
família BAG 

Disco Z 
(Arimura et al., 2011; Fang et al., 
2017; Dominguez et al., 2018; 
Mcdermott-Roe et al., 2019) 

TNNT2 Troponina T do músculo cardíaco Sarcômero 

(Jachymova et al., 2012; Li et al., 
2014; Li et al., 2015; Fernlund et 
al., 2017; Petropoulou et al., 
2017; Pettinato et al., 2020) 

FLNC Filamina C Citoesqueleto 

(Begay et al., 2016; Gomez et 
al., 2017; Sveinbjornsson et al., 
2018; Ader et al., 2019; Liebman 
et al., 2021) 

RBM20 Proteína 20 de ligação a RNA Núcleo 
(Li, D. et al., 2010; Guo et al., 
2012; Fernandez-Ruiz, 2020; 
Robyns et al., 2020) 

SCN5A 
Proteína tipo 5 subunidade alfa do 
canal de sódio 

Membrana 
plasmática 

(Mcnair et al., 2004; Hesse et al., 
2007; Mcnair et al., 2011; 
Mazzaccara et al., 2018) 
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PLN Fosfolambano cardíaca 
Retículo 

endoplasmático 

(Medin et al., 2007; 
Truszkowska et al., 2015; Young 
et al., 2015; Li et al., 2019; 
Eijgenraam et al., 2020; Feyen 
et al., 2021) 

TNNC1 Troponina C Sarcômero 
(Pinto et al., 2011; Landim-Vieira 
et al., 2019) 

TNNI3 Troponina I do músculo cardíaco Sarcômero 
(Murphy et al., 2004; Fan et al., 
2018; Streff et al., 2019) 

TPM1 Cadeia alfa 1 da tropomiosina Sarcômero 

(Colpan et al., 2017; Kopylova et 
al., 2019; Rajan et al., 2019; Yao 
et al., 2019; Mazzarotto et al., 
2020) 

MYBPC3 Proteína C de ligação a miosina Sarcômero 

(Lynch et al., 2015; Lynch et al., 
2017; Mahdieh et al., 2018; 
Blagova et al., 2020; 
Mastroianno et al., 2020; 
Nakashima et al., 2020) 

 

1.5 Cardiomiopatia Dilatada Induzida pela Deleção Gênica 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 deleção do gene 

MrgD em camundongos levou a um acentuado remodelamento cardíaco e a alterações 

em vários parâmetros morfológicos e fisiológicos nesses animais. 

Os exames ecocardiográficos mostraram um aumento considerável no volume e no 

diâmetro diastólico e sistólico finais e uma diminuição no débito cardíaco em comparação 

ao controle, levando a uma redução acentuada da fração de ejeção e da fração de 

encurtamento do coração. Além disso, os animais MrgD-/- (mrgd-ko) apresentaram um 

aumento na câmara do ventrículo esquerdo e uma diminuição na espessura do septo 

interventricular e da parede do ventrículo esquerdo. Essas mudanças funcionais vieram 

acompanhadas de uma assincronia no batimento do ventrículo esquerdo nesses animais 

(Oliveira et al., 2019). Em experimentos complementares, corações isolados de animais 

mrgd-ko em sistema de Langendorff mostraram uma diminuição da pressão sistólica e 

da performance ventricular. De forma similar, os cardiomiócitos isolados dos animais 

mrgd-ko apresentaram alterações em sua morfologia e uma diminuição da força e do 

ritmo de contração (Oliveira et al., 2019). Apesar do fenótipo de CMD associada a deleção 

do gene MrgD estar bem caracterizada em modelo murino, pouco se sabe sobre as bases 

moleculares que geram esse fenótipo deletério. 

1.6 Proteômica 
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Em 1994, Marc Wilkins criou o termo proteoma (Wilkins, 2009), que é definido como todas 

as proteínas 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 proteômica a área de conhecimento que estuda os 

proteomas. Dentro dessa caracterização, pode-se incluir a identificação e quantificação 

de proteínas e/ou peptídeos, a elucidação estrutural de proteínas, a caracterização da 

função e a interação entre essas proteínas (Aslam et al., 2017). Os avanços nas técnicas 

proteômicas, como nas etapas de preparação de amostras, análises espectrométricas, 

busca em bancos de dados e análises de bioinformática transformaram a maneira como 

as proteínas e modificações pós traducionais são identificadas e quantificadas (Lindsey 

et al., 2015). Atualmente, é possível detectar e quantificar milhares de proteínas em 

amostras biológicas através da proteômica. Sendo assim, essa metodologia pode 

fornecer informações preciosas para o entendimento de fenótipos, processos celulares e 

vias de sinalização em condições de homeostasia ou patológicas (Mokou et al., 2017). 

1.6.1 Fosfoproteoma 

A fosforilação é provavelmente a modificação pós traducional (PTM, sigla em inglês) mais 

estudada na transdução de sinais em sistemas biológicos (Mayya e Han, 2009). Essa 

PTM apresenta um papel essencial na regulação de enzimas, receptores, fatores de 

transcrição, proteínas estruturais, dentre outras (Humphrey et al., 2015). Por ser um 

mecanismo reversível, a fosforilação está envolvida em praticamente todos os processos 

celulares (Lork et al., 2019). 

De forma geral, a fosforilação acontece através de proteínas quinases, que realizam a 

adição de um grupo fosfato (PO4
3-) ao grupo R polar de resíduos de serina (Ser), treonina 

(Thr) e tirosina (Tyr) em células eucarióticas (Ardito et al., 2017). O processo inverso é 

regulado pelas fosfatases (Singh et al., 2017). A fosforilação ou defosforilação é capaz 

de induzir uma modificação conformacional na proteína alvo, devido a adição/remoção 

de carga negativa proveniente do grupo fosfato, que pode influenciar diretamente na 

atividade da proteína fosforilada ou defosforilada, por exemplo, modulando a sua 

afinidade por um substrato ou até mesmo induzindo a sua degradação (Stultz et al., 2002; 

Groban et al., 2006).  Por isso, estudar o conjunto de fosfoproteínas que é regulado por 
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um determinado fenótipo pode ser essencial para entender melhor os processos 

celulares que são alterados nas doenças cardiovasculares. 

1.6.2 Abordagens Proteômicas: shotgun/bottom-up 

A abordagem “shotgun/bottom-up” é a mais utilizada nas análises proteômicas 

atualmente. Essa abordagem consiste na hidrólise enzimática de proteínas extraídas de 

células ou tecidos e na análise por espectrometria de massa da mistura de peptídeos 

gerados. De forma simplificada (figura 5), a mistura de peptídeos é submetida à análise 

de cromatografia liquida acoplada a um espectrômetro de massa (LC-MS/MS), onde a 

razão m/z dos íons precursores (MS1) e dos seus fragmentos (MS2) são analisados 

(Dupree et al., 2020). 

Em abordagens “bottom-up” são utilizados dois métodos de aquisição de dados, o 

método “data dependent analysis” (DDA) e a “data independent analysis” (DIA). O método 

DDA consiste na escolha dos íons precursores mais abundantes (top N) para serem 

fragmentados (Guan et al., 2020). Além disso, os peptídeos são submetidos à lista de 

exclusão dinâmica, que consiste na exclusão, por um período de tempo previamente 

determinado, de íons de mesma razão m/z que já foram fragmentados (MS/MS), evitando 

a fragmentação repetida dos íons precursores (Bateman et al., 2014). A identificação 

(sequenciamento) dos peptídeos acontece pela comparação do perfil de fragmentação 

gerado nos dados experimentais (espectros MS/MS adquiridos) com a fragmentação 

teórica (in silico) dos peptídeos gerados após digestão, também teórica (in silico), das 

proteínas presentes no banco de dados (Dupree et al., 2020). A figura 5 apresenta um 

fluxograma típico de trabalho da proteômica do tipo “shotgun/bottom-up”. 
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Figura 5 – Esquema simplificado de uma estratégia shotgun/bottom-up. As proteínas são extraídas de 

células ou tecidos, reduzidas, alquiladas e digeridas utilizando uma determinada enzima (por exemplo a 

tripsina). Os peptídeos gerados são posteriormente analisados por cromatografia líquida (LC) acoplada a 

espectrometria de massa in tandem (MS/MS). Os espectros adquiridos (experimentais) são comparados 

com espectros de MS/MS teóricos (in silico) gerados por ferramentas de busca (analise de bioinformática) 

para identificar as proteínas presentes na amostra biológica. Figura adaptada de Verano-Braga & 

Roepstorff. Disponível em: https://aktuelnaturvidenskab.dk/fileadmin/Aktuel_Naturvidenskab/nr-2/AN2-

2014giftdyr.pdf. Acesso em 08/2021.  

1.6.3 Proteoma Quantitativo 

A quantificação da abundância das proteínas e as suas PTMs nos fenótipos estudados é 

importante para o estudo de sistemas biológicos (Schubert et al., 2017). A quantificação 

de proteínas utilizando espectrometria de massa pode ser absoluta, quando é possível 

determinar a concentração exata da proteína na amostra, ou relativa, quando é 

mensurado as proporções de determinada proteína em diferentes amostras (Rauniyar e 

Yates, 2014). A maior parte das estratégias de quantificação de proteínas em MS utilizam 

o método de diluição isotópica, que se baseia no princípio de que muitos elementos 

químicos têm pelo menos 2 isótopos e que a proporção entre esses isótopos é constante. 



29 
 

Então, quando uma quantidade definida de um isótopo estável é adicionada na amostra, 

é possível fazer a quantificação por MS comparando o sinal de suas intensidades 

(Rodríguez-González e G., 2019). Embora cada peptídeo sofra um aumento de massa, 

suas propriedades físico químicas permanecem as mesmas. Por isso, os mesmos 

peptídeos com massas diferentes serão eluidos e analisados ao mesmo tempo por 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS, sigla em inglês) 

(Boersema et al., 2009) (Figura 5). 

As marcações isotópicas podem ser introduzidas aos resíduos de aminoácidos (i) 

metabolicamente, (ii) quimicamente ou (iii) usando um peptídeo sintético como padrão de 

referência (Bantscheff et al., 2007). Outra opção de quantificação é fazer as análises sem 

marcação (Zhao et al., 2020) (Figura 6).  

 

Figura 6 – Esquema simplificado dos desenhos experimentais usados em espectrometria de massa 

quantitativa. Os retângulos azuis e amarelos representam duas condições experimentais distintas. As 

linhas horizontais indicam quando as amostras são combinadas (sempre após a marcação isotópica). As 

linhas tracejadas indicam pontos de variação metodológica (Bantscheff et al., 2007). 
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A marcação metabólica se baseia na introdução de aminoácidos enriquecidos com os 

isótopos estáveis 13C e 15N (e.x., Lys) no meio de cultura, para experimentos in vitro, ou 

na alimentação, para modelos in vivo (Lau et al., 2014). Depois de algumas semanas, os 

isótopos estarão incorporados ao proteoma do modelo biológico (Frank et al., 2009). 

Após o processamento da amostra, os peptídeos marcados metabolicamente podem ser 

misturados e analisados em uma só corrida (Lau et al., 2014). A limitação desse método 

de quantificação é que o modelo experimental a ser utilizado precisa apresentar uma alta 

taxa de duplicação celular, assim como as proteínas apresentarem uma alta taxa de 

renovação (turn-over), além de ser caro, principalmente para modelos murinos (Lau et 

al., 2014). 

Existem dois tipos de marcação química, a marcação isobárica e a isotópica (Rauniyar e 

Yates, 2014). A marcação isobárica de baseia na marcação das aminas primárias das 

proteínas e peptídeos dos grupos experimentais com um grupo químico de igual massa 

total, mas contendo isótopos diferentes distribuídos ao longo desse grupo. Por serem 

marcações isobáricas, peptídeos iguais, mas oriundo de diferentes grupos experimentais, 

irão apresentar a mesma massa molecular, sendo selecionados simultaneamente para 

fragmentação. Quando esse grupo químico é fragmentado no MS2, seus íons repórter, 

que apresentam massa molecular diferente, serão dissociados, sendo utilizados para a 

quantificação. (Pappireddi et al., 2019).  

 

A marcação isotópica do tipo “dimethyl labeling” se baseia na reação das aminas livres 

(grupo N-terminal e radicais de resíduos de lisina) das cadeias peptídicas com o éster N-

hidroxisuccinimida contendo os seus isótopos naturais ou pesados (Boersema et al., 

2009) (Figura 7). A marcação com tais isótopos aumenta a massa molecular de cada 

peptídeo ou proteína diferencialmente. Então, os peptídeos marcados com os isótopos 

naturais, intermediários e pesados, terão a sua massa aumentada em 28, 32 e 36 Da, 

respectivamente, para cada grupo químico introduzido (Cheng et al., 2015). A principal 

vantagem da marcação isotópica com o dimetil é que até 3 amostras diferentes podem 

analisadas ao mesmo tempo por LC-MS. Além disso, comparado com os outros 

reagentes de marcação, o “dimethyl labeling” apresenta uma boa relação custo/benefício 

(Boersema et al., 2009; Lau et al., 2014).  
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Figura 7 – Esquema da reação química para a marcação 3-plex (“dimethyl labeling”). R: Aminoácido em 
questão (lisina ou grupo N-terminal do peptídeo) (Halcsik et al., 2013).  
 

A quantificação usando padrão interno se baseia na adição de uma quantidade conhecida 

de peptídeos marcados isotopicamente em uma amostra para a comparação do sinal do 

peptídeo sintético com o peptídeo endógeno. Diferentemente das outras técnicas de 

marcação isotópica, o foco dessa técnica é realizar a quantificação absoluta de algumas 

proteínas e/ou peptídeos de interesse (Bantscheff et al., 2007). Por isso, é mais usada 

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

A quantificação sem marcação química (label-free, termo em inglês) se baseia em 

analisar separadamente as amostras de interesse por LC-MS/MS (Bantscheff et al., 

2007). O método de aquisição de dados mais usados atualmente para as análises sem 

marcação química é o DDA (Zhao et al., 2020). As estratégias de quantificação dentro da 

metodologia que usa DDA sem a marcação química se baseiam na contagem de 

espectros ou na intensidade dos picos no MS1 ou MS2 (Zhao et al., 2020). 

1.6.4 Método de Separação de Peptídeos 

Atualmente é muito comum utilizar a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de 

massa (LC-MS). A cromatografia de fase reversa (RPLC, sigla em inglês) é amplamente 

usada para a separação de peptídeos e é usada para reduzir a complexidade de 

amostras biológicas. Essa técnica consiste na separação baseada no coeficiente de 

partição de cada peptídeo entre a fase móvel (polar) e a fase estacionária (apolar).  Nesse 

caso, a ordem de eluição acontece dos peptídeos mais para os menos polares (Manadas 

et al., 2010). Métodos de pré-fracionamento, ou seja, que antecedem as análises de LC-
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MS, são eficazes em reduzir o fenômeno de supressão de sinais, que diminui a taxa de 

cobertura de proteomas (Widbiller et al., 2019). Neste sentido, o ideal é utilizar técnicas 

de purificação ortogonais para o pré-fracionamento e LC-MS. Como a RPLC em pH ácido 

é geralmente utilizada na última etapa (LC-MS), respeitando a lei de ortogonalidade, a 

RPLC em pH alcalino é um excelente método de pré-fracionamento (Batth et al., 2014). 

1.7 Espectrometria de Massa 

A espectrometria de massa (MS, sigla em inglês) é uma tecnologia essencial para uma 

caracterização profunda de proteomas (Trujillo et al., 2019). Os espectrômetros de massa 

são equipamentos analíticos que realizam as análises baseadas na razão m/z 

(massa/carga) de moléculas ionizadas e são constituídos de três partes principais, a fonte 

de ionização, o analisador de massa e o detector (Haag, 2016). Atualmente, os 

equipamentos para análises do tipo bottom-up utilizam dois tipos principais de ionização, 

a Ionização de Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI, sigla do inglês) e 

Ionização por Eletrospray (ESI, sigla do inglês) (Nadler et al., 2017), e quatro tipos de 

analisadores de massa: quadrupolo, tempo de vôo (TOF, sigla do inglês) e armadilha de 

íons (ion trap e orbitrap) (Michalski et al., 2011). O detector de massa é utilizado para a 

detecção dos sinais gerados pela pelos íons analisados (Sharad, 2018). 

1.7.1 Fontes de Ionização 

 

1.7.1.1 Ionização e Dessorção a Laser Assistida por Matriz - MALDI 

A ionização do tipo MALDI consiste no bombardeamento de um laser UV no analito co-

cristalizado com uma matriz orgânica capaz de absorver energia UV. Geralmente são 

utilizadas matrizes baseadas em ácido alfa-ciano-4-hidroxibenzoico ou ácido 2,5-

dihidroxibenzoico (DHB) para as análises de proteínas e peptídeos. Ao incidir um laser 

sobre a matriz, ocorre a ionização e dessorção dos analitos (Parker et al., 2010), como 

mostrado na Figura 8.  
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Figura 8 – Esquema de ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI). Esquema ilustrativo 
da ionização por MALDI. M = amostra, m = matriz, C = cátion e A = ânion. Disponível em: 
https://www.shimadzu.eu.com/lifescience/maldi/princpl1. Acesso em: 08/2021. 

 

1.7.1.2 Ionização Electrospray – ESI 

O método de ionização do tipo ESI consiste na infusão (em fluxo) de um solvente 

contendo o analito em uma fonte de ionização através de um capilar de metal. Esse 

solvente é submetido a um alto potencial elétrico (Konermann et al., 2013), resultando na 

nebulização da solução (formação de gotículas carregadas). As gotículas são dirigidas 

eletricamente e vaporizadas com a ajuda de um gás inerte aquecido (e.g., N2). Sob essas 

condições, ocorre a dessolvatação das gotículas, aumentando a densidade iônica dentro 

delas, até que as forças repulsivas (coulombianas) se tornem tão grandes que 

ultrapassam a tensão superficial do solvente e os íons sofram dessorção, entrando na 

fase gasosa (El-Aneed et al., 2009). Esse processo está ilustrado na Figura 9.  
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Figura 9 – Esquema do mecanismo de ionização por electrospray (ESI). Disponível 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 distâncias 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 oscilatório dos íons (Ho et al., 2003). Esse tipo de 

analisador consegue escanear uma faixa m/z específica, aumentando as voltagens do 

equipamento para produzir os espectros ou pode ser configurado para permitir a 

passagem somente dos íons pré-selecionados para fragmentação ou monitoramento 

(Parker et al., 2010). O esquema de funcionamento do analisador quadrupolo está 

representado na Figura 10.  
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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 inglês, consiste 

em um tubo (em vácuo) de comprimento definido onde os íons são acelerados da fonte 

até ao detector de massa. A razão m/z dos íons é medida pela diferença entre o tempo 

de saída da fonte até a chegada no detector (Singhal et al., 2015; Haag, 2016). Os 

analisadores TOF também apresentam um modo “refletido”, que força os íons, através 

de lentes refletoras, a percorrerem um caminho maior no tubo de voo. Esse modo permite 

a correção na variabilidade das energias cinéticas dos íons, resultando em picos melhor 

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

na Figura 11. 

 

Figura 11 – Esquema de um analisador de massa do tipo TOF. Adaptado de (Parker et al., 2010). 
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1.7.2.3 Armadilha Iônica - ION TRAP 

O analisador de massa do tipo ion trap consiste em três eletrodos hiperbólicos que forma 

uma cavidade na qual é possível armazenar e analisar os íons. Os eletrodos das 

extremidades apresentam um orifício na qual os íons podem passar. De forma resumida, 

um potencial de frequência constante de amplitude variável é aplicado sobre o eletrodo 

“anel” para produzir um campo potencial quadrupolar tridimensional dentro da cavidade, 

gerando uma armadilha de íons. Os íons provenientes da fonte de ionização entram na 

armadilha pelo eletrodo de entrada e são submetidos a variadas tensões para capturar 

e/ou ejetar íons de uma razão massa/carga específica (Ho et al., 2003). O esquema do 

funcionamento do analisador ion trap está ilustrado na Figura 12.   

 

Figura 12 – Esquema de um analisador de massa do tipo armadilha de íons (Haag, 2016). 

 

1.7.2.4 Armadilha Iônica – ORBITRAP 

O analisador orbitrap é uma armadilha de íons que consiste em três eletrodos, dois 

externos, em forma de taças 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 íons entram no orbitrap, uma tensão é 

aplicada entre os eletrodos, formando um campo elétrico linear ao longo do eixo central, 

com oscilações harmônicas. Ao mesmo tempo o componente radial do campo atrai íons 

fortemente para o eletrodo central em forma de espiral (Zubarev e Makarov, 2013). Com 

o aumento da voltagem, a espiral se torna “anéis” de íons. Esses anéis apresentam ciclo 

em diferentes frequências, então essas frequências são convertidas em razão m/z pela 
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“Transformada de Fourier” (Hardman e Makarov, 2003; Hu et al., 2005; Parker et al., 

2010). 

 

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 

insuficiência cardíaca no mundo, levando, muitas vezes, a necessidade de transplante 

de coração. A CMD induz um intenso remodelamento cardíaco, resultando na formação 

de fibrose dilatação do ventrículo esquerdo (Schultheiss et al., 2019). Além das 

modificações estruturais, a CMD também apresenta alterações em várias vias 

moleculares (Doshi e Marx, 2009). Recentemente, um estudo demonstrou que a deleção 

do gene MrgD levou ao desenvolvimento de CMD severa em camundongos (Oliveira et 

al., 2019). Neste trabalho, vários parâmetros morfofisiológicos estavam alterados nos 

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

Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares desencadeados pela 

deleção gênica do MrgD. Por isso, é importante estudar os processos moleculares que 

estão alterados nos animais com CMD induzida pela deleção do MrgD para uma melhor 

compreensão do papel desse receptor no sistema cardiovascular, principalmente na 

manutenção da homeostasia no tecido cardíaco. Além disso, estudar o proteoma e 

fosfoproteoma de diferentes tipos células celulares ou tecidos de um mesmo órgão pode 

oferecer boas pistas sobre os mecanismos moleculares da doença. Assim, este trabalho 

buscou realizar a caracterização molecular das vias de sinalização, metabólicas, dentre 

outras, que são alteradas pela deleção do gene MrgD em tecidos cardíacos de 

camundongos.  
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3 OBJETIVOS 

Realizar a caracterização proteômica e fosfoproteômica do tecido cardíaco derivado de 

camundongos controle (wt) e com o gene MrgD deletado (mrgd-ko).  

3.1   Objetivos específicos 

a. Avaliar e comparar os parâmetros morfométricos do coração de animais wt e mrgd-

ko. 

b. Avaliar as vias moleculares alteradas no tecido cardíaco, matriz extracelular e 

cardiomiócitos isolados de corações de animais mrgd-ko usando proteômica e 

fosfoproteômica.  

c. Realizar análises funcionais das proteínas reguladas nas principais vias de 

sinalização e processos biológicos alterados.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos Éticos 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo de número 5/2018. 

4.2 Materiais 

Todos os reagentes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich. Exceto o inibidor de 

fosfatase (PhosSTOP™, Roche), Colagenase type II (Worthington, USA) e a tripsina 

(Promega, USA). Todas as soluções utilizadas foram preparadas com água purificada no 

sistema Milli-Q (Millipore Corporation, Bedford, MA). Nas análises proteômicas foram 

utilizados microtubos do tipo “low-binding” (Eppendorff) para o processamento das 

amostras. 

4.3 Animais 

Camundongos machos das linhagens C57Bl/6 (wt) e MrgD-knockout (mrgd-ko) foram 

fornecidos pelo biotério de animais transgênicos do Laboratório de Hipertensão do ICB-

UFMG. Para a realização dos experimentos, foram utilizados animais machos e adultos 

com idade entre 8-12 semanas.  Os animais tinham acesso livre à água e à ração.  O 

biotério possui temperatura controlada de 23°C e ciclo de 12-12h claro-escuro. Todos os 

camundongos foram eutanasiados de acordo com os protocolos de ética da CEUA. 

4.4 Medição da Massa Corporal e Cardíaca 

Os camundongos (wt e mrgd-ko) foram pesados em uma balança de precisão e, em 

seguida, eutanasiados. Após a dissecação, os corações foram lavados com uma solução 

de tampão fosfato (PBS) contendo cloreto de sódio (NaCl) 137 mM, cloreto de potássio 

(KCl) 2.7 mM, fosfato dissódico (Na2HPO4) 8 mM e fosfato monopotássico (KH2PO4) 2 

mM e pesados na balança. Por fim, a tíbia foi retirada e medida com um paquímetro 

analógico. Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental para as medições 

(n=5). A massa corpotal e cardíaca, assim como as razões entre a massa cardíaca e a 

massa corporal, a massa cardíaca e o comprimento da tíbia, a massa corporal e o 
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comprimento da tíbia foram calculadas e submetidos a análise estatística teste t não 

pareado de Student (p < 0,05).   

4.5 Análises Histológicas (HE) 

Os corações de camundongos dos grupos wt e mrgd-ko, após dissecados, foram 

inseridos em uma solução de KCl 3 M, lavados em solução de PBS contendo NaCl 137 

mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM e KH2PO4 2 mM e fixados com formaldeído (CH2O) 4% 

(v/v) por 24 horas. Após a fixação, as amostras foram parafinizadas e em seguida 

processadas com álcool/xilol e cortadas em lâminas com a espessura de 4 µm. As 

lâminas foram coradas com hematoxilina/eosina (HE) e montadas com lamínula.  

4.6 Obtenção de Tecidos e Células 

 

4.6.1 Ventrículo Esquerdo (LVT)  

O tecido cardíaco proveniente do ventrículo esquerdo (LVT) foi obtido de corações 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 corações 

foram dissecados e imediatamente inserido em uma solução tampão PBS gelada 

contendo NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM, inibidores de 

protease e fosfatase. O ventrículo esquerdo foi rapidamente removido e congelado em 

N2 líquido. As amostras foram maceradas com gral e pistilo utilizando N2 líquido e 

armazenadas em ultrafreezer -80°C. O procedimento foi realizado em 5 animais para 

cada grupo experimental (n=5). 

4.6.2 Cardiomiócitos Ventriculares (CMV)  

Os cardiomiócitos de camundongos dos grupos wt e mrgd-ko foram isolados de acordo 

com a metodologia previamente descrita (Guatimosim et al., 2001). Resumidamente, o 

coração foi rapidamente removido e retro-perfundido via método de Langendorff com 

solução de Tyrode modificada livre de íons Ca2+, contendo NaCl 140 mM, KCl 5mM, ácido 

hidroxi-etil-piperazina-etanosulfônico (HEPES) 5mM, cloreto de magnésio (MgCl2) 1 mM, 

Fosfato monosódico (NaH2PO4) 0,33 mM, glicose 10 mM e insulina 100 U.mL-1, pH 7,40. 
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Posteriormente, o coração foi perfundido com solução de Tyrode contendo cloreto de 

cálcio (CaCl2) 50 μM e colagenase II 1 mg.mL-1. Após a etapa de digestão enzimática, o 

órgão foi submetido à digestão mecânica e filtrado para remoção do tecido não digerido. 

A concentração extracelular de íons Ca2+ foi aumentada após três ciclos de centrifugação 

e troca de tampão, chegando a 500 μM ao final do processo. Em seguida, as células 

foram novamente centrifugadas e mantidas em solução de Tyrode. Os cardiomiócitos 

utilizados para as análises proteômicas foram congelados em N2 líquido e armazenados 

em ultrafreezer -80°C imediatamente após a última etapa de centrifugação. O 

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

4.6.3 Matriz Extracelular Cardíaca (ECM) 

A matriz extracelular foi obtida de corações de camundongos dos grupos wt e mrgd-ko 

dissecados e imediatamente lavados com uma solução tampão gelada contendo PBS 

contendo NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM, e inibidores de 

protease e fosfatase para a remoção de sangue no interior das cavidades cardíacas.  

Após a lavagem, os corações foram incubados no ThermoMixer (Eppendorf) com uma 

solução contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,05% (m/v) e inibidores de 

protease e fosfatase em temperatura de 37°C, sob agitação (950 rpm) por 10 minutos. 

Em seguida, a solução foi removida e outra solução contendo dodecil sulfato de sódio 

(SDS) 1% (m/v) e inibidores de protease e fosfatase foi adicionada, e a amostra 

submetida a agitação de 950 rpm à 37°C por 72 horas. Nessa etapa, a solução foi 

renovada a cada 12 horas. Após a descelularização dos tecidos, o tampão foi removido 

e as amostras foram incubadas em água ultrapura por 30 minutos para a remoção do 

surfactante. Essa etapa foi repetida 3 vezes. Por fim, as amostras foram lavadas com 

uma solução tampão de PBS NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM 

e inibidores de protease e fosfatase. As amostras foram congeladas em N2 líquido 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 Análises Proteômicas  
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4.7.1 Preparação de Amostras 

A preparação de amostra foi realizada como reportado anteriormente (Rodrigues-Ribeiro 

et al., 2019). Cerca de 10 mg de amostra foi ressuspendida em 100 µL do tampão de lise 

contendo uréia 6 M, tiouréia 2 M, tris(2-carboxietil) fosfina hidrocloreto (TCEP) 10 mM, 

cloroacetamida 40 mM, brometo de trietil-amônio (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 fragmentação das fitas de DNA e otimização da 

lise celular. Em seguida, as amostras foram incubadas a 28°C em um ThermoMixer 

(Eppendorf) sob agitação de 650 rpm por 2 horas, para a completa redução das ligações 

dissulfeto e alquilação dos grupos tióis (-SH) dos resíduos de cisteína. As proteínas foram 

quantificadas utilizando o método fluorimétrico Qubit (Thermo). Após a quantificação, a 

solução foi diluída para a concentração final de 0.6 M de uréia e 350 µg de proteínas 

foram digeridas utilizando tripsina na proporção 1:50 (enzima (µg):substrato (µg)) a 28°C 

por 18h. A reação foi finalizada pela adição de ácido fórmico na concentração final de 5% 

(v/v). Para avaliar a eficiência da digestão, os peptídeos trípticos foram dessalinizados 

utilizando uma micropurificação com ziptip (Millipore), usando o protocolo preconizado 

pelo fabricante, e a amostra foi cristalizada utilizando a proporção 1:1 (matriz alfa-

ciano:peptídeo) e analisada no MALDI-TOF (Autoflex III, Bruker) com uma faixa de m/z 

de 780-2500 Th.    

4.7.2 Marcação Isotópica “Dimethyl Labeling” 

Os peptídeos foram marcados de acordo com o protocolo de marcação com dimetil “on-

column” (Boersema et al., 2009), com pequenas modificações. Resumidamente, os 

peptídeos foram reconstituídos em 1 mL de ácido fórmico (CH2O2) 5% (v/v). As colunas 

SepPak (Waters) foram: (i) ativadas com 4 mL de acetonitrila (ACN) 100%; (ii) 

condicionadas com 4 mL da solução A (ácido acético 0,6% (v/v)); (iii) carregadas com as 

amostras; (iv) lavadas com 4 mL da solução A; (v) marcadas com o respectivo reagente 

de marcação por 30 minutos. Os grupos wt e mrgd-ko foram marcados com reagentes 

de marcação distintas (wt = leve e mrgd-ko = intermediária). Os reagentes de marcação 

isotópica continham 500 µL de tampão sódio-fosfato 50 mM (pH 7,5), 250 µL de 
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cianoborohidreto de sódio (NaBH3CN) 0,6 M e 250 µL de uma solução 4% (v/v) contendo 

o seu respectivo formaldeído: CH2O (leve) ou CD2O (médio); (vi) lavadas com 4 mL da 

solução A; (vii) eluídas com um gradiente de concentração (ACN 20%, 50%, 80% e 100% 

(v/v) + ácido acético 0,6% (v/v)). As amostras foram evaporadas no speedvac e 

reconstituídas em TFA 0,1% (v/v). As amostras foram ressuspendidas e quantificadas 

utilizando o Qubit. A eficiência de marcação foi checada utilizando o espectrômetro de 

massa MALDI-TOF (Autoflex III, 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 proporção de peptídeos marcados 1:1 (wt:mrgd-ko) (também checado por análise 

no MALDI-TOF). Por fim, as amostras foram evaporadas utilizando um speedvac e 

armazenadas à -20°C.  

4.7.3 Enriquecimento de Fosfopeptídeos 

Os fosfopeptídeos foram enriquecidos utilizando o método TiO2, como reportado 

anteriormente (Melo-Braga et al., 2015), com pequenas modificações. As amostras foram 

ressuspendidas em uma solução de “loading” contendo ACN 80% (v/v), TFA 5% (v/v) e 

ácido glicólico 1 M. Em seguida, as amostras foram incubadas por 30 minutos com 

“beads” de dióxido de titânio (TiO2) na proporção de 6:1 (amostra (µg): TiO2 (µg)) sob 

agitação intensa. Para maximizar a eficiência do “fosfo-enriquecimento”, a solução de 

“loading” contendo os fosfopeptídeos não ligados à resina na etapa anterior foram 

transferidos para um segundo tubo e incubado novamente com “beads” de TiO2 na 

proporção de 3:1 (amostra (µg): TiO2 (µg)), por 30 minutos. Após a incubação, as “beads” 

de TiO2 foram combinadas e lavados com: (i) 100 μL da solução de “loading”; (ii) 100 μL 

de ACN 80% (v/v), TFA 2% (v/v), e (iii) 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 fosfopeptídeos foram eluídos com 70 μL de amônia (NH3) 1,5% (v/v) e evaporados 

em um speedvac. 

 

 

4.7.4 Pré-Fracionamento de Fase Reversa em pH básico  
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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 amônio (NH2HCO2) 20 mM (pH 10). As amostras 

foram reconstituídas 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 NH2HCO2 20 

mM. As amostras foram eluídas em 18 frações e combinadas, de forma concatenada, em 

9 frações 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 peptídeos foram evaporadas 

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

4.7.5 Cromatografia Líquida Acoplada à Espectrometria de Massa 

As amostras do proteoma e do fosfoproteoma foram ressuspendidas em ácido fórmico 

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 espectrômetro 

de massa Q-exactive Plus (Thermo). A pré-coluna possuía aproximadamente 3 cm de 

comprimento e um diâmetro interno de 100 µm e foi empacotada com uma resina C18-

AQ Reprosil-Pur com o tamanho da partícula de 5 μm. A coluna analítica (20 cm x 75 µm) 

foi empacotada com a resina de C-18 com o tamanho da partícula de 3 μm. O gradiente 

cromatográfico utilizado foi: (i) 5-45% do solvente B (ACN 95% (v/v) e 0,1% (v/v) ácido 

fórmico) em 32 minutos; (ii) 45-95% solvente B em 8 min, em um fluxo de 300 nL/min. O 

espectrômetro de massa (Q-exactive Plus) foi operado em polaridade positiva e modo 

DDA. Os peptídeos eluídos foram analisados no MS1 com a faixa de 350-1800 m/z. Os 

íons foram acumulados até 3x106 ou por 100 ms, o que ocorresse primeiro (MS1 “AGC 

target settings”). Os íons parentais foram resolvidos com uma resolução de 70.000 

FWHM (“full width half maximum”). Os 15 íons mais intensos (Top 15) foram selecionados 

no quadrupolo com uma janela (“isolation window”) de 2 Th para a fragmentação HCD 

(“higher energy collision dissociation”), com uma energia normalizada de 30%. O tempo 

de injeção foi de 50 ms ou 106 íons acumulados, o que ocorresse primeiro (MS2 “AGC 

target settings”). Os íons fragmentados foram resolvidos com 17.500 FWHM em m/z de 
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200 e seus íons percussores foram incluídos na lista de exclusão dinâmica por 45 

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

4.7.6 Análises dos Dados 

Os espectros brutos (.raw) foram deconvoluídos usando o software MaxQuant (versão 

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 incluídos nos parâmetros de busca 

uma lista de “contaminantes comuns”, tolerância de 20 ppm para a primeira busca e a 

busca principal com uma tolerância de 4,5 ppm. A marcação com dimetil foi configurada 

ativando as modificações "Dimetil-Lys0" e “Dimetil-Nterm0”, para a marcação leve, e 

“Dimetil-Lys4” e “Dimetil-Nterm4”, para a marcação intermediária. A tripsina foi escolhida 

como enzima, permitindo um máximo de dois sítios de clivagem perdidos. A modificação 

carbamidometil (Cys) foi escolhida como modificação fixa e a oxidação (Met) e acetilação 

(N-terminal) foram ajustadas como modificações variáveis. Nas amostras de 

fosfoproteoma, a modificação “phospho(STY)” foi habilitada. A opção “Match between 

runs” foi ativada com uma faixa de tempo de 0,7 min e alinhamento na faixa de 20 min. 

Para a identificação dos peptídeos, o mínimo de 1 peptídeo único 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 transformação para 

valores de log2 as abundâncias das proteínas, calcular o “imputation”, para normalizar os 

valores de log2 pelo valor da mediana de sua própria coluna, e para normalizar pela 

média dos valores de quantificação das replicatas que foram analisadas simultaneamente 

no MS (wt + mrgd-ko + média[wt+mrgd-ko]). As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o “one-way ANOVA” (p < 0.05) usando o programa “DanteR” (interface gráfica 

que utiliza o pacote “DanteR” no ambiente R). Os gráficos de histograma foram criados 

no DanteR. Os gráficos de análise de componente principal (PCA, sigla em inglês), foram 

criados utilizando os pacotes “tidyverse” e “factoextra” no R. O gráfico de densidade, 

ontologia gênica e “volcano plot” foram criados utilizando os pacotes “ggplot2” e 

“ggthemes” também no R. Os gráficos das redes de interação 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 gráficos de boxplot foram feitos usando o programa GraphPad Prisma 

8.  



48 
 

5 RESULTADOS  

 

5.1 Caracterização Morfológica dos Corações de Animais wt e mrgd-ko 

Em concordância com resultados anteriores (Oliveira et al., 2019), os ensaios histológicos 

mostraram uma dilatação notável do ventrículo esquerdo no grupo mrgd-ko (Figura 14A). 

A massa dos corações ex vivo (Figura 14B), as razões da massa cardíaca pela massa 

corporal (Figuras 14B) e a relação entre a massa cardíaca pelo comprimento da tíbia 

(Figura 14B) não apresentaram uma diferença significativa ex vivo entre os grupos wt e 

mrgd-ko. Entretanto, a massa corporal e a relação entre a massa corporal e o 

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

 

Figura 14 – Análise dos parâmetros morfométricos do coração. A) Corte transversal do coração. Tecido 
cardíaco corado com HE mostrando a dilatação do ventrículo esquerdo nos animais mrgd-ko em relação 
aos wt. HE = corante hematoxilina-eosina. wt = animais controle. mrgd-ko = animais “knockout” para o gene 
MrgD. LV = câmara do ventrículo esquerdo. RV = câmara do ventrículo direito. B) Comparação da massa 
cardíaca entre os grupos mrgd-ko e wt. Razão entre a massa do coração e o comprimento da tíbia. Razão 
entre a massa do coração e a massa corporal. Comparação da massa corporal entre os grupos mrgd-ko e 
wt. Razão entre a massa corporal e o comprimento da tíbia. Barras na cor azul representam a massa 
medida nos corações dos animais do grupo wt e em verde os animais mrgd-ko. Cada ponto representa a 
massa do coração de um camundongo. Foi aplicado o teste t parametrico não pareado para as análises 
estatísticas. mrgd-ko = animais “knockout” para o gene MrgD. wt = animais controle “wild type”. 

 

5.2 Caracterização Proteômica e Fosfoproteômica 
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5.2.1 Desenho Experimental 

Os tecidos cardíacos de camundongos wt e mrgd-ko, ventrículo esquerdo (LVT), matriz 

extracelular (ECM) e os cardiomiócitos ventriculares isolados (CMV) foram submetidos a 

análises espectrométricas quantitativas utilizando um sistema LC-MS/MS e marcação 

com dimetil para a caracterização molecular da cardiomiopatia dilatada induzida pela 

deleção gênica do receptor MrgD, como mostrado a seguir (Figura 15A). No 

fosfoproteoma, a replicata de número 4 das amostras CMV-P foi perdida durante as 

análises, reduzindo o tamanho amostral (n=4). 

5.2.2 Análise dos Dados Proteômicos 

Neste estudo foram identificadas um total de 1.919 proteínas únicas somando o número 

de proteínas encontradas no proteoma dos cardiomiócitos ventriculares isolados (CMV), 

ventrículo esquerdo (LVT) e matriz extracelular (ECM). Destas, foram quantificadas 

1.328, 1.285 e 690 proteínas em CMV, LVT e ECM, respectivamente. No fosfoproteoma 

dos cardiomiócitos ventriculares (CMV-P), 503 fosfopeptídeos foram quantificados. 

Devido ao baixo número de fosfopeptídeos quantificados no fosfoproteoma do CMV e 

ECM, os dados não foram incluídos nesta dissertação. Os valores normalizados de 

quantificação das proteínas e dos fosfopeptídeos apresentaram uma distribuição normal 

em todos os datasets (Anexo FA1). Todos os fosfopeptídeos foram utilizados para a 

normalização, entretanto, somente os fosfopeptídeos contendo um “score” de 

probabilidade de localização do fosfosítio maior do que 75% (classe I) foram utilizados 

para as análises funcionais. O valor de quantificação dos fosfopeptídeos foram 

normalizados pelo valor de quantificação das proteínas correspondentes no proteoma, 

quando possível, conforme descrito inicialmente pelo grupo de pesquisa do professor 

Steve Gygi (Wu et al., 2011).  

A distribuição dos dados foi visualizada utilizando a análise 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 biológicas e uma separação clara entre os 
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grupos experimentais. As elipses do proteoma ECM apresentaram uma leve 

sobreposição (Figura 15B), indicando que os valores de quantificação das proteínas 

neste proteoma apresentaram menor variação entre os grupos experimentais. Além 

disso, os dados indicam uma diferença clara na abundância das proteínas 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 variância One-Way ANOVA, 

utilizando o grupo wt como referência e o valor de p ≤ 0,05 para identificar as proteínas 

diferencialmente abundantes no grupo mrgd-ko. Após o tratamento estatístico, 354, 265 

e 144 proteínas foram encontradas diferencialmente abundantes no proteoma CMV, LVT 

e ECM, respectivamente (Figura 15C). Nos proteomas CMV, LVT e ECM, 239, 135 e 81 

proteínas estavam reguladas positivamente e 115, 130 e 63 proteínas estavam reguladas 

negativamente, respectivamente (Figura 15C) 

 A análise de PCA do fosfoproteoma CMV-P também mostrou um agrupamento entre as 

replicatas do mesmo grupo, uma separação clara entre os grupos experimentais e uma 

sobreposição entre as elipses, o que indica uma boa reprodutibilidade e uma diferença 

menor no perfil de fosforilação entre os grupos experimentais (Figura 15D). 80 

fosfopeptídeos estavam diferencialmente abundantes, dos quais 47 foram regulados 

positivamente e 33 negativamente (Figura 15E). Houve também um número menor de 

fosfopeptídeos sendo fosforilados no grupo mrgd-ko (Figura 15F). Em todas as 

comparações, um valor positivo representa uma maior abundância de uma determinada 

proteína ou fosfopeptídeo no grupo mrgd-ko em relação ao wt, e vice-versa. Para as 

análises seguintes, somente as proteínas e os fosfopeptídeos (classe I) regulados foram 

considerados. Listas de todas as proteínas e fosfopeptídeos estatisticamente regulados 

se encontram nos Anexos 1-4 desta dissertação. 
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Figura 15 – Análise dos dados proteômicos e fosfoproteômicos. A) Desenho experimental. Proteoma do 
ventrículo esquerdo (LVT), cardiomiócitos ventriculares (CMV) e matriz extracelular (ECM) e fosfoproteoma 
dos cardiomiócitos ventriculares isolados (CMV-P). B) Análise de componente principal (PCA) dos 
proteomas de LVT, CMV e ECM. Cada ponto representa uma replicata biológica, 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 proteínas reguladas (ANOVA, p< 0,05). D) PCA do fosfoproteoma 
CMV-P. Cada ponto representa uma replicata biológica, 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 fosfopeptídeos regulados (ANOVA, p< 0,05). F) Gráfico de densidade de fosforilação. A 
linha verde representa os valores de quantificação dos fosfopeptídeos no grupo wt e a linha azul representa 
os valores do grupo mrgd-ko. 
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5.2.3 Vias de Sinalização (KEGG) e Ontologia Gênica (GO) Associadas à Deleção 

do Receptor MrgD  

Para avaliar a função das proteínas diferencialmente reguladas entre os grupos 

experimentais, todas as proteínas reguladas (p<0.05) foram submetidas às análises de 

ontologia gênica (GO, sigla em inglês), utilizando a ferramenta de análise funcional 

DAVID e o enriquecimento das vias (KEGG) utilizando o aplicativo “ClueGO” no programa 

Cytoscape (Figura 16A-B).  As vias de sinalização associadas ao grupo mrgd-ko, com 

maior confiança, foram “doença de Parkinson”, “doença de Huntington”, “oxidação 

fosforilativa”, “ribossomo”, “ciclo do citrato”, “glicólise/gliconeogênese", “junção aderente”, 

“adesão focal”, “contração do músculo cardíaco”, “interação receptor com a matriz 

extracelular”, “sinalização de cAMP”, “sinalização adrenérgica em cardiomiócitos”, 

“cardiomiopatia dilatada” (Figura 16A). As principais vias enriquecidas, utilizando 

somente as proteínas reguladas positivamente, estavam relacionadas a sinalização de 

glucagon, digestão e absorção de proteínas, absorção de cálcio, sinalização adrenérgica 

em cardiomiócitos e interação do receptor com a matriz extracelular (Anexos FA2). Em 

contrapartida, as principais vias enriquecidas, utilizando somente as proteínas reguladas 

negativamente, estavam relacionadas à metabolismo de galactose, junção aderente e 

sinalização de HIF-1 (Anexo FA3).  

De forma parecida, os processos biológicos (BP) identificados com maior confiança 

(menor p valor) estavam relacionados aos processos de “tradução”, “processos de 

oxidação-redução”, “processos metabólicos”, “contração do músculo cardíaco”, 

“processos glicolíticos”, “adesão celular”, “organização sarcomérica,” e “processo 

catabólico de peróxido de hidrogênio” (Figura 16B). Os termos de componente celular 

(CC) com menor p valor para o proteoma indicam alteração em proteínas do “exossoma 

extracelular”, “mitocôndria”, “bainha de mielina”, “ribossomo”, “citoplasma”, “matriz 

extracelular”, “adesão 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 

energético, contração muscular, aderência celular, síntese proteica e homeostase redox 

(Figura 16A-B).  
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5.2.4 Vias de Sinalização (KEGG e REACTOME) e Ontologia Gênica (GO) do 

Fosfoproteoma 

Para avaliar a função das fosfoproteínas diferencialmente reguladas entre os grupos 

experimentais, todas as fosfoproteínas reguladas (p<0,05) foram submetidas às análises 

de ontologia gênica (GO, sigla em inglês) utilizando a ferramenta de análise funcional 

DAVID e o enriquecimento das vias (KEGG e REACTOME) utilizando o aplicativo 

“ClueGO” no programa Cytoscape (Figura 16C-D).  As vias de sinalização reguladas no 

grupo mrgd-ko foram: “cardiomiopatia dilatada”, “contração de músculo estriado”, 

“contração do músculo cardíaco”, “condução cardíaca”, “homeostase iônica”, “junções 

Gap”, “cardiomiopatia ventricular direita arritmogênica” (Figura 16C). As fosfoproteínas 

enriquecidas no grupo mrgd-ko são de vias muito parecidas às vias associadas ao 

proteoma regulado do grupo mrgd-ko (Figura 16). Além disso, a regulação da fosforilação 

de proteínas responsáveis por realizar o transporte iônico, contração do músculo 

cardíaco e condução cardíaca indica que as vias de sinalização podem estar com a sua 

atividade alteradas.  

Os BP identificados com maior confiança (menor p valor) no fosfoproteoma estavam 

relacionados aos processos de “tradução”, “processos de oxidação-redução”, “processos 

metabólicos”, “processos metabólicos de ATP”, “contração do músculo cardíaco”, 

“processos glicolíticos”, “adesão celular”, “organização sarcomérica”, “processo 

catabólico de peróxido de hidrogênio” e “homeostase celular redox” (Figura 16D). Os 

termos de componente celular (CC) com menor p valor para o fosfoproteoma indicam 

uma alteração na fosforilação nas proteínas do “disco Z”, “banda M”, “citoplasma”, 

"sarcômero", “citoesqueleto”, “fibra contrátil”, “discos intercalares”, “miofibrila”, "fáscia 

aderente”, "costâmero" (Figura 16D).  

De forma geral, os dados proteômicos e fosfoproteômicos indicam haver alterações na 

abundância e atividade de proteínas relacionadas com o metabolismo energético, 

homeostase redox, transporte iônico, contração cardíaca e condução da força de 

contração (Figura 16). No estudo da caracterização morfofisiológica da CMD nos animais 

mrgd-ko, os autores reportaram alterações importantes no perfil de contração cardíaca e 

dos cardiomiócitos. Além disso, o perfil de condução da força cardíaca também estava 
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alterado (Oliveira et al., 2019). Por isso, as vias estudadas com mais detalhes no presente 

estudo foram às relacionadas com a homeostase iônica, sinalização adrenérgica em 

cardiomiócitos, contração do músculo cardíaco e adesão focal.  

 

Figura 16 – Vias de sinalização e ontologia gênica enriquecidas nos tecidos cardíacos induzidas pela 
deleção do gene MrgD. A) Rede de interação das vias do banco de dados KEGG utilizando as proteínas 
reguladas do proteoma do CMV, LVT e ECM. Os nodos representam as vias de sinalização e as arestas 
mostram a relação entre essas vias. Quanto maior o tamanho do nodo, maior o número 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 biológicos (BP) e componentes celular (CC) alterados do 
proteoma CMV, LVT e ECM. Quanto maior o tamanho do nodo maior o número de genes regulados em 
cada termo. Quanto mais próximo do vermelho o nodo estiver, menor o valor de p. C) Rede de interação 
das vias do banco de dados KEGG e REACTOME utilizando os fosfopeptídeos reguladas no fosfoproteoma 
CMV. Os nodos representam as vias de sinalização e as arestas mostram a relação entre essas vias. 
Quanto maior o tamanho do nodo, maior o número de genes encontrados nos datasets e menor o número 
de p valor. Só estão sendo mostradas vias com p valor < 0,05. D) Processos biológicos (BP) e componentes 
celular (CC) alterados nos fosfoproteoma CMV. Quanto maior o tamanho do nodo maior o número de genes 
regulados em cada termo. Quanto mais próximo do vermelho o nodo estiver, menor o valor de p. 

 

 

 

 

5.3 Análises Funcionais dos Dados Proteômicos 
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5.3.1 A deleção do gene MRGD Induziu Alterações na Fosforilação de Proteínas 

Quinases Importantes no Contexto Cardíaco 

A proteína quinase A (PKA) é uma quinase envolvida em muitas vias de sinalização 

(Aumo et al., 2010). No coração, a PKA também apresenta um papel importante na via 

de sinalização do estímulo β-adrenérgico, realizando a fosforilação de vários substratos 

como, por exemplo, a SERCA2, PLN, troponina, MYBPC3 e a TTN (Kruger e Linke, 2006; 

Hanft e Mcdonald, 2009). A ativação dessa proteína quinase está relacionada a 

concentração de cAMP no meio intracelular (Koschinski e Zaccolo, 2017). A PKA foi 

encontrada com maior abundância 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 responsável pela fosforilação de fosfatidilinositol 4-

fosfato (PI4P) para formar fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), um segundo mensageiro 

lipídico que regula vários processos celulares, como transdução de sinal, dinâmica do 

citoesqueleto de actina, adesão 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 Deleção Gênica do MRGD Induziu Alterações em Transportadores Iônicos 

A bomba de Sódio/Potássio (Na+-K+ ATPase/ATP1A1/NKA) é uma enzima que cumpre 

um papel importante na manutenção do gradiente celular dos íons Na+ e K+ em 

cardiomiócitos. Essa manutenção tem um papel crítico na homeostase iônica e na 

repolarização das células excitáveis (Feraille et al., 2000). O funcionamento dessa 

enzima é regulado principalmente por sua fosforilação (Fisone et al., 1994; Cheng et al., 

1997; Feraille et al., 1999). Além disso, a fosforilação da NKA na Ser-16 estimula o 

aumento da afinidade dessa enzima pelos íons Na+ intracelulares para sua extrusão do 

citoplasma (Feraille et al., 2000). A abundância da NKA estava maior no grupo mrgd-ko 

no proteoma LVT (Figura 17A e Anexo 1). Entretanto, nos proteomas do CMV e ECM não 

houve diferença estatística entre os grupos wt e mrgd-ko para essa proteína (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 possível inibição da sua 

atividade. 

O NCX1 é um trocador iônico com a função de realizar a extrusão de íons Ca2+ intracelular 

e regular o ritmo da liberação desses íons no meio intracelular (Herrmann et al., 2013; 

Chu et al., 2021). Em condições fisiológicas, o potencial eletroquímico gerado pelo 

gradiente dos íons Na+ é uma das forças motrizes da NCX1 para a extrusão dos íons 

Ca2+ (Correll et al., 2014). Já foi demonstrado que mesmo uma pequena alteração na 

concentração de íons Na+ intracelular é suficiente para modular a funcionalidade da 

NCX1 (Correll et al., 2014; Mazeto et al., 2021). Além disso, o acúmulo de íons Na+ 

citoplasmático ativa o modo reverso da NCX1, levando a um aumento de Ca2+ intracelular 

(Koh et al., 2017). A abundância do NCX1 estava menor no grupo mrgd-ko do proteoma 

CMV (Figura 17A), mas sem diferenças estatísticas nos proteomas LVT e ECM (Anexo 1 

e 3). Os dados nos sugerem uma possível inibição da NKA pela desfosforilação na Ser-

16, o que poderia aumentar os níveis de Na+ e ativar o modo reverso da NCX1.  

O receptor de Rianodina (RYR2) apresenta um papel importante no processo de 

acoplamento excitação-contração nos miócitos cardíacos (Marx et al., 2000; Dobrev e 

Wehrens, 2014). A regulação da atividade desse canal acontece quando os canais de 

cálcio do tipo L (CACNA1C/Cav) se abrem em resposta à despolarização da célula e 

aumenta a concentração de íons Ca2+ em um espaço entre o túbulo T e a membrana do 

retículo endoplasmático (Walker et al., 2014). Esse aumento na concentração de íons 

Ca2+ induz a ativação do RYR2, promovendo a passagem de cálcio do retículo 

endoplasmático para esse mesmo espaço. Essas duas fontes de fluxo de íons Ca2+ 

geram um transiente de Ca2+ intracelular que desencadeia a contração do músculo 

cardíaco (Peng et al., 2016). O RYR2 estava mais abundante no grupo mrgd-ko no 

proteoma LVT (Figura 17A). Entretanto, o RYR2 não 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 cálcio-ATPase do retículo 

sarcoplasmático (SERCA2) do músculo cardíaco. Essa regulação acontece pela 

fosforilação da PLN na Ser-16 e Thr-17, que induz um aumento da atividade da SERCA2, 

resultando no aumento da liberação de íons Ca2+ pelo retículo endoplasmático (Doshi e 
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Marx, 2009). A PLN estava menos abundante no grupo mrgd-ko do proteoma CMV 

(Figura 17A) e sem diferença estatística entre os grupos wt e mrgd-ko nos proteomas 

LVT e ECM (Anexos 1 e 3). Os sítios Ser-16 e Thr-17 da PLN estavam com uma 

tendência de desfosforilação (p > 0,05; não regulado) no grupo mrgd-ko de CMV-P 

(Anexo 4). Os dados proteômicos nos sugeriu uma possível alteração nos níveis de cálcio 

intracelular nos animais mrgd-ko. Ensaios de transiente de cálcio confirmaram um nível 

significativamente menor de íons Ca2+ intracelular em cardiomiócitos isolados de animais 

mrgd-ko (Figura 17B). Além disso, não se pode excluir um possível aumento na 

concentração de íons Na+ nos tecidos cardíacos do grupo mrgd-ko, possivelmente via 

diminuição da densidade do trocador NCX e da atividade da bomba Na+/K+ (NKA), via 

diminuição da sua versão fosforilada (mais ativa). Em conjunto, esse potencial 

desbalanço iônico no tecido cardíaco de animais mrgd-ko poderia explicar, pelo menos 

em parte, as alterações contráteis observadas anteriormente (Oliveira et al., 2019).   

5.3.3 A Deleção do Gene MRGD Induziu Alterações em Proteínas dos Sarcômeros  

O filamento espesso é composto por fibras de miosina, titina e proteína C de ligação a 

miosina (Palmer, 2005). A miosina é uma proteína formada por três estruturas: i) cadeia 

pesada de miosina, ii) cadeia leve de miosina e iii) cadeia regulatória de miosina (Palmer, 

2005; England e Loughna, 2013). As cadeias pesadas de miosina (MYH7/MYH7B/MHC) 

são proteínas constitutivas nos ventrículos em todos os estágios de desenvolvimento 

(England e Loughna, 2013), e a sua regulação acontece quando a porção mais próxima 

ao N-terminal realiza a hidrólise do ATP, induzindo uma mudança conformacional que 

resulta no acoplamento da porção C-terminal aos filamentos do filamento espesso 

(Palmer, 2005). A abundância da MHC estava menor no proteoma de LVT e CMV 

isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A), e sem diferença significativa no proteoma de 

ECM mrgd-ko (Anexo 3). Além disso, a fosforilação da Tyr-1460 na MYH7 foi encontrada 

mais abundante no CMV-P de animais mrgd-ko (Figura 17A). As cadeias regulatórias de 

miosina (MYL1/MYL2/MLC) estão localizadas na região do pescoço α-helicoidal da MHC 

e, orientadas de forma antiparalela, servem como estabilizadoras da MHC (England e 

Loughna, 2013). A regulação da MLC-2 acontece pela fosforilação da Ser-15 (Scruggs et 

al., 2010), que induz uma conformação com maior afinidade pelos íons Ca2+, modulando 
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a sensibilidade na geração de força e na cinética da formação da ponte cruzada entre os 

filamentos de actina e miosina (England e Loughna, 2013). A abundância da MYL1 e 

MYL2 estava menor nos grupos mrgd-ko nos proteomas CMV e ECM, respectivamente 

(Figura 17A), e sem diferença significativa no proteoma LVT (Anexo 1). No entanto, houve 

uma maior fosforilação na Ser-15 do grupo mrgd-ko no fosfoproteoma de CMV-P (Figura 

17A). A diminuição da MHC e MLC, bem como a fosforilação da MHC na Tyr-1462, 

podem indicar uma possível alteração na arquitetura e cinética das fibras de miosina nos 

animais mrgd-ko. 

A Titina (TTN) é uma proteína de alta massa molecular e forma um filamento contínuo 

que se estende da banda Z à banda M dos sarcômeros. Diferentemente da miosina, a 

TTN é uma proteína elástica e que participa do processo de contração de forma passiva 

(Tskhovrebova e Trinick, 2010). Além disso, o controle da rigidez passiva dessa proteína 

é regulada principalmente pela sua oxidação e fosforilação (Linke, 2018). A TTN foi 

encontrada amplamente desfosforilada no fosfoproteoma de CMV-P isolados de animais 

mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 4). Seis sítios 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 mudança na rigidez passiva da TTN 

em animais mrgd-ko.  

A proteína C de ligação a miosina cardíaca (MYBPC3/MyBP-C) tem um papel essencial 

na estabilização da estrutura e função dos sarcômeros (Palmer, 2005). A MyBP-C é um 

filamento transversal proteico que interage com os filamentos espessos e finos do 

sarcômero (Lynch et al., 2021). Além disso, a fosforilação dos resíduos Ser-273, Ser-282 

e Ser-302 aceleram a cinética de formação da ponte cruzada (Lynch et al., 2021). A 

abundância da MYBPC3 estava menor no proteoma da ECM isolada de animais mrgd-

ko (Figura 17A) e sem diferenças significativas nos proteomas LVT e CMV (Anexos 1-2). 

Os resíduos 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 alteração da 

abundância da MyBP-C e as fosforilações em resíduos tão próximos dos sítios 

regulatórios (Ser-273, Ser-282 e Ser-302) podem indicar uma possível alteração na 

estrutura e função dessa proteína nos animais mrgd-ko. 
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O filamento fino é composto principalmente por monômeros de actina, tropomiosina e 

troponina (Squire, 2019). A actina (ACTA1/2) é uma proteína que participa na formação 

de várias estruturas e está presente em vários processos biológicos (Bareja et al., 2020). 

A ACTA1 e a ACTA2 formam longos filamentos helicoidais que se estendem dos disco Z 

à banda M dos sarcômeros (Henderson et al., 2017; Squire, 2019). A principal função da 

ACTA no sarcômero é se ligar aos filamentos de miosina e “puxar” os discos Z em direção 

a banda M (Henderson et al., 2017). ACTA1 e ACTA2 estavam menos abundantes nos 

proteomas de LVT e ECM isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A, Anexo 1 e 3) e sem 

diferença significativa no CMV (Anexo 2). A tropomiosina (TPM1) é uma proteína 

regulatória que se liga aos filamentos de actina, formando duas cadeias contínuas que 

envolvem o filamento de actina (Henderson et al., 2017). A TPM1 é responsável por 

regular e estabilizar os filamentos de actina (Bareja et al., 2020). A abundância da TPM1 

estava aumentada nos proteomas de LVT e ECM isolados de animais mrgd-ko (Figura 

17A, Anexos 1 e 3) e sem diferença significativa no CMV (Anexo 2). A baixa abundância 

de ACTA1 e ACTA2 indica um possível prejuízo na interação da actina com a miosina 

dos sarcômeros. Em contrapartida, o aumento da TPM1 pode indicar um mecanismo 

compensatório e/ou uma alteração estrutural nos filamentos finos. Em conjunto, os dados 

indicam que a estrutura e/ou função dos sarcômeros cardíacos podem estar alterados 

nos animais mrgd-ko, contribuindo para os parâmetros de contração cardíaca deletérios 

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

5.3.4 A Deleção do Gene MRGD Induziu Alterações em Proteínas Relacionadas 

com a Transmissão da Força Biomecânica no Coração 

Os ciclos de contração (sístole) e relaxamento (diástole) do coração requerem conexões 

fortes e estáveis dos cardiomiócitos com a matriz extracelular, para preservar a 

integridade do sarcolema (membrana plasmática) (Chopra et al., 2018). A quinase ligada 

a integrina (ILK) é uma proteína serina/treonina quinase responsável pela interação da 

matriz extracelular com o meio intracelular e com a transmissão de sinais biomecânicos 

(Zervas et al., 2001; White et al., 2006; Brodehl et al., 2019). A abundância da ILK estava 

menor no proteoma de ECM isolados de animais mrgd-ko do (Figura 17A e Anexo 3), 

mas essa quinase não 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 interação da matriz com o meio 

intracelular, por meio de sua ligação com a ILK e com os filamentos de actina dos 

cardiomiócitos (Vakaloglou e Zervas, 2012). A abundância da PARVB estava menor no 

proteoma de CMV isolados de animais mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 2), não sendo 

identificada nos proteomas de LVT e ECM (Anexos 1 e 3). A diminuição na abundância 

dessas proteínas (ILK e PARVB) pode indicar uma disfunção na ligação das fibras 

musculares com a matriz extracelular em animais mrgd-ko.  

As β-integrinas (ITGB4) são proteínas presentes na membrana que realizam a ligação da 

matriz extracelular com o citoesqueleto (Campbell e Humphries, 2011). Essa ligação 

acontece pela formação de complexos localizados ao lado do sarcolema, realizando a 

adesão entre as células e a matriz extracelular (Wu, Q. et al., 2015). A abundância dessa 

integrina estava aumentada no proteoma de LVT isolado de animais mrgd-ko (Figura 17A 

e Anexo 1), não sendo identificada nos outros proteomas (CMV e ECM – Anexos 2 e 3). 

Uma das proteínas desses complexos é a Talina (TLN1), que além de apresentar um 

papel crítico na estabilização dos discos Z presente nos sarcômeros (Wu, Q. et al., 2015), 

exerce a função de ligação entre as β-integrinas e o citoesqueleto (Manso et al., 2017). 

A abundância da TLN1 estava reduzida no protema de LVT isolado de animais mrgd-ko 

(Figura 17A e Anexo 1), sem diferença significativa nos proteomas CMV e ECM (Anexos 

2 e 3). A regulação dessas proteínas indica uma possível alteração na adesão entre as 

células cardíacas e a matriz extracelular.  

A distrofina (DMD) também exerce um papel essencial na integridade das conexões entre 

as fibras musculares e a matriz extracelular (Haenggi e Fritschy, 2006). Essa ligação 

acontece através da formação de um complexo formado pela DMD com proteoglicanos 

(Gao e Mcnally, 2015). Além disso, a DMD é importante para a estabilização da 

membrana durante ciclos de contração (sístole) e na transdução da força (Haenggi e 

Fritschy, 2006). A abundância da DMD estava menor no proteoma de LVT isolado de 

animais mrgd-ko (Figura 17A e Anexo 1) e sem diferença significativa nos demais 

proteomas (CMV e ECM – Anexos 2 e 3). 
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Em conjunto, os dados proteômicos, fosfoproteômicos e de quantificação do transiente 

de Ca2+ nos sugere uma alteração na homeostase iônica assim como na geração e 

transmissão da força mecânica no coração de animais mrgd-ko (Figura 17C).  
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Figura 17 – Análise funcional dos dados proteômicos e fosfoproteômicos. A) Heatmap representando a 
quantificação em valores transformados para log2 das proteínas reguladas nos proteomas de LVT, CMV, 
ECM e no fosfoproteoma CMV-P de animais wt e mrgd-ko. Cada coluna representa uma replicata biológica 
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 proteína estava regulada. A barra de cor (lado direito) representa a via de 
sinalização ao qual aquela determinada proteína está associada. B) Quantificação do transiente de cálcio. 
O gráfico em azul representa o grupo wt (n=70) e o verde o grupo mrgd-ko (n=60). Cada ponto refere-se à 
medição do nível de cálcio de um cardiomiócito isolado. As análises estatísticas foram feitas utilizando o 
teste t de student não pareado e não paramétrico. Mrgd-ko = animais knockout para o gene Mrgd. wt = 
animais wild type. C) Esquema representativo das proteínas das vias alteradas nos animais com o gene 
MrgD deletado. Houve a regulação de proteínas de transporte iônico, sarcômeros e adesão focal. No 
esquema, as proteínas (representada pelos genes) ou fosfosítios com os nomes em vermelho, azul ou 
preto foram encontradas, respectivamente, “mais abundante”, “menos abundante” ou “inalterada 
estatisticamente” nos tecidos cardíacos de animais mrgd-ko em comparação com os animais wt.  
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6 DISCUSSÃO 

Em concordância com o trabalho publicado anteriormente por Oliveira e colaboradores 

(Oliveira et al., 2019), os corações dos animais mrgd-ko apresentaram uma dilatação do 

ventrículo esquerdo ex vivo (Figura 14A), confirmando o fenótipo de CMD. Geralmente, 

em condições de remodelamento cardíaco em quadros de cardiomiopatias existe a 

alteração da massa e no tamanho do coração (Göktepea et al., 2010; Ito et al., 2021). 

Apesar dos corações dos animais mrgd-ko serem maiores in vivo do que os dos animais 

wt (Oliveira et al., 2019), não observamos diferenças significativas na massa cardíaca ex 

vivo entre os grupos experimentais (Figura 14B). A razão entre a cardíaca e corporal 

apresentou uma tendência a estar menor nos animais mrgd-ko (Figura 14B). Entretanto, 

a diminuição dessa razão deve estar mais relacionada a maior massa corporal 

apresentada pelos animais mrgd-ko do que pela diminuição da massa cardíaca nesses 

camundongos (Figura 14B). Diferentemente do fenótipo de CMD nos camundongos 

mrgd-ko, estudos com camundongos transgênicos mostraram uma maior razão entre a 

massa cardíaca e a massa corporal em comparação com os respectivos controles 

(Stypmann et al., 2002; Arif et al., 2021). 

Embora o número de proteínas e fosfopeptídeos identificadas nos proteomas de LVT, 

CMV e ECM e no fosfoproteoma de CMV-P não tenha sido tão expressivo (Figura 15A) 

(Anexos 1-4) quanto outros trabalhos que estudaram o proteoma cardíaco (Doll et al., 

2017), os dados apresentaram uma boa reprodutibilidade em todos os grupos estudados 

(Figura 15B e D), apresentando uma regulação média de 10% do número total de 

proteínas quantificadas nos proteomas e fosfoproteomas (Figura 15C e E), que é uma 

proporção usualmente observada em trabalhos utilizando a marcação isotópica com 

dimetil (Bantscheff et al., 2007). 

As vias encontradas reguladas nos proteomas de LVT, CMV e ECM isolados de animais 

mrgd-ko estão intimamente relacionadas com a regulação de processos importantes para 

a contração muscular e morfologia do coração (Figura 16). Em estudos anteriores de 

cardiomiopatia dilatada, onde os autores avaliaram o transcriptoma e/ou o proteoma de 

tecidos cardíacos isolados de coração humano ou de camundongos, vias similares às 

alteradas no grupo mrgd-ko foram encontradas enriquecidas, como por exemplo, “junção 
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aderente”, “adesão celular”, “oxidação fosforilativa”, “doença de Parkinson”, “doença de 

Alzheimer”, “doença de Huntington”, “cardiomiopatia dilatada”, “alcoolismo”, 

“metabolismo de energético”, “peroxissoma”, “resposta ao estresse celular”, “sarcômeros” 

e “contração 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 biológicos 

alterados nos grupos mrgd-ko se assemelham a outros modelos de CMD (Lu et al., 2019). 

Além disso, a regulação de proteínas relacionadas a processos de oxi-redução 

encontradas nos animais mrgd-ko (Figura 16B) está frequentemente associada aos 

fenótipos de cardiomiopatia (Koyama et al., 2013; Evangelista et al., 2019; Enomoto et 

al., 2021). Neste sentido, a regulação de proteínas do disco Z (Figura 16B e D) indica 

uma disfunção estrutural e funcional das fibras cardíacas e do coração (Frank e Frey, 

2011). Além disso, a regulação 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 regulação positiva da via de sinalização adrenérgica e absorção de cálcio (Figura 

Anexo FA2) e a regulação negativa das vias de junção aderente e contração do músculo 

cardíaco (Figura FA3) indicam que a deleção do gene MrgD induz a desregulação de 

proteínas associadas ao transporte iônico e contração no tecido cardíaco. Em estudos 

anteriores, as vias de sinalização adrenérgica em cardiomiócitos e absorção de cálcio 

foram reportadas alteradas em quadros de CMD (Wu, H. et al., 2015; Kuzmanov et al., 

2016).  

A PKA é uma quinase envolvida na fosforilação de proteínas do sarcômero presentes 

nas bandas A e M, e discos Z (Voelkel e Linke, 2011). A fosforilação da Thr-198 da PKA 

(Anexo 4) parece apresentar um efeito protetor durante o processo de isquemia-

reperfusão (Li, X. D. et al., 2010). Além disso, a fosforilação da titina (TTN) pela PKA é 

uma etapa importante para o controle da sua rigidez e tensão passiva (Linke, 2018). A 

fosforilação da phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 gamma (PIP5K1C) na 

Ser-555 (Anexo 4) parece ativar essa proteína e induzir a fosforilação da talina (TLN) e 

induzir a formação adequada das adesões focais (Di Paolo et al., 2002), que são 
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importantes para a excitabilidade dos cardiomiócitos, favorecendo a despolarização 

rápida de células adjacentes (sincício cardíaco).  

Os dados proteômicos indicam uma possível desregulação da bomba Na+/K+ (NKA) em 

CMV isolados de animais mrgd-ko e um possível aumento na concentração intracelular 

de Na+ nessas células. Em trabalhos anteriores, já foi demonstrado que o tratamento com 

a Ang-(1-7), após a isquemia do miocárdio, promove a ativação da NKA e reestabelece 

a hiperpolarização das células e a condução do impulso cardíaco. Em contrapartida, o 

aumento de AngII induz a inibição da NKA em cardiomiócitos e levam essas células a 

apresentarem um aumento do volume do líquido intracelular (LIC) (De Mello, 2008; 2009; 

Shah et al., 2010). Em concordância com esses estudos, os cardiomiócitos dos animais 

mrgd-ko apresentaram os níveis de expressão de ECA2 diminuídos, sugerindo uma 

menor concentração de Ang-(1-7) e um fenótipo hipertrofiado (Oliveira et al., 2019), 

possivelmente devido ao aumento do LIC. Por isso, é possível que a alteração na 

concentração dos íons Na+ intracelular cause uma alteração na polarização das células 

cardíacas, reduzindo o seu potencial de membrana em repouso. 

A menor fração de encurtamento e um atraso na liberação de cálcio nos animais mrgd-

ko (Oliveira et al., 2019), bem como a diminuição da abundância da PLN nos CMV (Figura 

17A) nos sugeriu que a ausência do receptor MrgD poderia alterar a homeostasia do Ca2+ 

intracelular. O ensaio de transiente de Ca2+ realizado em CMV corroboraram essa 

hipótese, já que cardiomiócitos mrgd-ko apresentaram níveis reduzidos desse cátion 

divalente em comparação com células wt (Figura 17B). Em conjunto, os dados nos 

sugerem que a diminuição da contratilidade dos cardiomiócitos em animais mrgd-ko é 

devido a uma alteração no processo de hiperpolarização celular, alterando a 

excitabilidade das células, assim como pela diminuição do transiente de Ca2+, reduzindo 

a contratilidade dos cardiomiócitos. Essa alteração no processo de acoplamento 

excitação-contração também parece estar relacionada com a assincronia nos vetores de 

força observados in vivo por ecocardiografia no coração dos camundongos mrgd-ko 

(Oliveira et al., 2019). Além disso, os animais mrgd-ko parecem apresentar uma 

insuficiência cardíaca, evidenciada pela diminuição da abundância do trocador Na+/Ca2+ 

NCX1 (Ujihara et al., 2016).  
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Além da desregulação de proteínas importantes para a manutenção da homeostasia 

iônica, a deleção do gene MrgD também afetou proteínas contráteis e estruturais muito 

importantes para o processo de contração (sístole) e relaxamento (diástole) do coração. 

As cadeias pesadas da miosina são essenciais para a formação dos filamentos espessos 

nos sarcômeros. Essas proteínas desenvolvem um papel importante na regulação da 

interação dos filamentos espessos de miosina com os filamentos de actina, no 

desenvolvimento embrionário e na diferenciação do tecido esquelético (Warkman et al., 

2012; Mosqueira et al., 2018; Agarwal et al., 2020). A desregulação dessas proteínas 

também é um fator importante para o desenvolvimento da cardiomiopatia hipertrófica 

(Chen et al., 2020) e para a formação do septo atrial (Maran et al., 2020). A diminuição 

drástica dessas proteínas em CMV e LVT isolados de animais mrgd-ko, assim como um 

aumento na fosforilação da Tyr-1460 na MYH7 (Figura 17A), indicam uma possível 

alteração na organização dos sarcômeros e, também, uma possível alteração na 

formação das fibras cardíacas e no desenvolvimento do coração (Locher et al., 2011). 

Corroborando com os nossos dados proteômicos, que indicam uma clara desregulação 

de proteínas estruturais cardíacas devido à ausência do receptor MrgD, evidenciando um 

papel importante do SRA, já foi demonstrado que o tratamento com Ang-(1-7) restaurou 

os níveis de miosina e da força muscular em camundongos com sarcopenia (Aguirre et 

al., 2020).  

As miosinas de cadeia leve (MYL ou MLC) são importantes na estabilidade estrutural das 

miosinas de cadeia pesada (MYH ou MHC). A MYL2/MLC-2 está localizada no pescoço 

da cadeia de miosina, e é responsável pela tradução da energia química, gerada pela 

hidrólise de ATP, em energia mecânica, levando ao encurtamento dos miócitos (Sheikh 

et al., 2015). A porção N-terminal da MLC-2, responsável pela ligação com Ca2+ e Mg2+, 

contém um sítio de fosforilação na Ser-15, que regula a interação dos filamentos de actina 

e miosina (Scruggs et al., 2010). Em um modelo fosfomimético em camundongos, a 

mutação da Ser-15 por um Asp-15 (S15D) levou ao desenvolvimento de uma 

cardiomiopatia hipertrófica em camundongos (Yadav et al., 2019), demonstrando a 

importância desse sítio de fosforilação. Além disso, a deleção e/ou mutação nessas 

proteínas leva ao desenvolvimento de fraqueza muscular e cardiomiopatias (Hernandez 

et al., 2007). A diminuição de proteínas MLC’s no proteoma de CMV e ECM isolados de 
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animais mrgd-ko (Figura 17A) indicam uma possível disfunção na estrutura dos 

sarcômeros. Neste sentido, acreditamos ser um mecanismo compensatório o aumento 

observado de fosforilação na Ser-15 em MYL-2/MLC-2.  

Os filamentos finos dos sarcômeros são formados predominantemente pela α-actina 

(ACTA1). Essa proteína interage intimamente com os filamentos de miosina e, por isso, 

apresenta um papel central na contração muscular (Clarke et al., 2007; Laing et al., 2009). 

A alteração, mutação e deleção dessa proteína leva a fraqueza muscular e alterações 

das fibras musculares (Eichbaum, 1975; Tidholm e Jonsson, 2005; Laing et al., 2009). A 

diminuição da abundância da ACTA1/2 no LVT, juntamente com a diminuição da MHC, 

indica uma alteração nas fibras musculares dos animais mrgd-ko, compatíveis com o 

fenótipo de CMD.  

Outra proteína importante para o processo de contração muscular é a MyBP-C, que 

auxilia na interação dos filamentos grossos e finos dos sarcômeros durante o processo 

de encurtamento dos miócitos. A MyBP-C apresenta um motivo (M-Motif) contendo 4 

sítios de fosforilação em camundongos (Ser-273, Ser-282, Ser-302 e Ser-307) que são 

essenciais para o funcionamento correto do sarcômero durante a contração muscular 

(Dutsch et al., 2019; Mcnamara et al., 2019). A baixa expressão ou a mutação de MyBP-

C já foi reportado como um fator deletério durante os ciclos de contração e relaxamento 

cardíaco (Toepfer et al., 2019). Além disso, a mutação e/ou ausência 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 abundância da MyBP-C observada em animais mrgd-ko pode estar 

relacionada com a alteração deletéria dos parâmetros de contração e relaxamento do 

coração de animais mrgd-ko observados anteriormente (Oliveira et al., 2019). Assim 

como discutido para a MYL-2, o aumento da fosforilação da MyBP-C em sítios tão 

próximos dos regulatórios pode ser uma adaptação das células mrgd-ko à perturbação 

causada pela diminuição dessa proteína (Dutsch et al., 2019; Mcnamara et al., 2019).  

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

transmissão da força gerada pela contração (Chopra et al., 2018). Os filamentos de TTN 
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desencadeiam papéis importantes na formação do sarcômero e na sinalização mecânica 

do coração (Labeit et al., 1997; Linke e Hamdani, 2014). Apesar de ser uma proteína 

muito grande, com mais de 35.000 resíduos de aminoácidos, a TTN é extremamente 

flexível, com alto potencial de mudança conformacional (Tharp et al., 2019). Em modelos 

usando cardiomiócitos murinos com a deleção do gene PKD, foi observada uma ampla 

regulação na fosforilação da TTN, acompanhada pela diminuição da força de contração 

passiva dos cardiomiócitos (Herwig et al., 2020). De forma similar, a TTN em 

cardiomiócitos isolados de animais mrgd-ko estava diminuída e apresentou uma ampla 

desfosforilação dos seguintes sítios: (i) Thr-266, pertencente a porção que realiza a 

ancoragem da TTN com o sarcômero (Disco Z) (Swist et al., 2020), (ii) Ser-2080, 

localizado na porção elástica 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 

porção distal da TTN (Banda M). Trabalhos recentes mostraram que uma desfosforilação 

ampla da TTN pode gerar um truncamento na sua estrutura, induzindo um prejuízo para 

o ciclo cardíaco (sístole e diástole), bem como favorece o desenvolvimento de 

cardiomiopatia dilatada e insuficiência cardíaca (Linke e Hamdani, 2014; Radke et al., 

2019; Slater et al., 2019; Tharp et al., 2019; Vikhorev et al., 2020). 

A transmissão da força mecânica, gerada pelos cardiomiócitos, é mediada pelo complexo 

formado pelas proteínas ILK-PARVB-PITCH (IPP) (Chen et al., 2005). A ausência de ILK 

reduz drasticamente os níveis proteicos de PARVB, pois esse complexo parece ser 

essencial para a estabilidade e localização dessa proteína (Vakaloglou e Zervas, 2012). 

A diminuição dos níveis proteicos da ILK na ECM isolada de animais mrgd-ko parece 

induzir a diminuição dos níveis de PARVB e TLN em CMV e LVT (Figura 17A), indicando 

que as conexões entre o citoesqueleto, a membrana plasmática e a matriz extracelular 

podem estar prejudicadas. Além disso, a deleção gênica de ILK em camundongos e 

peixes também levou ao desenvolvimento espontâneo da cardiomiopatia dilatada e 

insuficiência cardíaca (White et al., 2006; Hannigan et al., 2007; Pott et al., 2018). 

Por fim, a diminuição da desmina (DMD) no LVT de animais mrgd-ko também parece 

estar associada ao fenótipo deletério da função cardíaca de animais mrgd-ko (Oliveira et 

al., 2019), afetando a contração muscular e a transdução de força (Haenggi e Fritschy, 
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2006). Em humanos, mutações 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 

modificações no tamanho das fibras musculares, fraqueza muscular e força de contração 

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

  



70 
 

7 CONCLUSÃO 

As análises proteômica e fosfoproteômica mostraram alterações em proteínas 

associadas a vias importantes de contração muscular, sinalização adrenérgica, 

organização dos sarcômeros, homeostase iônica e transmissão de força do coração nos 

animais mrgd-ko. O conjunto dos dados aqui reportados indicam que a deleção do gene 

MrgD está associado a um desbalanço na homeostasia iônica de íons Na+ e Ca2+, que 

pode afetar o acoplamento excitação-contração, tão importante para o funcionamendo 

cardíaco. Além disso, a diminuição de abundância observada para proteínas dos 

sarcômeros, como a MHC, MLC, ACTA, MyPB-C, TTN, assim como de proteínas 

estruturais, que participam da adesão das fibras musculares com a matriz extracelular, 

como as proteínas ILK, PARVB, TLN e DMD, também sugerem uma desorganização do 

citoesqueleto, que culmina com o fenótipo deletério da função cardíaca de animais mrgd-

ko. Assim, este trabalho apresenta as bases moleculares que podem explicar a CMD 

observada em animais mrgd-ko, reforçando a importância do SRA na homeostasia 

cardíaca.  
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ANEXOS 

 

 

Anexo FA1 – Normalização dos dados proteômicos. Os proteomas do(s) A) cardiomiócitos ventriculares 
isolados; B) ventrículo esquerdo; C) Matriz extracelular e o fosfoproteoma dos D) cardiomiócitos 
ventriculares isolados apresentam uma distribuição normal. Os histogramas em azul são referentes ao 
grupo wt e em verde ao grupo mrgd-ko.  
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Anexo FA2 - Vias enriquecidas nos tecidos cardíacos induzidas pela deleção do gene Mrgd. Rede de 
interação das vias do banco de dados KEGG utilizando as proteínas reguladas positivamente no proteoma 
do cmv, ve e ecm. Os nodos representam as vias de sinalização e as arestas mostram a relação entre 
essas vias. Quanto maior o tamanho do nodo, maior o número de genes encontrados nos datasets e menor 
o número de p valor. Só estão sendo mostradas vias com pvalor < 0.05.  

 

 

Anexo FA3 - Vias enriquecidas nos tecidos cardíacos induzidas pela deleção do gene Mrgd. Rede de 
interação das vias do banco de dados KEGG utilizando as proteínas reguladas negativamente no proteoma 
do cmv, ve e ecm. Os nodos representam as vias de sinalização e as arestas mostram a relação entre 
essas vias. Quanto maior o tamanho do nodo, maior o número de genes encontrados nos datasets e menor 
o número de p valor. Só estão sendo mostradas vias com pvalor < 0.05.  

 


