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RESUMO

A hipertensdo est4d associada a altas taxas de morbidade e mortalidade na
populacdo mundial. Os elevados niveis de presséo sanguinea produzem um intenso
estresse tecidual, uma condicdo progressiva para o desenvolvimento de hipertrofia
que compromete a eficiéncia cardiaca. Os biomarcadores existentes para predizer
lesbes do miocérdio ndo sdo capazes de demonstrar outras consequéncias
resultantes dos processos patologicos lesivos, como hipertrofia, inflamacdo e
isquemia e, por isso é necessario a identificacdo de marcadores que sejam mais
especificos as condi¢cdes estudadas. Com o intuito de encontrar tais marcadores
gue possam indicar uma situacdo de hipertrofia cardiaca, desenvolveu-se um
modelo animal dessa condi¢do por meio da administracdo de isoproterenol. Nesse
modelo 0os midcitos murinos séo induzidos a apoptose e os fibroblastos aumentam
sua producdo de colageno e deposicdo de proteinas da matriz extracelular,
alterando assim o perfil proteico. Para determinacdo desse perfil, realizou-se um
processo de enriquecimento de proteinas denominado descelularizacdo que remove
o conteudo celular e seus remanescentes nucleares, mas mantendo a integridade
da matriz. Apos o processo de enriquecimento utilizou-se a técnica de phage display
para determinar a diversidade peptidica presente no tecido cardiaco hipertrofico.
Nossos resultados demonstram hipertrofia cardiaca devido ao aumento do peso do
coracdo em relacdo ao peso corporal e comprimento da tibia, assim como
alteracdes na frequéncia cardiaca e pressao arterial condizentes com o uso de
isoproterenol. O processo de descelularizagcéo teve sua eficiéncia demonstrada pela
quantidade minima de conteado de DNA presente no tecido e pela visualizagcdo por
meio de histologia e microscopia eletrdnica da integridade da matriz destituida de
conteudo celular. A realizacdo do phage display permitiu a selecdo de peptideos
especificos presentes no muasculo cardiaco hipertrofico. Em seguida, obteve-se o
sequenciamento dessas moléculas de DNA que codificaram os peptideos expressos
na superficie dos fagos. Essa abordagem abre perspectivas para a descoberta de
marcadores que podem predizer o desenvolvimento da condicdo patologica de

hipertrofia.

Palavra-chave: hipertenséo, hipertrofia, isoproterenol, descelularizacdo, phage

dislpay,biomarcadores.



ABSTRACT

Hypertension is associated with high morbidity and mortality rates in the world
population. High levels of blood pressure produce intense stress tissue, a
progressive condition for the development of cardiac hypertrophy, which affects
the efficiency of the heart. The existing biomarkers to predict myocardial lesions
are not able to show other harmful consequences resulting from pathological
processes such as hypertrophy, ischemia and inflammation, and therefore
identification of markers that are more specific to the conditions studied is
required. In order to find such markers that may indicate a cardiac hypertrophy
situation, we wused mice model for this condition which had received
isoproterenol. In this model, the myocytes from those mices were induced to
apoptosis, and fibroblasts had increased collagen production and extracellular
matrix proteins deposition, so modifying protein profile. We used a procedure
called decellurarization to determina protein profile. This procedure leads to an
enrichment of protein contents by removing cell content and its nuclear remnants,
while maintaining matrix integrity. After the enrichment procedure, phage display
technique was used to determine the diversity of peptide present in hypertrophic
cardiac tissue. Our results demonstrated that cardiac hypertrophy due to an
increase in heart weight compared to the body weight and tibia’s length, as well
as changes in heart rate and blood pressure were consistent with the
administration of isoproterenol. The decellularization process had its efficiency
demonstrated by the minimal amount of DNA content present in tissue and by
browsing through histology and electron microscopy of cell integrity devoid of
matrix content. After 3 rounds of selection using phage display technique specific
peptides were identified in the hypertrophic heart muscle matrix. Then, we have
obtained the DNA sequencing of those peptides which were expressed on phage
surface. This approach opens up prospects for the discovery of markers that can

predict the development of the pathological condition of hypertrophy.

Keyword: hypertension, hypertrophy, isoproterenol, decellularization, phage
display, biomarkers.
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1. INTRODUCAO



1.1. Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) corresponde a fragdo acelular dos tecidos.
Ela € composta por fatores solUveis (fatores de crescimento) e moléculas néo
sollveis, como as proteinas especializadas (por exemplo, fibrilina, laminina e
fibronectina), as proteinas estruturais (por exemplo, colageno e elastina) e os
complexos de glicoproteinas (por exemplo, proteoglicanos) (Rozario and
DeSimone, 2010). A fig. 1 representa esses componentes que constituem a

matriz extracelular.

MEC Fibronectina R—— Proteoghcanq

Figura 1 - Componentes da Matriz Extracelular Modificado de (Santos et al., 2013)
As proteinas estruturais de colageno (em amarelo) formam fibras que se enrolam em
forma de hélice triplo e interagem com as integrinas. Estas moléculas s&o proteinas de
adesdo que estdo presentes na membrana plasmatica e permitem a comunicagéo
entre as células e entre estas e a matriz extracelular. Os proteoglicanos sdo cadeias
de polissacarideos que se ligam a proteinas e promovem uma maior rigidez a matriz,
além de influenciar na permeabilidade do tecido conjuntivo. A fibronectina € uma
glicoproteina que pode se ligar as integrinas ou estabelecer ligacdes com outras
moléculas da matriz, como o colageno. A proteina laminina esta associada a
membrana basal e interage com as integrinas e outros componentes da superficie da

célula, permitindo a ligacédo das células ao colageno.

Por muito tempo, a matriz foi considerada apenas como arcabouco para
as células e também como apoio estrutural aos tecidos. Entretanto, hoje se sabe

que a matriz interage com as células tanto fisica quanto quimicamente, e com
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isso, influencia o comportamento delas em relacdo a proliferacdo, adeséo,
migracéo, sobrevivéncia e secrec¢ao proteica (Bornstein and Sage, 2002; Rozario
and DeSimone, 2010).

Essa interacdo se deve ao fato de as células funcionarem como sensores
que detectam e respondem as caracteristicas presentes na MEC, como a
composicdo quimica, topologia e rigidez/elasticidade, além de responderem a
fatores produzidos por outras células, como os fatores paracrinos (Carvalho et
al., 2013; Crapo et al., 2011; Discher et al., 2009).

A relacdo entre as células e a matriz extracelular pode ser exemplificada
por meio do direcionamento existente durante o processo de diferenciacdo das
células-tronco cultivadas em superficies com caracteristicas diferentes, ou seja,
as células se diferenciam em linhagens celulares distintas e apresentam
comportamentos que variam de acordo com a elasticidade da superficie
(Resende et al., 2014). Isso demonstra que a conformacéo tridimensional das
superficies constitui fonte de estimulos para as células, influenciando na

proliferacéo e na diferenciacao (Discher et al., 2009).

A determinacédo do conjunto de proteinas codificadas pelo genoma de um
organismo é realizada pela andlise proteémica, que fornece informacdes a
respeito da funcdo, estrutura e controle dos sistemas bioldégicos em condicdes
fisiolégicas e patologicas (Patterson and Aebersold, 2003). Até os dias atuais,
inUumeros estudos de investigacao protedmica relacionados a diversas situacdes
clinicas utilizam tecidos lisados que fornecem informacbes significantes a
respeito do perfil proteico celular (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Liao et al.,
2008; Mayr et al.,, 2008). Porém, essa abordagem apresenta limitacbes em
detectar as modificacdes do padréo proteico existente no remodelamento da
matriz extracelular, pois o tecido apresenta grande quantidade de proteinas
celulares que atrapalham a identificacdo dos componentes da matriz, que Sao
mais escassos. Isso é ainda mais evidente em tecidos com elevada taxa
metabdlica, como o coragdo, que apresenta alto conteido de mitocéndrias (de
Castro Bras et al., 2013). Além disso, as proteinas da matriz apresentam

propriedades bioquimicas (agregacao, ligacdes cruzadas e glicosilacdo) que



dificultam sua solubilizacdo por meio dos processos de separacdo e extracao

utilizados para obtencao do perfil proteico celular (Didangelos et al., 2011).

Com isso, ha escassez de estudos protedmicos que visam a detectar
proteinas da MEC e do espacgo extracelular (Barallobre-Barreiro et al., 2012).
Isso limita o conhecimento a respeito da complexidade proteica presente em
uma determinada situacdo clinica, pois a sensibilidade e precisdo estéao
prejudicadas pela limitacdo de alcance da técnica na deteccdo de proteinas que
estdo presentes em pequena quantidade ou que possuem dificuldade de
solubilizacdo nos métodos comuns de separacdo e extracdo. A solucdo para
este problema pode ser por meio da criacdo de uma metodologia alternativa que
possibilite o enriquecimento das proteinas da MEC, eliminando o maximo de
conteudo intracelular possivel, além de ndo afetar a integridade da matriz do
tecido. Com isso, seria possivel a deteccdo das proteinas pelos métodos de
andlise de perfil proteico.

1.2. Descelularizacao

A producéo de tecidos descelularizados foi iniciada nos anos 80 com o
intuito de resolver o processo de rejeicdo e calcificacdo nas valvulas e enxertos
vasculares transplantados em pacientes com problemas circulatérios (Jones M,
1986). Para se obter a fracdo correspondente a matriz extracelular foram
elaborados protocolos que utilizavam detergentes para tratamento do tecido, a
fim de se desestabilizar a camada lipidica, permitindo assim, a eliminacao do
conteudo intracelular e dos fosfolipideos que constituem a membrana, além de
promover a desnaturacdo das proteinas celulares (Carvalho et al., 2013; Jones
M, 1986). As metodologias mais utilizadas baseiam-se na combinagao de fatores
ambientais e fisico-quimicos, como detergentes e agentes quelantes,

temperatura e agitagcdo mecanica.

Atualmente, as matrizes extracelulares biologicas destituidas de células
estdo sendo cada vez mais utilizadas em substituicAo de oOrgdos, medicina
regenerativa e cirurgias reconstrutivas. Entretanto, a reacdo do hospedeiro a

implantagcdo desses tecidos é dependente da eficacia do processo de

descelularizacdo em eliminar o contetdo celular. Alcangcando este objetivo sem



agredir a matriz, os beneficios para a engenharia tecidual e medicina

regenerativa sdo enormes (Crapo et al., 2011).

Para a realizacédo do processo de descelularizacdo dos tecidos de forma
eficiente, a fim de produzir os biomateriais para utilizacdo na area de engenharia
de tecidos e medicina regenerativa, € necessario eliminar completamente as
células presentes no tecido para que o sistema imune do receptor nao
desenvolva resposta inflamatéria (Badylak et al.,, 2011). A utilizacdo de
protocolos com detergentes permitiu a eliminacdo desse material celular além de
ndo afetar a composi¢do, a integridade mecéanica e a atividade biolégica da
matriz extracelular (Badylak et al., 2011).

O sistema imune ¢é capaz de reconhecer epitopos de proteinas
associadas a membrana plasmética e componentes intracelulares, sendo,
portanto necessario que ocorra a eliminacdo eficiente desses componentes.
Entretanto, a matriz extracelular apresenta proteinas especificas que poderiam
ser imunogénicas, mas devido ao fato de elas serem conservadas
evolutivamente, elas ndo geram resposta imunolégica do organismo (Badylak et
al., 2011; Carvalho et al., 2013).

Ha duas formas de se realizar o processo de descelularizagdo: 1)
Perfusdo pelo Aparelho de Langendorff e 2) Imersdo do Tecido em Solugdes
para descelularizacdo. A primeira forma consiste em perfusdo retrégrada por
meio da canulacdo da aorta, sendo utilizada para isolamento de cardiomiocitos
(Louch et al., 2011). Essa técnica necessita de alguns cuidados para que sua
eficiéncia ndo seja negativamente influenciada, como tamanho da canula,
pressdo constante do fluxo da solucdo de perfuséo, utilizacdo de ranhuras na
canula para auxiliar na ligadura da aorta, grande quantidade de solugbes para

perfusdo e treinamento para realizagcédo do procedimento.

J4 o método de imersdo consiste basicamente em incubar o tecido
desejado com a solucdo de descelularizagdo e coloca-los em agitadores que
permitem a regulacédo da temperatura e da velocidade de agitacdo. Com isso, a
guantidade de solucdo para realizagcdo do processo € menor, visto que ndo ha
um fluxo de liquido, mas sim uma troca de solu¢des por tempo determinado.

Além disso, ndo ha necessidade de treinamento para canulagéo, evitando assim
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erros que podem surgir nessa etapa, assim como alteracdes na pressao do fluxo

do liquido de perfusdo que podem provocar danos a matriz.

A partir dessas informacdes, optou-se pelo método que apresentava
menos interferentes oriundos da habilidade humana, ou seja, a metodologia por
imersdo. Para sua realizacdo é necesséario observar as propriedades dos
agentes contidos na solucdo de descelularizacdo, escolhendo aqueles com
capacidade de promover menores danos a matriz extracelular, sem no entanto,

permitir que haja residuos de células.

A utilizacdo de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) como agente
guimico no processo de descelularizacdo é importante devido a capacidade
deste em sequestrar ions divalentes, removendo os Ca?* e Mg?, que séo
responsaveis por estabilizar proteinas de adesdo das células ao colageno e a
fibronectina na matriz (Gailit and Ruoslahti, 1988; Gilbert et al., 2006; Moore et
al., 1994). Entretanto, esse agente nao € suficiente para remover completamente

as ceélulas; ele faz isso apenas de forma superficial (Hopkinson et al., 2008).

Para remocdo mais profunda é necesséria a utilizacdo de SDS (do inglés,
sodium dodecyl sulfate, dodecil sulfato de sodio), um detergente idnico que
solubiliza as membranas citoplasmética e nuclear. Comparado aos outros
detergentes, esse apresenta maior eficiéncia em eliminar os remanescentes
nucleares de células e proteinas citoplasmaticas, como a vimentina, filamento
intermediario que compde o citoesqueleto celular e mantém a posicdo do nucleo
e do fuso mitético durante ciclo de vida da célula. (Gilbert et al., 2006; Woods
and Gratzer, 2005). Esse detergente €, portanto, considerado um diferencial
entre a remocdo completa e incompleta do nudcleo durante o processo de
descelularizacdo (Yang et al., 2010). Além de ser mais eficiente do que o Triton
X-100, um tipo de detergente ndo i6nico, o SDS também apresenta maior
capacidade em preservar a resisténcia mecéanica do tecido (Lumpkins et al.,

2008).

Para o processo de descelularizacdo por imersao € conveniente também
a utilizacéo de inibidores de proteases (Ser, Cys, Asp e metalopeptidases), como
aprotinina e leupeptina. Durante o rompimento das células devido a solubiliza¢do

das membranas pelo SDS, ocorre liberacdo de proteases que podem provocar
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danos na ultraestrutura da matriz extracelular (Gilbert et al., 2006). Com isso, é
interessante utilizar coquetéis de inibidores de proteases, a fim de impedir a
degradacdo de proteinas da matriz.

Na fig. 2 € apresentado um exemplo do resultado de um processo de
descelularizacdo por imerséo do ventriculo esquerdo de camundongo.

Figura 2 - Processo de Descelularizacdo do VE do coracdo de camundongo
Modificado de (de Castro Bras et al., 2013): Comparacgéo entre o ventriculo esquerdo
do coragdo de camundongo contendo todas estruturas e células (A) com o submetido

ao processo de descelularizag&o por imerséo (B)

As proteinas da matriz permanecem presentes apdés o método de
descelularizacéo; assim esta metodologia contribui para estudos de proteomas
envolvendo situacdes clinicas, pois possibilita que as proteinas da MEC sejam
detectadas com mais precisdo, visto que o material celular é eliminado (de
Castro Bras et al., 2013).

Até pouco tempo, os estudos de investigagdo protebmica de doencas
cardiovasculares focava em proteinas intracelulares devido a dificuldade de
deteccdo de proteinas da MEC em analises protedmicas (de Castro Bras et al.,
2013). Por meio desse processo de retirada de células, que ndo afeta a estrutura
bioldgica do tecido, é possivel enriquecer os componentes da matriz extracelular
possibilitando um balanco entre a sensibilidade e a precisdo quantitativa da
complexidade de proteinas do tecido (Barallobre-Barreiro et al., 2012).



Uma condicdo clinica que pode afetar o perfil proteico da interacéo
existente entre as células e a MEC, alterando o padrdo de proteinas, seria o
modelo clinico de isoproterenol. Esse modelo € constantemente referido na
literatura e promove hipertrofia do coracdo por meio do aumento do tamanho dos
midcitos cardiacos, fibrose intersticial do miocardio e perivascular, além de
estimular producéo de colageno e depdésitos de fibronectina e laminina, que sao
proteinas da matriz extracelular (Boluyt et al.,, 1995; Grimm et al.,, 1998;
Osadchii, 2007).

Definido o melhor método de enriqguecimento das proteinas da matriz
extracelular por meio da utilizagcdo do processo de descelularizacdo por imersao,
como mencionado acima, pode-se avaliar os marcadores presentes na MEC

oriundos da inducao de hipertrofia pelo isoproterenol.

1.3. Hipertrofia Cardiaca

O sistema cardiovascular é responsavel pelo transporte de nutrientes e
oxigénio para as células e remocdo de metabdlitos a partir delas. Além disso, é
responsavel por estabilizar o pH, transportar e liberar hormdnios e peptideos,

assim como manter a homeostase e a temperatura corporal (Boron, 2009).

Esse sistema é composto pelos vasos sanguineos, sangue e o coracgao.
Os vasos sanguineos sao tubos que se ramificam e conduzem sangue para todo
o corpo. O coracdo é uma bomba pulsatil constituida de quatro camaras
denominadas atrios e ventriculos. As duas camaras superiores — 0s atrios -
funcionam como compartimentos que bombeiam sangue para 0s ventriculos. As
duas camaras inferiores, chamadas ventriculos, impulsionam o sangue para

circulagdo pulmonar ou periférica.

Deficiéncias nos mecanismos que controlam a fun¢éo cardiaca, como sua
contratilidade e ritmo de pulsacdo, podem produzir patologias cardiovasculares

como hipertenséo e insuficiéncia cardiaca (Esler and Kaye, 2000).

Quando ocorre alguma anomalia no funcionamento do érgdo cardiaco, as
células submetidas a estresses fisiologicos excessivos ou patolégicos modulam
suas funcdes e viabilidade por meio de adaptacdes fisiologicas e morfoldgicas,

como, por exemplo, pelo processo de hipertrofia (Romhilt and Estes, 1968).



1.3.1 Hipertrofia Fisiol6gica e Patologica

A hipertrofia cardiaca pode ser caracterizada de duas principais formas: a
fisiolégica e a patologica. A hipertrofia cardiaca fisiologica esté relacionada a
uma situacdo que envolve maior demanda energética por tempo determinado,
como em casos de gestantes e atletas (Frey and Olson, 2003). Nessa condicao
ocorre um modesto aumento da espessura da parede do ventriculo, porém nao
h& danos que comprometam a saulde do individuo, como acumulo de coldgeno

no miocardio, arritmias e faléncia do 6rgao (Frey and Olson, 2003; Ligeti, 1960).

No outro tipo de hipertrofia, chamada patolégica, ocorre aumento do
volume dos cardiomiécitos, porém essas mudancas sdo acompanhadas de
necrose dos miocitos e fibrose no intersticio do miocardio devido a producao de
colageno e deposicdo de proteinas da matriz, como fibronectina e laminina
(Osadchii, 2007).

O estresse biomecéanico que induz a hipertrofia patolégica é causado por
situacdes que envolvem aumento de volume e/ou pressdo sanguinea, como
ocorre na hipertensdo e em doencas com perda de funcdo nas valvulas

cardiacas (Frey and Olson, 2003).

A situacao de hipertensdo é um importante fator na progressao para uma
hipertrofia patoldgica, pois essa condicdo esta associada com altas taxas de
morbidade e mortalidade na populagdo, sendo considerada um problema de
salude publica. Os elevados niveis de pressdo sanguinea nas artérias exigem
gue o coracdo realize maior esforco para bombear o sangue através dos vasos
sanguineos. A sobrecarga de pressdo gera estresse na parede do ventriculo
promovendo um mecanismo de compensacdo por meio da hipertrofia do
musculo cardiaco, caracterizada por crescimento lateral dos cardiomidcitos e

deposicao dos sarcomeros em paralelo (Dorn et al., 2003).

1.3.2 Hipertrofia Patologica: Excéntrica e Concéntrica

Ha duas condi¢cdes que se desenvolvem na hipertrofia patologica e estéo

relacionadas a sobrecarga de volume e/ou pressdo sanguinea. Na hipertrofia



excéntrica o coracao esta submetido a uma sobrecarga volumétrica que provoca
dilatagcdo da cavidade ventricular. Posteriormente, ocorre um espessamento em
menor grau da parede do ventriculo, fazendo com que a geometria do 6rgéo
altere de elipsoidal para esférica (Grossman et al., 1975; Weber et al., 1987).
Essa condicéo leva a um desequilibrio entre a carga/massa do coracao, fazendo
com que ocorra insuficiéncia em manter o débito cardiaco necessario para suprir

as demandas do organismo.

A hipertrofia concéntrica € resultado de uma sobrecarga de pressédo que
promove aumento da espessura da parede do ventriculo sem, no entanto,
ampliar a cavidade ventricular (Frey et al., 2004). Ao longo do tempo, devido a
dificuldade em esvaziar o ventriculo por causa da sobrecarga de pressdo, o
coracdo tende a aumentar ainda mais a espessura da parede ventricular,
obliterando a saida dessa cavidade e, consequentemente, progredindo para
insuficiéncia cardiaca (Katholi and Couri, 2011).

A progressao da hipertrofia ndo depende apenas da resposta mecanica
ao estresse promovido pela sobrecarga da pressao arterial elevada, mas
também da influéncia de citocinas, fatores de crescimento (Diez and Frohlich,
2010) e neuro-horménios (Hill and Olson, 2008).

Os pacientes que possuem hipertensdo associada com hipertrofia
ventricular esquerda concéntrica apresentam anormalidade na musculatura das
artérias coronarias, acumulo de fibrose perivascular (Schwartzkopff et al., 1993),
aumento do volume dos cardiomiécitos e deposicdo de matriz extracelular
(Drazner, 2011; Spinale, 2007). Essas caracteristicas, observadas nesses
pacientes, sdo adaptacdes das células do coracdo as condi¢cdes de sobrecarga

provocadas pela presséao arterial elevada.

Outras condicbes que também contribuem para a geracdo do estresse
indutor do remodelamento cardiaco incluem cardiomiopatias hipertroficas,
isquemia (Abduch et al.,, 2009; Du et al., 2010) e excesso de catecolaminas
(Choi et al., 2014). Este excesso pode levar a inducéo de hipertrofia patologica
por gerar um estresse que promove adaptacdes fisiolégicas e morfolégicas das
células e da matriz do tecido cardiaco (Choi et al., 2014). Com isso, surge se a

possibilidade de produzir modelos de animais que utilizam da administracio
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desses compostos quimicos a fim de se reproduzir uma condi¢cdo de hipertrofia

similar ao do ser humano.

Essas condi¢cdes clinicas contribuem para o desenvolvimento de
distarbios hemodinamicos evolutivos por constituirem fator de sobrecarga para o
coracdo, fazendo com que as células desenvolvam respostas adaptativas ao
desempenho do musculo cardiaco sob condicbes adversas. Entretanto, o
processo de hipertrofia apresenta um limite no decorrer do tempo em que o
aumento da massa do coracdo ndo consegue compensar 0 aumento da
sobrecarga, produzindo assim uma insuficiéncia cardiaca, ou seja, o musculo
cardiaco torna-se incapaz de bombear sangue suficiente para suprir as

demandas do metabolismo (Kannel et al., 1987).

1.3.3 Hipertrofia Patoldgica: Fase Compensatéria e Descompensada

Durante o processo de hipertrofia promovido por processo patoldgico, o
orgdo desenvolve duas fases: a primeira chamada compensatéria, e a segunda,
descompensada. A primeira fase corresponde a normalizacdo da relacéo
carga/massa, ou seja, o excesso de carga induz ao aumento da massa do
coracdo promovendo assim a manutencdo do débito cardiaco (Luethy et al.,
1964; Meerson, 1961).

A fase descompensada representa uma situacdo de queda do débito
cardiaco devido a dilatacdo excessiva da camara do ventriculo ou a obliteracao
da saida do sangue por este compartimento. Apesar de o estimulo para a
hipertrofia do coracdo permanecer, o aumento excessivo da camara ventricular
nao permxite a manutencédo do volume ejetado, provocando assim disfuncédo e
faléncia cardiaca (Luethy et al., 1964; Meerson, 1961). A outra situacdo € a
camara ventricular ndo sofrer dilatacdo; com isso, a parede espessa do
ventriculo resultante da hipertrofia comeca a obliterar a saida de sangue por

essa camara (Katholi and Couri, 2011).
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1.3.4 Hipertrofia Induzida por Isoproterenol

O coracgdo possui seus proprios sistemas intrinsecos responsaveis pelo
seu controle e operacdo, entretanto o sistema nervoso central € capaz de
modificar o desempenho cardiaco por meio da producdo de neurotransmissores,
como adrenalina, noradrenalina e acetilcolina. O aumento dos niveis circulantes
e teciduais de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) resultantes de
atividade nervosa simpatica aumentada tem sido relacionado a origem de
patologias como hipertrofia do coracdo, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca

(Esler and Kaye, 2000).

Essa associacdo se deve ao fato de o coracdo apresentar células com
receptores adrenérgicos na membrana que reconhecem essas catecolaminas. A
ativacdo desses receptores promove um aumento da funcéo cardiaca por elevar
a forca, a frequéncia e o débito cardiaco (Benovic et al., 1988; Curi and
Procépio, 2009).

O desenvolvimento de patologias cardiacas estd relacionado a
hiperativagcdo desses receptores que, consequentemente, resulta em
crescimento patologico do coracdo por promover remodelamento cardiaco, além
de provocar a perda de funcdo do ventriculo, apoptose, disfuncédo cardiaca e
reduzir a expectativa de vida (BEZNAK and HACKER, 1964; Port and Bristow,
2001).

A fim de se compreender os processos envolvidos no desenvolvimento
patologico da hipertrofia do coracdo em humanos, animais tém sido utilizados
como modelo para tentar reproduzir com fidelidade os parametros caracteristicos

do processo patolégico em questao.

A partir de informagdes presentes na literatura, um modelo de hipertrofia
do coracdo utilizado por diversos pesquisadores consiste em administrar
isoproterenol por via subcutanea. A utilizacdo dessa metodologia permite a
producéo, de forma nao invasiva, de grande quantidade de amostra em um curto
periodo de tempo (Hasenfuss, 1998), promovendo desenvolvimento de
hipertrofia e necrose no coracdo (RONA et al., 1959), além do fato do modelo

ser reprodutivel, barato e confidvel (Mladenka et al., 2009). A hipertrofia ocorre
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devido ao aumento do tamanho dos midcitos cardiacos e da fibrose intersticial
do miocéardio e perivascular (Boluyt et al., 1995; Grimm et al., 1998; Osadchii,
2007).

O isoproterenol (fig. 3) pertence a classe de aminas simpaticomiméticas e
age como um agonista nado-seletivo aos receptores adrenérgicos,
predominantemente 1 e B2. A acao vasodilatadora nos musculos lisos dos
vasos sanguineos reduz a resisténcia vascular periférica, promovendo uma
diminuicdo da pressao arterial diastdlica (2), porém a pressao arterial sistémica

pode permanecer inalterada devido ao efeito no receptor 1.

OH .
HO N\I/CHS
CH
HO 3

Figura 3 - Estrutura quimica do Isoproterenol

Este efeito se deve ao fato de o isoproterenol promover no coracgao
aumento de forca e frequéncia devido as suas ac¢fes inotropicas e cronotropicas

positivas e, consequentemente, aumentar o débito cardiaco (Golan, 2009).

A tabela 1 representa um modelo de valores referentes as alteragbes
promovidas na inducdo da hipertrofia dos camundongos pela administracdo de

isoproterenol durante 7 dias.
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Controle Isoproterenol

Frequéncia Cardiaca (bpm) 521 +135 491 +17.2
Relacdo Massa VE/Peso Corporal (mg/g) 3.16 £0.18 479 +0.13*
Pressdo Arterial Sistélica (mmHQ) 108.3+2.9 75.6 £ 3.3*
Pressédo Arterial Média (mmHg) 8343 53.2+2.4*

Tabela 1 - Alteracbes promovidas pelo tratamento de camundongos com
isoproterenol Modificado de (Oudit et al., 2003). Tratamento com isoproterenol em
camundongos durante 7 dias. H& alteracdes significativas nos parametros da relacdo
massa do VE/Peso corporal quando se compara 0s grupos controle e tratado. Observa-
se também que as pressoOes arteriais sistolica e média apresentam uma diminuigdo em
comparagdo ao grupo controle. Essas alteragbes demonstram alguns dos efeitos do
isoproterenol, possibilitando assim a criacdo de um modelo de hipertrofia bastante

referenciado na literatura. *p < 0.01.

A explicacdo mais aceita para as mudancas morfolégicas provocadas pelo
isoproterenol relaciona a hiperatividade miocardica e a hipotensdo dos vasos
gue irrigam o coracgao (coronarias), ou seja, a demanda de oxigénio e nutrientes
pelo musculo cardiaco € aumentada, mas a baixa tensdo nas coronarias leva a
diminuicdo dessa oferta, provocando mudancas bioquimicas e estruturais no

tecido cardiaco (Grimm et al., 1998).

As mudancas morfolégicas que s&do constatadas pelo tratamento com
isoproterenol incluem o aumento da espessura da parede ventricular e da massa
do coracéo, que sao resultados do volume aumentado dos miécitos. Os miocitos
gue nédo recebem suprimento adequado sdo induzidos a apoptose e, com isso,
os fibroblastos que compdem o coracdo aumentam sua producdo de colageno,
além de depositar mais proteinas da matriz extracelular, como laminina e
fibronectina (Boluyt et al., 1995; Osadchii, 2007; Soonpaa and Field, 1994).
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1.3.5 Biomarcadores

Durante o processo de hipertrofia do 6rgdo cardiaco, este expressa
novamente genes que sao caracteristicos do periodo embrionario que
necessitavam desses estimulos para o desenvolvimento do tecido. A expressao
dos genes da alfa-actina esquelética e da cadeia pesada da miosina do tipo beta
visam justamente promover aumento da massa muscular do coragao a fim de
compensar a insuficiéncia cardiaca (Sutsch et al., 1992). Entretanto, as
producdes excessivas desses componentes diminuem a velocidade de

encurtamento dos sarcomeros, alterando a capacidade contratil do coragao.

Além das proteinas estruturais, alguns genes relacionados ao
metabolismo energético (lactatato desidrogenase e subunidade B da creatina
quinase) e a producdo do peptideo natriurético cerebral (BNP, do inglés Brain
Natriuretic Peptide) e atrial (ANP, do inglés Atrial natriuretic peptide) também
estdo aumentados no processo de hipertrofia (Bing et al., 2002; lemitsu et al.,
2003).

A dilatac&o ventricular e a sobrecarga de pressédo na parede do coragao
estimulam a producdo do BNP, um neuro-hormoénio sintetizado pelos atrios e
ventriculos (de Lemos et al., 2003). Diversas doencas cardiacas apresentam
aumento da concentracdo desse peptideo, como acontece na disfuncao sistélica
ventricular (Paelinck et al., 2006). Porém, situacdes como insuficiéncia renal,
fibrilacdo atrial, valvopatias, anemia, sepse, cirrose hepatica, hipertireodismo e
outras doencas também podem elevar os valores do BNP, demonstrando que
este marcador ndo é especifico do coracdo, e sim marcador de estresse

cardiaco (Kim and Januzzi, 2011; Thygesen et al., 2012).

O ANP também é produzido e liberado em condigbes que promovem
estresse mecanico e estiramento das camaras, como ocorre em pacientes de
cardiomiopatias com dilatacao grave (French et al., 1988). Entretanto, situacdes
como exercicio fisico, postura supina, taquicardia, ingestdo de liquidos e sodio,
hipertensdo arterial e outras, também promovem estimulo para liberacdo do

peptideo, tornando-o inespecifico como biomarcador cardiaco (Espiner, 1994).
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A enzima LDH (do inglés, lactate dehydrogenase, lactato desidrogenase)
estd mais concentrada nos eritrécitos do que no plasma, com isso qualquer
situagcdo que promova uma hemdlise leve, aumentard a concentracdo dessa
enzima no plasma (Frank et al.,, 1978). Devido a isso, isoladamente ela néo é
especifica para lesdo muscular de nenhum o6rgdo, deixando de ser um

biomarcador adequado para infarto do miocérdio.

A creatina quinase (CK) tem sido utilizada para auxilio no diagnéstico de
situacdes de infarto agudo do miocéardio por regular a producéo e utilizacdo do
fosfato de alta energia em tecidos contrateis (Bessman and Carpenter, 1985).
Como as fibras musculares do coracdo apresentam alto consumo de energia,
essa enzima se apresenta em grande concentracdo no interior das células
musculares cardiacas (Hamburg et al., 1991). Porém, essa enzima também se
encontra em grande quantidade no musculo esquelético e no cérebro, fazendo
com que qualquer lesdo nas células destes érgaos resulte em aumento dos
niveis séricos de CK. Com isso, a creatina quinase ndo € um biomarcador

adequado para infarto do miocérdio.

A troponina regula a interacdo calcio-dependente da miosina com a
actina. O componente Troponina | (Tnl) inibe a ATPase da actina-miosina e
possui 3 isoformas, duas esqueléticas e uma cardiaca. Esta Ultima possui
aminoacidos N-terminais que ndo sdo expressos nas outras isoformas e, com
isso, é detectada imunologicamente por anticorpos monoclonais com baixa
reatividade cruzada. Situacdes que envolvem necrose e destruicdo das células
musculares promovem a liberacdo dessas isoforma cardiaca na corrente
sanguinea, permitindo assim o diagndstico de infarto agudo do miocardio
(Cummins et al., 1987; Sarko and Pollack, 2002). Embora a detec¢cdo do Tnl
sinalize lesdo do musculo cardiaco, algumas situacdes ndo sdo percebidas,
como dano isquémico, inflamacéo, hipertrofia e apoptose (Aragno et al., 2008;
Liu et al., 2014). Com isso, ha necessidade de marcadores que indiguem estas
condicbes que ainda ndo sdo detectadas pelas metodologias atuais, a fim de
que auxiliem na determinacdo dos processos que estdo envolvidos nas

patologias cardiacas.
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Os marcadores biologicos sdo importantes para predizer lesbes ao
musculo cardiaco, a fim de atenuar o dano irreversivel ou mesmo evitar as
lesbes. Por isso, h4 sempre uma busca constante por marcadores que possam

auxiliar e complementar as informacdes ja existentes.

A presente dissertagdo visa justamente analisar as modificagbes, em
termos de marcadores, que a matriz extracelular apresentaria devido ao
tratamento com isoproterenol, visto que a inducdo de hipertrofia promove
alteracdes do tecido cardiaco. A analise desses biomarcadores sera feita por
meio da técnica de phage display, cujas sequéncias de peptideos determinadas
encontradas na superficie de fagos ligam-se especificamente aos receptores

especificos no tecido.

1.4. Phage Display

A técnica de phage display permite a identificacdo da diversidade de
peptideos ligantes em materiais bioldégicos e ndo biolégicos, sendo considerada
uma poderosa ferramenta para selecao de ligantes proteina-proteina. O método
baseia-se na utilizacdo de fagos (por exemplo: M13) que apresentam 0s
peptideos em sua superficie e que, além disso, possuem capacidade de se
replicar e montar todas suas estruturas sem provocar a morte da bactéria que foi
infectada (Paschke, 2006; Smith, 1985).

A producao de bibliotecas de fagos para realizacdo do phage display
consiste basicamente em fundir fragmentos de DNA de interesse com
sequéncias do genoma do bacteriofago que codificam proteinas do capsideo
(plll ou pVIII) do virus, fazendo com que ocorra na superficie das particulas
virais a expressao das moléculas contendo a sequéncia do inserto (Paschke,
2006).

A biblioteca apresenta duas caracteristicas que sdo importantes durante o
processo de afinidade dos ligantes aos seus alvos: o titulo e a diversidade.
Durante o processo de eletroporacdo, a quantidade de sequéncias Unicas de
peptideos que constituem a biblioteca é dependente do numero de

transformantes que foram obtidas durante o processo, ou seja, a diversidade da
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biblioteca esta relacionada a quantidade de bactérias que foram capazes de

introduzir o genoma do bacteriéfago (Resende and Soccol, 2014).

Apé6s a amplificacdo nas bactérias infectadas, o numero de particulas
virais totais representa o titulo da biblioteca. Portanto, o célculo da titulagido é
resultado da quantidade de clones obtidos; com isso, seus valores sao
representados por UFC (unidades formadoras de coldnias). Os clones séo
colénias com coépias unicas de peptideos que, por se repetirem, superam a
diversidade tedrica calculada. Essa caracteristica € importante para se
determinar o nimero de cépias de cada peptideo da biblioteca que esta presente

na realizacdo da técnica de phage display (Resende and Soccol, 2014).

Essa técnica apresenta muitas vantagens em comparagdo a outros
métodos, como os sistemas de levedura hibridos (Mendelsohn and Brent, 1999),
pois € simples, apresenta custo baixo, ndo necessita de equipamentos especiais
e sua execucdo é rapida (Willats, 2002). A técnica de phage display permite a
criacao de bibliotecas com grande diversidade, com fagos que apresentam uma
variedade enorme de peptideos variantes que podem ser utilizadas in vivo ou in
vitro (Hoogenboom et al., 1998; Willats, 2002). A sele¢éo dos peptideos pode ser
realizada em materiais inorganicos e biolégicos (Whaley et al., 2000), com a
possibilidade de alterar as condi¢ces de estringéncia e rendimento do processo
de ligacao dos fagos aos seus ligantes (Hoogenboom et al., 1998; Watters et al.,
1997). Além disso, todo esse processo de selecdo para rastrear os ligantes
presentes no material pode ser realizado em uma semana, enquanto que o

sistema de leveduras hibridos leva de duas a quatro semanas (Rodi et al., 2002).

1.4.1 Biopanning

O processo de selecdo de ligantes de alta afinidade € denominado
biopanning e consiste basicamente em incubar a biblioteca de fagos com o alvo.
Os fagos com maior afinidade seréo selecionados em detrimento dos peptideos
com menor afinidade (Smith and Petrenko, 1997). ApoOs as etapas de lavagens,

os fagos aderidos sé@o recuperados por meio de infeccdo em bactérias com
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reamplificacdo em ciclos de selecdo denominados rounds, que geralmente sao

necessarios 3 (trés) ou 4 (quatro).

Entretanto, frequentemente o intuito € discriminar alvos diferentes e nao
apenas encontrar ligantes especificos de alta afinidade. Para isso, ha uma
técnica denominada pre-clearing que funciona como uma selecéo negativa. Os
fagos que apresentam afinidade por controles bioldgicos sdo eliminados devido
a utilizacdo do sobrenadante dessa incubacdo na etapa posterior de pesquisa da
molécula alvo, ou seja, os fagos especificos se ligam ao tecido controle, e os
que ndo se ligaram permanecem no sobrenadante, que serd utilizado na préxima

etapa de selecdo da molécula alvo (Resende and Soccol, 2014).

Essa técnica pode ser utilizada para identificar marcadores biolégicos em
células tumorais e infectadas com patégenos ou tecidos que apresentam
condicbes que alteram o padrdo de moléculas em comparacdo com as

condicBes saudaveis.

1.4.2 BRASIL

A fim de melhorar a técnica do pre-clearing, uma adaptacédo foi inovada,
chamada de BRASIL (do inglés: Biopanning and Rapid Analysis of Selective
Interactive Ligands, Selecdo e analise rapida de ligantes interativos). Para
separar de forma mais adequada e eficiente os fagos que se ligaram ao material
controle dos que restaram no sobrenadante, utiliza-se um Oleo (constituido de
dibutil ftalato:ciclohexano - 9:1) que produz dois ambientes de afinidade, um

hidrofébico e outro hidrofilico (Giordano et al., 2001).

Esse Oleo permite a separacdo, por meio de uma centrifugacéo
diferencial, que direciona as células para uma fase organica que nao se mistura
com a fase aquosa. Com isso, os fagos que se ligaram ao tecido/células séo
encontrados na fase organica inferior, juntamente com o pellet, ou precipitado,
de células. Ja, os fagos néo ligantes permanecem na fase aquosa superior,
evitando assim as lavagens intensivas e repetitivas que sao ineficientes e
acabam gerando perdas dos potenciais ligantes de interesse (Giordano et al.,

2001). Essa metodologia é representada na fig. 4.
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Figura 4 - Metodologia Brasil (Giordano et al., 2001) A selecdo dos fagos ligantes é
realizada por meio de um sistema constituido por uma fase orgénica e outra aguosa.
Por meio de centrifugagéo os fagos que se ligaram aos tecidos/células séo fracionados
juntamente com a fase orgéanica, enquanto os fagos nédo ligantes permanecem na fase

aguosa superior.

1.4.3 Aplicabilidade

Com base nessas informacdes, neste trabalho optou-se por utilizar a
técnica de biopanning com pre-clearing, assim como a metodologia BRASIL.
Com isso, pode-se avaliar melhor os marcadores bioldgicos que podem estar
presentes no coracdo hipertrofico, visto que essas duas metodologias visam a
promover uma selecdo negativa, eliminando aquelas moléculas que estdo

presentes no coragao controle.

As interacdes proteina-proteina sdo extremamente importantes em
processos moleculares e celulares. A identificacdo dos pares ligante e receptor
ajuda no desenvolvimento de alternativas terapéuticas, caracterizacdo de
biomarcadores e na compreenséao de fenébmenos fisioldgicos e patologicos (Corti
et al., 2013).
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O resultado do mapeamento dos peptideos especificos pode ser utilizado
para o diagnéstico de condicdes clinicas em sistemas de imagem in vivo, por
meio do acoplamento dessas moléculas com marcadores radioativos,
fluorescentes ou paramagnéticos (Resende and Soccol, 2014). Com isso, a
visualizacdo desses marcadores seria realizada por meio de aparelhos de
ressonancia magnética, tomografia e microendoscospia de fluorescéncia

confocal (Ferro-Flores et al., 2010).

Além dessa aplicabilidade para se ligar a proteinas, a técnica de phage
display permite identificar outros tipos de compostos como, por exemplo,
peptideos que se ligam especificamente a polimeros biocondutores, nanotubos
de carbono, carboidratos e lipideos (Matsubara, 2012; Resende and Soccol,
2014; Sanghvi et al., 2005; Wang et al., 2011).

Com todo esse alcance, o phage display apresenta inimeras aplicacoes:
pode ser utilizado para mapear epitopos e seus sitios de ligacdo, pois os
peptideos mimetizam esses ligantes (Rowley et al., 2004); diagndstico de cancer
por meio de selecao de peptideos tecido-especificos (Arap et al., 2002); criacdo
de agentes quimioterapicos especificos e de baixa afinidade baseados em
moléculas isoladas pela técnica (Hajitou et al., 2006) e também em terapia
génica, ja que permitiria que os vetores fossem direcionados aos tecidos de
interesse (Hajitou et al., 2007). Isto resolveria o problema atual da falta de
especificidade que leva aos efeitos indesejaveis dessa terapia.

A utilizacdo da técnica de phage display visa a identificar a diversidade de
peptideos nos coracdes com hipertrofia que podem apresentar diferencas em
relacéo ao tecido cardiaco normal. O uso de isoproterenol que induz aumento da
massa muscular promove alteracdes nas proteinas da matriz extracelular que
podem levar a presenca de marcadores biolégicos especificos e caracteristicos

dessa condicao patoldgica.
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2.

OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € analisar e identificar a presenca de
marcadores biolégicos na matriz extracelular do coracdo de camundongos

tratados com isoproterenol utilizando a técnica de phage display.

2.2. Objetivos especificos

e Induzir hipertrofia cardiaca em camundongos machos C57BL/6WT por
meio da administracdo do isoproterenol na dose de 20mg/Kg/dia durante

sete dias consecutivos;

e Aplicar um método de descelularizacdo do coracdo capaz de remover as
células sem alterar as propriedades mecéanicas e bioldégicas da matriz

extracelular;

¢ Identificar peptideos ligantes na matriz extracelular do coracéo pela técnica

de phage display.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo de numero
288/2014. Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados de
acordo com o guia para utilizacdo de animais de laboratério.

3.2. Camundongos

Os camundongos machos da linhagem C57BL/6WT foram comprados do
Centro de Bioterismo (CEBIO/UFMG) e mantidos no biotério do professor Dr.
Alfredo Miranda de Goes, chefe do Laboratorio de Imunologia Celular e
Molecular na UFMG. Os animais ficaram em gaiolas de polipropileno com
dimensbes de 49x34x16cm até completarem 12 (doze) semanas. Para cada
gaiola foram alocados 10 (dez) animais com acesso livre a agua e a racao
(Nuvilab). O biotério possui temperatura controlada de 23°C e ciclo de 12/12h
escuro/claro. A selecdo dos animais para composi¢cdo dos grupos experimentais
(controle e tratado) foi realizada de forma aleat6ria.

3.3. Inducéo da hipertrofia cardiaca

Os animais do grupo tratado receberam 20mg/Kg de Isoproterenol
diariamente por um periodo de 7 (sete) dias consecutivos. O Isoproterenol
(Sigma-Aldrich®) foi dissolvido em 100uL de PBS (do inglés: Phosphate-Buffer
Saline, tampao salina de fosfato) e administrado por meio de injecéao
subcutédnea. Os animais do grupo controle receberam aplicacéo diaria de PBS

proporcional a sua massa corporal.

3.4. Pletismografia

O método mais utilizado em experimentacdo animal para monitorizacédo
da pressdo arterial de forma ndo invasiva € denominado pletismografia da

cauda. Essa técnica é utilizada como forma de triagem da hipertensao arterial,
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nao exige recursos cirdrgicos, apresenta custo baixo em relacédo a telemetria e
permite afericbes repetidas de presséo arterial em experimentos de longa ou
curta duragéo (Kurtz et al., 2005).

Os camundongos foram acondicionados por 2 (dois) dias, anteriores a
realizacdo do procedimento, por periodo de 10 (dez) minutos no tubo cilindrico
de acrilico especifico da técnica. Essa etapa permite uma adaptacdo dos
animais e estabilizacdo dos parametros que serdo analisados durante avaliacédo
no dia determinado. Os dias selecionados para realizacdo da pletismografia

foram o primeiro e o ultimo dia (sétimo) do tratamento.

O camundongo foi inserido dentro do tubo, com ventilacdo e temperatura
adequadas, e um manguito de borracha foi colocado até a regido proximal da
cauda, a fim de se avaliar a pressdo arterial média. Préximo ao manguito foi
acoplado um transdutor de pulso que determina a frequéncia cardiaca. Os sinais

captados foram amplificados, convertidos e processados em computador.

3.5. Eutanasia

No oitavo dia os camundongos foram pesados e eutanasiados. Eles
receberam heparina (Hemofol, Cristalia® 5000Ul) por via intraperitoneal e foram

submetidos a decapitacdo sem utilizacdo de anestésico.

ApoOs abertura do torax, o coracdo foi retirado e transferido para uma
placa de Petri contendo solucdo de PBS a 4°C. Apds seguidas lavagens com
PBS para retirada do sangue e excisao dos vasos da base, o coragéo foi pesado

e colocado em microtubo com solugéo de PBS.

Em seguida, foi também retirada a tibia para calculo da relacdo do peso
do coracdo pelo comprimento da tibia, com o intuito de avaliar a hipertrofia

cardiaca.
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3.6. Histologia

Para o preparo das laminas para avaliacao histolégica dos tecidos, os
coracdes inteiros foram mantidos em solugédo fixadora Bouin por 24 (vinte
quatro) horas para o tecido criar resisténcia superficial e permitir o corte
histol6gico. Em seguida, as pecas foram desidratadas em séries crescentes de
alcool (70 %, 80%, 90% e alcool absoluto) por meia hora cada, diafanizadas em

xilol (realizando 3 (trés) banhos de 20min) e incluidas em paraplast.

Os blocos de paraplast contendo os cora¢des foram submetidos a
microtomia para obtencdo de cortes com espessura de 5 um. Os cortes foram
montados em laminas e submetidos aos dois tipos de coloragédo: hematoxilina e
eosina (HE) e tricdbmico de Masson. A coloracdo por HE diferencia partes
basdfilas e acidofilas devido a afinidade dos componentes do tecido pelos
corantes hematoxilina e eosina, respectivamente. O HE permite visualizar a
presenca do nucleo por meio da cor arroxeada e do citoplasma pela cor résea,
contribuindo assim para identificacdo da presenca de nucleo nas células que
constituem o tecido. O tricémico de Masson permite a visualizacdo de fibras de
coldgeno (coloracdo arrroxeada), possibilitando a identificacdo de areas com
tecido fibroso ou que sofreram lesdes, assim como também verificar a

integridade das fibras de colageno.

3.7. Microscopia Eletrénica

As amostras dos tecidos cardiacos foram processadas e analisadas no
Centro de Microscopia (CM-UFMG).

Os tecidos foram submetidos ao processamento padrao de fixagao
priméria e fixacdo secundaria com tetroxido de Osmio e acido tanico,
desidratacédo, fratura em nitrogénio liquido, secagem em ponto critico de COg,

montagem e metalizagdo com 5 nm de ouro.

Em seguida, as amostras foram analisadas pela microscopia eletrénica de

varredura no Microscopio Eletronico de Varredura FEG - Quanta 200 FEI.
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3.8. Parametro de hipertrofia

A hipertrofia do coracao foi avaliada por meio da relacédo entre o peso do
coracdo e 0 peso corporal. Entretanto, essa medida pode apresentar valores
falsos, caso o animal perca peso durante o periodo de tratamento. Para
complementar e validar os resultados dessa medida, também foi realizada a
relacdo do peso do coracdo com o comprimento da tibia, jA que os animais se
encontravam na idade adulta e esse 0sso nao sofre alteracbes devido s

flutuacdes de peso em curto periodo de tempo.

3.9. Descelularizacao

Os tecidos do coracdo foram incubados com solucdo de PBS com 1% de
Inibidor de Protease (IP) SIGMAFAST™ Protease Inhibitor (Sigma-Aldrich®) e
agitados em aparelho Thermoshaker Incubator (Nanjing Foinoe Co., Ltd.)para
limpeza do sangue presente no tecido. Em seguida retira-se essa solugéao e
coloca-se em solucéo de 0,05% EDTA 1% IP por 10 min, a 900rpm e 37°C, a fim
de remover o conteudo celular. ApGs essa etapa, retira-se a solucéo e adiciona-
se solucdo de 1% SDS mais 1% IP a velocidade de 900rpm e temperatura de
37°C, por cerca de dois dias, sendo a solu¢céao renovada de 12 em 12 horas.

Com o tecido ja transparente, retira-se a solucdo de SDS e coloca-se
solucdo de agua deionizada, a fim de retirar o detergente. Essa etapa é
realizada 3 (trés) vezes, por cerca de 30 min cada uma. Por fim, coloca-se em

solugcéao de PBS 1% IP e armazena-se em geladeira a 4°C.

3.10. Extracdo DNA gendmico

A matriz extracelular do tecido cardiaco foi macerada por meio de pistilo

em gral estéril. O conteldo de DNA das matrizes maceradas foi extraido por
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meio de protocolo que utiliza solucdo de fenol:.cloroférmio:alcool isoamilico

(2:1:0,04), cuja finalidade é separar o DNA das proteinas.

Apés a adicdo dessa solucdo, com inversdo do tubo e centrifugacéo,
ocorre a formagédo de duas fases: organica e aquosa. Em seguida, retira-se a
fase organica, deixando apenas a fase aquosa que contém o DNA.
Posteriormente, utiliza-se etanol absoluto para promover a precipitacdo do DNA
e remover o fenol e cloroférmio presentes na amostra. A seguir, adiciona-se
etanol 80% para remocéao de residuos de sais, centrifuga-se e ressuspende-se o
pellet com agua DEPC. Finalizado esse processo de extracdo, o conteludo de
DNA de cada amostra € analisado no espectofotdometro Nanovue Plus (GE

healthcare®).

3.11. Phage display

A técnica de phage display foi realizada no Laboratério de Biologia
Vascular do Professor Dr. Ricardo José Giordano, do Departamento de
Bioquimica da Universidade de Sao Paulo (1Q-USP).

Os bacteriofagos foram geneticamente modificados para expressarem
sequéncias de peptideos em sua superficie que permitem a identificacdo de
receptores que se ligam aos ligantes. Os receptores sdo os alvos a serem
encontrados no tecido, enquanto os ligantes sdo os peptideos expressos na

superficie dos virus.

O coracao descelularizado controle é incubado com a biblioteca de fagos
por 30 min sob agitagdo. Em seguida, o sobrenadante € retirado e incubado com
o coracdo descelularizado tratado por 30 min com agitacdo. Apos essa etapa,
retira-se os fagos e incuba o tecido tratado por 30 minutos com bactéria K91Kan
para que ocorra a infeccdo delas com os fagos. As bactérias infectadas sao
colocadas em meio LB liquido contendo antibiético durante o periodo de uma
noite, overnight, para seu crescimento. No dia seguinte, os fagos séo purificados
e todas essas etapas sao realizadas novamente, totalizando-se quatro rounds,
ou quatro ciclos. Esse procedimento caracteriza o Biopanning Pre Clearing. A

diferenca para a técnica BRASIL consiste em utilizar o 06leo (dibutil
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ftalato:ciclohexano - 9:1) para promover a separacao dos fagos que se ligaram
ao tecido dos que néo se ligaram, por meio do gradiente de afinidade hidrofilico
e hidrofébico. Foram realizados também quatro rounds com outras amostras de

tecido cardiaco.

As sequéncias dos ligantes sdo alinhadas por bioinformatica para revelar
uma regido consenso, que apresenta estrutura primaria comparada a molécula

alvo.

O processo de selecdo dos fagos especificos ocorreu por meio da
utilizacdo da metodologia de biopanning com pre-clearing e pela técnica
BRASIL. Ap6s a selecdo dos fagos, a bactéria K91kan foi infectada e cada
colonia foi selecionada para realizagdo da PCR e sequenciamento, que estao
descritas nas secdes 3.11.1 até 3.11.4:

3.11.1 Phage-PCR
Os bacteriéfagos especificos sao recuperados e o DNA é amplificado em

varios amplicons, por meio da PCR convencional, para a realizacdo do
sequenciamento. Para amplificacdo dos produtos de DNA, foram utilizadas as

concentracdes dos reagentes apresentadas no quadro 1:

Quadro 1 - Concentracdo dos Reagentes utilizados na PCR convencional

Reagentes Conc. inicial Conc. Final Volume
Agua ultra-pura 11,5 puL
Tampé&o com (NH4)2SOa4 10X 1X 2,5 L
dNTP 2,5mM 2,5 uM 2,5 uL
MgCl2 25 mM 2mM 2,0 L
Primer phage forward 10 pmol/uL 0,8 pmol/uL 2,0 uL
Primer phage reverse new 10 pmol/uL 0,8 pmol/pL 2,0 uL
Tag DNA polymerase 5 U/uL 1 U/uL 0,5 uL
Template (1cfu/100puL 2,0 uL
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PBS)
Volume Total 25 uL

As amostras foram amplificadas em termociclador (Biorad®, modelo
T100), utilizando uma desnaturacao de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 15 seg, 60°C por 20 seqg, 72°C por 45 seg e a uma extensao final de

72°C por 7 min, conforme apresentado no quadro 2:

Quadro 2 - Parametros Ciclagem PCR Convencional

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacao 94 00:05:00 1
Amplificagao 94 00:00:15
60 00:00:20 35
72 00:00:45
Extenséao Final 72 00:07:00 1
4 Infinito

ApOs essa etapa, as amostras foram submetidas a eletroforese por gel de
agarose 1% para verificar-se o0s fragmentos apresentavam 250pb,

correspondente ao tamanho do inserto.

3.11.2 Sequenciamento de produto de phage-PCR
Apés verificar se a PCR ocorreu corretamente, 0 proximo passo € o

sequenciamento do produto da PCR.

O produto da phage-PCR foi diluido em agua na proporcdo 1/16 e com
concentracdo de 28,8ng/uL. Para a reacdo, foram utilizadas as concentracdes
apresentadas no quadro 3.

Quadro 3 - Concentracao dos Reagentes para Reacdo de Sequenciamento

Reagentes Concentragéo
Agua ultra pura 8,75 uL
5X Sequencing buffer 3,0 uL
Big Dye verséao 3.1 0,25 uL
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Primer fUSES reverse new (8 pmol/ L) 1,0 uL
PCR product (28,8ng/ uL) 2,0 uL

As amostras foram submetidas a reacdo para sequenciamento em
termociclador (Biorad®, modelo T100), utilizando os seguintes parametros

descritos no quadro 4:

Quadro 4 - Parametros Ciclagem Reacédo de Sequenciamento

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
95 00:05:00 1
95 00:00:10
55 00:00:05
35
60 00:01:00
4 Infinito 0

3.11.3 Precipitacdo da reacdo de Sequenciamento
Para precipitacéo da reacao de sequenciamento, acrescenta-se em cada

poco da placa 1 pL de glicogénio, 1 uL de acetato de sédio 3 M (pH 5,2) e 25
uL de etanol 100% gelado. Mistura-se com a pipeta e incuba-se no gelo por 20
minutos. Centrifugua-se a placa por 4000 RPM por 40 minutos a 4°C. Descarta-
se o sobrenadante e lave o pellet com 50 puL de ETOH 70%. Centrifuga-se a
4000 RPM por 40 minutos, a 4°C e descarta-se o sobrenadante. Incuba-se a
placa no termociclador (Biorad®, modelo T100) a 95°C por 1 minuto e, em

seguida, mantenha a placa a 4°C protegida da luz.

3.11.4 Sequenciamento das Amostras
As amostras foram sequenciadas pelo Servico de Sequenciamento de

DNA (SSDNA) do Departamento de Bioquimica da Universidade de S&o Paulo
(IQ-USP). O equipamento utilizado € um sequenciador ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer/HITACHI.
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4. RESULTADOS
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4.1. Pletismografia

Os animais foram submetidos a medida indireta da pressao arterial e
frequéncia cardiaca por meio da pletismografia de cauda. O objetivo foi avaliar
as alteracbes promovidas pela utlizacdo do isoproterenol na indugdo da
hipertrofia cardiaca devido as suas ac¢des inotropica e cronotrépica positivas.

Essas acBes promovem o aumento da frequéncia cardiaca, do débito
cardiaco e da ejecdo sistélica, porém a pressao arterial média pode ndo sofrer
alteracdes significativas ou mesmo, apresentar uma diminuicdo. Na figura 5 sao
apresentados os valores de pressédo arterial (mmHg) do grupo controle no
primeiro e sétimo dia, e do grupo tratado no sétimo dia, que correspondem ao
periodo de tratamento com isoproterenol. Os animais controle (n=10) foram
tratados com PBS. E possivel perceber que n&o houve diferencas significativas
nos valores de pressao arterial entre o grupo controle no primeiro dia (132,9 +
8,98) e no sétimo dia (131,4 £ 12,60), demonstrando assim que a utilizacdo de

PBS nao altera a presséo arterial média dos camundongos.

Quando comparados os valores de pressédo arterial dos grupos controle
do sétimo dia (131,4 + 12,60) com o grupo tratado do sétimo dia (117 + 9,63),
observa-se que ha diferencas significativas, mostrando que o isoproterenol

promoveu uma queda da pressdao arterial (#p = 0,0204).

Ainda na figura 5 é possivel observar também que ha diferencas
significativas quando se compara o grupo controle do primeiro dia (n=10) com o
grupo tratado do sétimo dia (n=10). Os valores de pressao do grupo controle
correspondem ao primeiro dia (132,9 + 8,98) e os valores do grupo tratado sao
referentes ao sétimo dia (117 + 9,63). Foi administrado isoproterenol ao grupo
tratado durante 7 (sete) dias, e no grupo controle, PBS durante os mesmos 7
(sete) dias (*p = 0,0101).
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Figura 5 - Presséo arterial dos grupos Controle e Tratado Nado ha
diferencas significativas nos valores de presséo arterial entre o grupo
controle dos dias primeiro e sétimo, porém quando se compara 0 grupo
controle do primeiro dia com o grupo tratado do sétimo dia, ha
diferencgas significativas (*). Ao se comparar os valores de pressao dos
grupos controle do sétimo dia com o grupo tratado do sétimo dia,
observa-se também diferencas significativas (#). #p = 0,0204; *p =

0,0101; n = 10; (Teste Anova seguido por comparagao de Tukey’s)
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Na figura 6 sédo apresentados os valores da frequéncia cardiaca (bpm)
do grupo controle no primeiro e sétimo dia, além do grupo tratado no sétimo
dia. A comparagéo entre os valores de frequéncia do grupo controle no primeiro
dia (645 £ 77,36) e no dia sétimo (638,6 + 64,63) ndo apresentou diferenca
significativa, ressaltando que o PBS também ndo promove alteracdes da

frequéncia cardiaca dos camundongos.

Quando se compara os valores de frequéncia cardiaca do grupo controle
do sétimo dia (638,6 + 64,63) com o grupo tratado do sétimo dia (553,7 + 78,57),
observa-se que ha diferencas significativas, mostrando que o isoproterenol

induziu uma queda na frequéncia dos batimentos cardiacos. (#p = 0,0492).

Observa-se também diferenca significativa nos valores da frequéncia
cardiaca (bpm) entre o grupo controle do dia 13/08 (n=10) e grupo tratado do dia
20/08 (n=10). Os valores de frequéncia cardiaca do grupo controle
correspondem ao primeiro dia (645 = 77,36) e os valores do grupo tratado séo
referentes ao sétimo dia (553,7 + 78,57). Foi administrado PBS ao grupo
controle durante 7 (sete) dias, e no grupo tratado, isoproterenol durante o0s
mesmos 7 (sete) dias. (*p =0,0277)
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Figura 6 - Frequéncia cardiaca dos grupos Controle e Tratado O
grupo controle dos dias primeiro e sétimo ndo apresentaram diferencas
significativas em relac@o aos valores de frequéncia cardiaca. Entretanto,
h& diferencas significativas quando se compara o grupo controle do dia
primeiro com o grupo tratado do sétimo dia (*). Os valores de frequéncia
cardiaca dos grupos controle do sétimo dia e do grupo tratado do sétimo
dia apresentam diferencas significativas (#). #p = 0,0492; *p = 0,0277; n

= 10; (Teste Anova seguido por comparagao de Tukey’s)
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4.2. Hipertrofia do coragéo

Com a intencéo de avaliar se o processo de inducdo da hipertrofia foi
eficiente, foram analisados alguns parametros que relacionam estruturas que
sao influenciadas pelo tratamento com isoproterenol e estruturas que néo sofrem
alteracdes. A massa do coracdo é influenciada pelo tratamento devido ao
remodelamento cardiaco que resulta da inducdo de hipertrofia. J& a massa
corpérea e o comprimento da tibia correspondem aos parametros que nao

alteram devido ao tratamento, funcionando como estruturas padrées.

Na tabela 2 observa-se que o peso corporal dos grupos controle (n=10) e
tratado (n=10) ndo sofreram alteragbes significativas, sendo, portanto um
parametro que ndo se modificou com o tratamento neste experimento. Em
muitas situacfes € comum 0s animais sofrerem alteracfes na massa corporea,
levando a incerteza dessa medida como valor ndo modificavel. Para isso, optou-
se pela medida do comprimento da tibia, jA que no animal adulto ndo ha
modificacdes significativas em suas medidas, podendo assim, funcionar como

parametro padréo na relacdo desejada.

Quando o peso do coracdo (mg) é relacionado com o peso corporal (g),
percebe-se que o grupo controle (5,58 + 0,47) apresenta um valor inferior e
significativo em relacdo ao grupo tratado (6,65 + 0,66), demonstrando assim um
aumento do peso do coracdo dos animais tratados quando comparados aos
animais controles (*p = 0.0006). Esse aumento do peso cardiaco deve-se ao
remodelamento provocado pela indugcéo de hipertrofia do isoproterenol, sendo
possivel também notar um aumento do tamanho do coracdo por meio de

observag&o macroscopica.

Ao avaliar a relacdo de peso do coracdo (mg) pelo comprimento da tibia
(cm), também mostrado na tabela 2, observa-se que o grupo controle (84,88 +
5,43) apresenta valor menor e significativo em relagdo ao grupo tratado (99,34 +
7,14) (**p < 0.0001). Esses dados reforcam os resultados obtidos na relacao do
peso corporal/peso do coracdo, demonstrando um aumento efetivo do peso do

coracgao do grupo tratado.
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Em termos percentuais de hipertrofia do coracdo (tabela 2), percebe-se
que h& uma hipertrofia de 19,61 + 12,61%, utilizando dados da relacdo peso
coracao/peso corporal. J& com os dados da relacdo peso coragcao/comprimento
tibia, a hipertrofia foi de 17,21 + 7,58%.

A tabela 2 também apresenta os dados referentes ao peso do coracéo. O
grupo controle apresentou valores de 146 + 11,79, enquanto que O grupo
tratado, de 170,9 + 15,18. Esses dados demonstram a diferenca que existe entre
0 peso do coracao dos dois grupos, valores esses utilizados para o calculo das
relacdes. A necessidade de relacionar esses valores com medidas padrdes se
deve ao fato de ocorrer interpretacdes erroneas justamente pela variacdo do

peso corporal do animal durante o tratamento.

Para contornar os problemas de variacdo do peso e tamanho do animal,
utiliza-se a medida do comprimento da tibia, dados esses mostrados também na
tabela 2. Como o animal encontra-se em fase adulta, esse 0sso nao sofre
modificacdes significantes em curto prazo (1 semana). Além disso, essa
estrutura ndo varia suas medidas com as alteracbes do peso durante o tempo

determinado para tratamento.
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Grupos Peso Corporal (g)
Controle 26,2+ 1,36
Tratado 25,77 £ 1,61
Relagao
Grupos Pcoragao(mg)/

Pcorporal(g)*
n =10 /Controle 5,58 +0,47

n =10 /Tratado 6,65 + 0,66

Comprimento

Peso Coragdo (mg) Tibia (cm)

146 £ 11,79 1,72 £ 0,091
170,9 £ 15,18 1,72 £ 0,078
Relagao % Hipertrofia
Pcoragao(mg)/Comp.  Pcoragdao(mg)/
Tibia(cm)** Pcorporal(g)
84,88 +5,43 19,61
+
99,34+7,14 12 61

Quantidade de
animais

10
10

% Hipertrofia
Pcoragao(mg)/
Comp.Tibia(cm)

17,21
+

7,58

Tabela 2 - Valores dos Parametros de Hipertrofia do coragdo Os valores de peso corporal, peso coracdo e comprimento tibia sdo uteis

para determinacao das relagBes que séo utilizadas como parametros de hipertrofia. Esses parametros sdo o Pcoracao/Pcorporal e o

Pcoracdo/CompTibia, que apresentaram diferencas significativas entre os animais dos grupos controle e tratado. A porcentagem de hipertrofia

também é demonstrada na tabela, a partir do calculo das rela¢des que utilizam os dados de peso corporal, do coragédo e comprimento da tibia.

*p = 0.0006; **p < 0.0001; n=10; (Teste t)
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A figura 7 mostra que h& diferenca significativa entre os valores da
relacdo peso coracdo (mg)/peso corporal (g). Observa-se que o valor da relacéo
do grupo controle (5,58 = 0,47) € menor do que o grupo tratado (6,650 + 0,66),

ressaltando que ha um aumento do peso do coracgao. (*p = 0.0006)

Os resultados da relacdo peso coracdo (mg) / comprimento tibia (cm)
representados na figura 8 demonstram que ha diferenca significativa entre os
grupos. Percebe se que o valor da relagdo do grupo controle (84,88 + 5,43) é
menor do que o grupo tratado (99,34 + 7,14), resultado do aumento do peso do

coragao (*p < 0.0001)
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Pcoragao(mg)/ Pcorporal(g)

Controle Tratado

Figura 7 - Relacdo Pcoracéo/Pcorporal dos grupos Controle e
Tratado HA& uma diferenca significativa da relacdo do
Pcoracdo/Pcorporal entre o0s grupos controle e tratado,
consequéncia do aumento do peso do coragdo devido a hipertrofia
induzida pelo isoproterenol. *p = 0.0006; n = 10; (Teste t)
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Figura 8 - Relagdo Pcoracdo/CompTibia dos grupos Controle e
Tratado A relacdo do Pcoracdo/PcompTibia apresentou diferencas
significativas entre 0s grupos controle e tratado. A hipertrofia induzida
pelo isoproterenol resultou em aumento do peso do coragdo. *p <
0.0001; n=10; (Teste t)
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4.3. Descelularizacao

4.3.1. Avaliacdo macroscoépica
O processo de descelularizacdo consiste em eliminar o contetdo celular

do tecido sem afetar a composicdo, a integridade mecanica e a atividade
bioldgica da matriz extracelular. O tecido é tratado com SDS que desestabiliza a
camada lipidica eliminando o conteddo celular e os fosfolipideos, aléem de
desnaturar proteinas celulares. Com isso, 0 material torna-se um tecido de
aparéncia transparente, que auxilia na determinacdo da eficiéncia do processo
de descelularizacdo. Na fig. 9 é representada uma imagem composta de dois
coracBes: um é composto por todas estruturas e células, e outro foi submetido
ao processo de remocao de contetdo celular pela técnica de descelularizacéo.
O coracdo com todas suas estruturas e células é mostrado na fig. 9A), enquanto
a fig. 9B) representa o tecido descelularizado com uma aparéncia transparente,

devido a eliminacdo do contetdo de células.

A

A

Ly

Figura 9 - Avaliagdo Macroscopica do Coracdo Descelularizado e Celularizado A)
Coracdo constituido por suas estruturas e células. B) Coragcdo descelularizado com
aparéncia transparente. O processo de remocdo do conteldo celular sem provocar

danos a matriz extracelular produz um érgéo cardiaco com aparéncia transparente.
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4.3.2. Conteudo de DNA
Além da avaliacdo macroscoOpica, também realizamos uma analise de

conteudo de DNA do coracao celularizado (n=3) e descelularizado (n=3). Como
o processo de descelularizacdo elimina o conteddo de células no tecido, a
quantidade de DNA (ug/uL) presente no tecido é reduzida substancialmente. Na
figura 10 podemos observar que o coracdo celularizado apresenta uma
quantidade significante de conteudo de DNA (2,352 + 0,1697) em comparacao

ao coracao descelularizado, que possui valores baixos (0,008 + 0,002).
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Figura 10 - Andlise do contetdo de DNA no coracdo descelularizado e com
células O coracgédo celularizado possui contetdo significativo de DNA, enquanto
0 submetido ao processo de descelularizacdo apresenta valores baixos. * p =

0,0026; n = 3; (Teste t ndo-paramétrico)
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4.3.3. Histologia e Coloracéo HE e Tricbmico de Masson
Cortes histologicos do coracdo celularizado e descelularizado foram

realizados para demonstrar a presenca de células musculares e fibras de
colageno no tecido. Os cortes foram submetidos aos dois tipos de coloracdo: HE
e tricomico de Masson. A coloracdo com HE permite visualizar a presenca de
ndcleo por meio da cor arroxeado e do citoplasma pela cor résea no coracao
celularizado, como demonstrado na fig. 11. JA no coracdo descelularizado,
percebe-se auséncia dos nucleos em tons arroxeados, sendo possivel visualizar
apenas a regido que envolve as células, composta principalmente por fibras

colagenas. Veja fig. 12.

Para visualizar de forma mais especifica essas fibras, realizamos
coloracdo de tricomico de Masson, que apresenta afinidade pelas fibras de
colageno, corando-a de cor roxa. Essa coloracdo entdo permite verificar a
integridade das fibras devido a afinidade por elas, ressaltando se o método de
descelularizacdo que o tecido foi submetido promoveu danos ao tecido. Na fig.
13 é possivel observar essas caracteristicas. A integridade da matriz extracelular
€ importante para que as proteinas presentes ndo sejam prejudicadas,
dificultando o processo de avalia¢@o pela técnica de phage display.
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Figura 11 - Corte histolégico do coragado celularizado corado por HE — 20X No

corte histolégico do coracao descelularizado com HE percebe-se auséncia de nucleos,
indicando que o tecido pode ter perdido células devido ao processo de
descelularizacao. Além disso, observa se que as fibras colagenas estéo integras. n =
10; Camundongos C57BL/6WT.
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Figura 12 - Corte histolégico do coracao descelularizado corado por HE — 20X No

corte histolégico do coragéo descelularizado com HE percebe-se auséncia de nucleos,
indicando que o tecido pode ter perdido células devido ao processo de
descelularizacao. Além disso, observa-se que as fibras colagenas estdo integras. n =
10; Camundongos C57BL/6WT.
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Figura 13 - Corte histolégico do coracédo descelularizado corado por tricémico de

Masson — 20X No corte histolégico do coracdo descelularizado com coloracdo de
tricémico de Masson é possivel visualizar que as fibras de coldgeno estdo coradas de
tom arroxeadas. Observa se que as fibras encontram se integras, indicando que o
processo de descelularizagdo ndo promoveu danos a matriz extracelular do tecido. n =
10; Camundongos C57BL/6WT.
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4.3.4. Microscopia eletrénica
Com o intuito de demonstrar a topografia de superficie e as variacdes

espaciais do tecido com células e do que foi submetido ao processo de
descelularizacao, realizou-se microscopia eletrénica de varredura. Essa técnica
utiliza um feixe de elétrons que reflete na amostra permitindo obter informacdes
a respeito da microestrutura do tecido, produzindo imagens de alta resolucao da

superficie.

A microscopia eletronica do tecido com células representada na fig 14
mostra as células cardiacas em forma de feixes em disposicdo longitudinal.
Percebe-se também a profundidade do tecido, constituido por células e fibras de

colageno.

A fig 15 corresponde a microscopia eletronica das células musculares
cardiacas em corte transversal. E possivel observar os limites em torno de cada

fibra muscular.

O corte de microscopia eletrbnica do coracdo descelularizado é
representado nas figuras 16 e 17. Percebe-se que as células que se
encontravam aderidas a matriz ndo estdo mais presentes, constatando a
presenca do arcabouco da matriz extracelular e de vasos sanguineos. Por meio
da figura podemos verificar que o processo de descelularizacdo alcancou o
objetivo de retirar o conteddo celular, sem, no entanto, danificar a matriz
extracelular. Assim, como os resultados demonstrados pela analise de contetdo
de DNA, histologia com HE e tricomico de Masson, a matriz extracelular
permaneceu com suas fibras de colageno integras, além de ndo apresentarem

mais contelido celular.
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Figura 14 - Microscopia Eletrénica do coracdo celularizado — 100X As células
cardiacas estdo localizadas de forma paralela formando feixes longitudinais que se
estendem por todo o corte do tecido. Também é possivel visualizar a profundidade do
tecido, constituida por células e fibras de colageno. n = 10; Camundongos
C57BL/6WT.
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Figura 15 - Microscopia Eletrénica do coracéo celularizado — 1000X Em aumento
maior pode ser observar com maior detalhe as fibras musculares. Nessa imagem o
corte foi realizado de forma transversal, permitindo visualizar a delimitacdo em torno
das fibras. n = 10; Camundongos C57BL/6WT.
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Figura 16 - Microscopia Eletronica do coragéo descelularizado — 100X O processo
de descelularizacéo foi capaz de eliminar o contetdo celular e manter a integridade da
matriz. Nessa imagem € possivel visualizar o arcabouco da matriz extracelular e os
vasos sanguineos de forma integra, sem a presenca das células cardiacas. n = 10;
Camundongos C57BL/6WT.
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20.0kV 1000x 19.5 mm 3.0 SE 0.14 mm CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 17 - Microscopia Eletronica do corac¢éo descelularizado — 1000X Em maior
aumento percebe com mais detalhes a estrutura da matriz extracelular, com as fibras
de colagenos integras e sem contetdo celular. A integridade da matriz extracelular é
importante para determinacdo da variedade de moléculas presentes por meio da

técnica de phage display. n = 10; Camundongos C57BL/6WT.
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4.3.5. Phage Display
Os fagos expressando peptideos aleatérios (bibliotecas de fagos CX8C e

CX6C) sao colocados com o tecido dos animais controle para se ligarem aos
ligantes especificos. Em seguida, o sobrenadante dessa amostra € colocado
com o tecido tratado, ou seja, 0os peptideos que ndo se ligaram ao controle e
forem especificos para o tratado se ligardo a ele. Apoés isso, incuba-se o tecido
com bactérias K91Kan para que ocorra infeccdo. Cada etapa dessa é
denominada round e um total de 4 foram realizados. Essa técnica é chamada de
pre-clearing e foi utilizada juntamente com o panning, que corresponde aos

ciclos de repeticdo dessas etapas.

O resultado abaixo representa justamente o enriqguecimento das colénias
de bactérias que foram infectadas com os fagos que possuem afinidade por
ligantes no tecido. Nos primeiros rounds € observado que ha uma reducéo no
namero de colbénias, resultado do processo de selecdo dos fagos com
sequéncias que apresentam afinidade pelos ligantes presentes no 6rgdo. Esses
fagos se reproduzem no interior das bactérias e, apdés a selecdo durante os
primeiros rounds, percebe-se um aumento do numero de coldnias de bactérias
devido ao fato de agora existir apenas sequéncias que sao especificas para os

ligantes do tecido cardiaco.

Uma adaptacdo da técnica de panning € chamada de BRASIL e consiste
da utilizacdo de um o6leo (dibutil ftalato:ciclohexano - 9:1) para separar o tecido
com os fagos ligados dos fagos que nao se ligaram ao tecido. Essa técnica
permite uma separacdo mais adequada, diminuindo a chance de se perder fagos
nao ligantes ao tecido controle e que poderiam se ligar ao coracao tratado. Para
ambas as técnicas, utilizou-se duas bibliotecas, que apresentam 8 (CX8C) ou 6
(CX6C) residuos de aminoacidos entre duas cisteinas localizadas na

extremidade.

Por meio da fig. 18 percebe se que em todas as situagdes, ocorreu
aumento do numero de col6nias, demonstrando que ha uma selecdo de fagos

especificos, ou seja, esta ocorrendo um enriquecimento.
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Figura 18 - Enriquecimento de colbnias infectadas Titulagdo das Bibliotecas:

1,86x10°. Apds os fagos se ligarem ao tecido, este é incubado com a bactéria K91Kan.

A infecao dessa bactéria permite que elas sobrevivam no meio de cultura LB sdlido,

pois o fago apresenta sequéncia responsavel pela resisténcia ao antibiético presente

no meio. No primeiro round nao ha contagem de colénias devido a grande quantidade

de fagos que ndo sdo selecionados. A partir do 2° round é possivel perceber um

direcionamento para selecdo dos fagos que sao especificos para as moléculas

presentes no tecido. Isso € demonstrado por meio da reducdo da quantidade de

colénias presentes na cultura. A proxima etapa € verificar um enriquecimento desses

fagos selecionados, visto que agora havera muitas cépias de determinados fagos que

foram selecionados na primeira etapa. Esse grafico demonstra que pelos dois métodos

(Panning e BRASIL), assim como pelas duas bibliotecas (CX6C e CX8C), h4 um

enriquecimento de colbnias, demonstrando o funcionamento da técnica.
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Apés realizarmos toda a metodologia do phage display, isolando os
alvos especificos que se ligaram aos tecidos, o DNA dos fagos € amplificado
por meio da técnica da PCR e submetido & corrida por gel de agarose. Na fig.
19, observa-se que os DNAs correspondentes aos fagos foram amplificados,
sendo visualizados por meio do gel de agarose 1%. Os fagos apresentam o
mesmo comprimento de DNA (250 pb), diferenciando apenas na regidao de
inserto. Ha também o fago selvagem que n&o possui a regido de inserto e, por
iSS0, se apresenta um pouco mais abaixo no gel, como é observado na coluna
de numero 1 da fig. 19.

Depois de confirmado a amplificacdo dos produtos da PCR pela
eletroforese, as amostras de DNA sdo sequenciadas. A fig. 20 representa o
sequenciamento de um fago selecionado durante a realizacdo do 4° round do
Panning utilizando a biblioteca CX8C. O inserto da sequéncia de interesse se
encontra entre duas sequéncias de cisteina (TGC) com tamanho de 24

nucleotideos, justificando assim a nomenclatura da biblioteca.

O processo de sequenciamento permite identificar as bases de DNA que
compdem a regido do inserto e, com isso, permite a producao de anticorpos que
sejam especificos a essa regido para realizacdo da validacdo dos resultados
obtidos. A partir disso, é possivel incubar seus tecidos com os fagos especificos
e adicionar os anticorpos. Se o tecido realmente apresentar a sequéncia que foi
isolada durante o processo do phage display, o érgao ficard& marcado com o0s

anticorpos especificos.

As sequéncias de DNA dos fagos especificos que se ligaram ao tecido
sdo mostradas na tabela 3, onde estdo representados os rounds, o método e as
bibliotecas utilizadas. Entretanto, essas sequéncias serdo submetidas ao
processo de validagcdo para comprovacao da existéncia desses ligantes nos

tecidos cardiacos estudados.
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Figura 19 - Gel de Agarose do DNA de Fagos Os fragmentos correspondem a sequéncia
de DNA dos fagos amplificados pela PCR. A primeira coluna corresponde ao lader (1 Kb)
com as respectivas bandas de massa molecular. A coluna marcada com - representa o
branco e a coluna numero 1 é referente ao fago selvagem. As colunas seguintes
correspondem as amostras. Os fagos apresentam os mesmos comprimentos de DNA de

250 pb, diferenciando-se apenas na regido do inserto.
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Figura 20 - Sequenciamento de um fago selecionado no 4° Round do Panning
utilizando biblioteca CX8C Realizacdo do sequenciamento de um fago que foi
selecionado durante a realizacdo do 4° round do Panning com a utilizacdo da
biblioteca CX8C. A analise do inserto no programa Ridom TraceEdit permite definir a
sequéncia. O inserto esta localizado entre duas sequéncias de cisteina, que
correspondem ao TGC das extremidades.

Obs: As sequéncias estdo em processo de patente, por isso foi retirado as indicacbes

das bases correspondentes, assim como a cor da figura.
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Round Método

4°

4°

Biopanning/
Pre-Clearing

BRASIL

BRASIL

Biblioteca

CX8C

CX8C

CXeC

Sequéncias
HIPERCARD1
HIPERCARD?2
HIPERCARD3
HIPERCARD4
HIPERCARDS

HIPERCARDG6
HIPERCARD7
HIPERCARDS8

Serao sequenciadas

Tabela 3 - Dados referentes ao sequenciamento dos fagos selecionados pela

técnica de Phage Dislpay Em processo de patente. A tabela mostra informacgfes a

respeito do sequenciamento dos fagos selecionados pela técnica de Phage Display.

Pode-se observar em qual Round os fagos foram selecionados, assim como qual

técnica foi utilizada. As sequéncias dos insertos sdo apresentadas, juntamente com as

respectivas bibliotecas que foram empregadas na metodologia.
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5. DISCUSSAO
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O trabalho apresentou como primeiro objetivo desenvolver uma hipertrofia
do coracdo em camundongos. Com isso, procurou se na literatura um modelo
animal que se destacasse por sua confiabilidade e reprodutibilidade, além de
tentar reproduzir com fidelidade as caracteristicas patoldgicas dessa condicdo

em humanos.

A partir dessas pesquisas encontramos um modelo de hipertrofia em
animais que utiliza administracdo de isoproterenol por via subcutanea durante 7
dias. Os resultados obtidos com esse tipo de tratamento incluem hipertrofia do

coracao, fibrose intersticial e disfungéo cardiaca (Oudit et al., 2003).

Sabe se que 0 excesso de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina)
que se ligam aos receptores adrenérgicos esta relacionado a patologias como
hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e hipertensao (Esler and Kaye, 2000).
O isoproterenol € um agonista ndo seletivo de receptores adrenérgicos 31 e B2,
gue possui acdo vasodilatora nos musculos lisos dos vasos sanguineos e
promove aumento de forca e frequéncia do coracdo (Golan, 2009). Essa
hiperatividade miocéardica gera um aumento da necessidade de oxigénio e
nutrientes pelo musculo cardiaco, entretanto, a hipotensdo dos vasos
sanguineos (principalmente das coronarias) devido a acdo vasodilatora nao
permite o aporte sanguineo suficiente para suprir as necessidades (Grimm et al.,
1998).

Essas acdes induzem apoptose dos midcitos e, com isso, os fibroblastos
que constituem o coracdo aumentam a producdo de colageno e a deposicado de
laminina e fibronectina (proteinas da matriz extracelular). A fim de compensar
essa insuficiéncia, os midcitos aumentam seu volume celular por meio da
producdo de proteinas, provocando um espessamento da parede do ventriculo
(Boluyt et al., 1995; Osadchii, 2007).

Como o tratamento com isoproterenol produz remodelamento cardiaco
gerando uma hipertrofia desse tecido, ha aumento da massa do coracéo devido
as alteracfes que as células e a matriz extracelular sofrem. A fim de avaliar essa
caracteristica € realizado a pesagem do coracao, e por meio dos dados do peso
corporal e do comprimento da tibia, obtém-se relagbes que séo utilizadas como

parametros para averiguacao da hipertrofia do musculo cardiaco.
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A tabela 2 demonstra esses dados. Observa se que o grupo dos animais
tratados apresentou o0 peso do coragcdo superior ao do grupo controle,
demonstrando assim ganho de massa miocéardica devido a administracdo do
isoproterenol. Quando realizado o célculo da relacdo que utiliza parametros
padrées como peso corporal e comprimento da tibia, percebe se diferencas
significativas entre os grupos controle e tratado, indicando uma hipertrofia do
musculo cardiaco (Oudit et al., 2003).

As figs. 7 e 8 representam os graficos das relacbes peso
coracao(mg)/peso corporal (g) e peso coracdo (mg)/comprimento tibia (cm),
respectivamente. Observa se que ha diferencas significativas entre os grupos
controle e tratado, ou seja, esses valores sdo maiores para 0s animais do grupo
tratado devido ao aumento da massa do coracdo. Esses valores utilizam se de
parametros padrdes que ndo se alteram durante o tratamento com isoproterenol,
como pode ser verificado pelos dados do peso corporal e do comprimento da

tibia apresentados na tabela 2.

As acdes de vasodilatacdo nos vasos sanguineos e inotropica e
cronotropica positivas no coracdo promovem alteracdes na pressao sanguinea e
a frequéncia cardiaca. Por meio da realizacdo da pletismografia de cauda é
possivel avaliar essas alteracdes durante o processo de tratamento. De acordo
com a literatura, as medicbes sdo realizadas no primeiro e ultimo dia do

tratamento com isoproterenol.

Na fig. 5 € apresentado os valores de presséao arterial dos grupos controle
e tratado. E possivel perceber que o grupo tratado apresentou valores menores
e significativos em relacdo ao grupo controle do primeiro e do ultimo dia. Essa
queda é resultante da ativagdo dos receptores 2 presentes no musculo liso dos
vasos sanguineos que promovem o seu relaxamento, reduzindo a resisténcia
vascular periférica. O relaxamento é desencadeado por uma cascata que
envolve ativagdo da adenilato ciclase pela proteina G acoplada ao receptor 3
adrenérgico. Essas acdes levam a geracao de inUmeras respostas celulares por
meio ativacao da serina/treonina kinase. As respostas que estéo relacionadas ao

relaxamento incluem: diminui¢cdo do influxo de calcio nas células musculares
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lisas e captacdo do célcio pelo reticulo plasmatico (Tanaka et al., 2005; Werstiuk
and Lee, 2000).

Com isso, a pressao arterial média sofre uma queda em relacdo ao
controle, ou mesmo permanece inalterada devido ao aumento do débito cardiaco
que resulta da ativagdo dos receptores 1 localizados no coragao (Golan, 2009).
Esses dados estdo condizentes com os demonstrados na tabela 1, que é
resultante de estudo envolvendo tratamento de camundongos com isoproterenol
em 7 dias (Oudit et al., 2003).

Quando os valores de frequéncia cardiaca foram avaliados, apresentados
pela fig. 6, observou se que o grupo tratado apresentava valores menores e
significativos em relagdo ao grupo controle do primeiro e ultimo dia. Esses dados
estariam em desacordo com as ac¢des inotropicas e cronotrépicas positivas do

isoproterenol no coracgao.

Entretanto é relatado na literatura por pesquisadores que a exposi¢cao ao
agonista de forma cronica (mais de 6 dias) resulta em internalizacdo e
dessensibilizacdo funcional dos receptores B adrenérgicos (Kowalski et al.,
1990). Com isso, os efeitos crénicos do isoproterenol no coracdo néo resultariam
em aumento de forca e frequéncia até que fosse realizado uma forma de
recuperacdo desses receptores, como por exemplo, variando a exposi¢cédo de
catecolamina (Lu and Barnett, 1990). Os resultados encontrados no trabalho

estao também em acordo com a tabela 1.

A 2° etapa do trabalho visa resolver a dificuldade em detectar proteinas
da matriz extracelular por meio de um processo de enriquecimento que visa
eliminar o contetdo celular sem afetar a composicéo, a integridade mecénica e a

atividade biolégica dessa matriz (Badylak et al., 2011).

Esse processo de enriquecimento é chamado de descelularizagdo. Os
agentes necessarios para esse procedimento incluem substancias com
capacidade de sequestrar ions importantes (Ca®* e Mg?*) na adeséo das células
a matriz extracelular, como por exemplo EDTA (Gailit and Ruoslahti, 1988;
Moore et al., 1994). O detergente SDS que permite a solubilizacdo das

membranas citoplasméticas e nuclear, eliminando de forma eficiente as células e
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seus remanescentes nucleares (Gilbert et al., 2006; Woods and Gratzer, 2005).
Além disso, ha também a utilizacdo de inibidor de protease que visa proteger a
matriz extracelular da acdo de protease liberadas durante o rompimento das
células (Gilbert et al., 2006).

A fig 9 representa o aspecto fisico do tecido cardiaco apdés a
descelularizacdo, que por eliminar o conteddo celular torna o 6rgdo com
aparéncia transparente. Com a eliminacdo das células por solubilizacdo das
membranas plasmaticas e nucleares, o conteddo de DNA presente no tecido
submetido a descelularizacdo deve ser minimo, para evitar, em casos de
implantacéo dessa matriz, respostas inflamatérias do sistema imune do receptor.
A fig 10 representa justamente o conteido de DNA presente no tecido cardiaco
descelularizado, similar ao encontrado em outro trabalho (Carvalho et al., 2012).
Em comparacdo ao coragcdo normal, seus valores sédo baixos e estdo de acordo
com dados demonstrados em trabalhos de que o méximo permitido deve ser de

50ng de dsDNA por mg de peso seco de matriz extracelular (Crapo et al., 2011).

Métodos de histologia com coloracdo de HE e tricbmico de Masson séo
considerados como linha priméria de inspecdo para avaliar a presenca de
estruturas nucleares e integridade das fibras de coldgeno, e consequentemente,
a eficiéncia na eliminacdo do conteddo celular (Woods and Gratzer, 2005). As
figs. 11, 12 e 13 representam cortes histol6gicos com estes tipos de coloracéo.
Na coloracdo de HE do tecido descelularizado (fig. 12) ndo é observado
presenca de nucleos de cor arroxeada, como é mostrado no coracao normal (fig.
11), demonstrando que os remanescentes nucleares podem ter sido eliminados.
Esse resultado esta de acordo com o conteido de DNA que observamos na fig.
10. Na coloracao com tricomico de Masson do coracdo descelularizado (fig. 13),
percebe se as fibras de colagenos se apresentam de forma integra, ja que a

coloragéo apresenta afinidade pelas fibras de coldgeno da matriz extracelular.

A microscopia eletrdnica consiste de uma técnica complexa que permite
também examinar a presenca de remanescentes nucleares e debris
citoplasmaticos (Gilbert et al.,, 2006). No presente trabalho foi realizado
microscopia eletronica de varredura, que é capaz de demonstrar a topografia de

superficie e as variagdes espaciais do tecido. As figuras 14 e 15 mostram cortes
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de coracdo normal com a presenca de células miocardicas dispostas em forma
de feixes em sentido longitudinal (fig. 14) e transversal (fig. 15), além de fibras
de colageno. Ja as figuras 16 e 17 representam o tecido cardiaco
descelularizado, onde é possivel observar vasos sanguineos e a matriz
extracelular de forma integra sem contetudo de células, ou seja, o processo de
descelularizacéo foi eficiente em eliminar as células e remanescentes nucleares,
sem provocar danos a matriz. 1sso foi possivel devido a escolha dos agentes que

foram utilizados na metodologia, como EDTA, SDS e Inibidor de Proteases.

Com isso, a eficiéncia em eliminar as células e manter a integridade da
matriz permite que as proteinas que a constituem sejam conservadas. Essa
caracteristica da descelularizacdo promove um enriguecimento dessas proteinas
da matriz extracelular, permitindo assim que se realize estudo de analises
prote6bmicas em diversas condic¢des clinicas. H& trabalhos realizados envolvendo
0 processo de descelularizacdo e andlise protedmicas (de Castro Bras et al.,
2013), com resultados que podem complementar as informacdes existentes a

respeito do conteudo intracelular de determinada condicdo patoldgica.

A Ultima etapa do trabalho consiste em avaliar os biomarcadores
presentes na matriz extracelular de camundongos com hipertrofia do coracéo. As
duas etapas anteriores foram importantes para producdo de modelo de
hipertrofia do coragcé@o e para enriquecer as proteinas presentes na matriz, que
podem sofrer alteracdes devido a condi¢do patoldgica.

A necessidade de analisar os biomarcadores da matriz se deve
justamente ao fato de os marcadores bioquimicos existentes para deteccdo de
lesGes dos musculos cardiacos (LDH, Tnl, creatino quinase, ANP, BNP) serem
incapazes de determinar condi¢cdes como hipertrofia, isquemia, inflamacéo e

apoptose (Aragno et al., 2008; Liu et al., 2014).

Os marcadores biologicos sdo capazes de predizer lesbes ao musculo
cardiaco e com isso atenuar o dano irreversivel ou mesmo evitar lesédo ao tecido.
Com isso, ha sempre uma busca constante por marcadores que possam auxiliar
e complementar as informacdes existentes, a fim de indicar a ocorréncia, a

gravidade e a progressao de uma determinada patologia.
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A metodologia escolhida para essa analise foi a phage display, pois ela
permite identificar a diversidade peptidica de ligantes presentes na matriz por
meio da utilizacdo de fagos contendo peptideos expressos em sua superficie. As
aplicacoes dessa técnica em inumeras areas, devido a especificidade e
confiabilidade, justificam a sua escolha para nosso trabalho, pois ela é utilizada
para diagnostico em imagem (Resende and Soccol, 2014), mapear epitopos e
seus sitios de ligacdo (Rowley et al., 2004), em diagnostico de cancer (Arap et
al., 2002), producao de agentes quimioterapicos especificos (Hajitou et al., 2006)

e até na terapia génica (Hajitou et al., 2007).

Para realizacao do phage display é necessario que a biblioteca de fagos
se ligue aos peptideos especificos presentes na matriz do coracdo. Com isso, ha
uma selecdo dos fagos que séo especificos e durante a infeccdo das bactérias
por esses fagos, ird ocorrer uma queda na quantidade de colénias. Em seguida,
esses fagos sdo purificados das bactérias infectadas e incubados novamente
com o tecido cardiaco. Cada etapa dessa € chamada de round. Com o aumento
do numero de rounds haverd um processo de enriquecimento, visto que os fagos
selecionados se ligam novamente ao tecido, e consequentemente, as bactérias
serado infectadas, porém agora ha um maior nimero de copias idénticas de uma
mesma sequéncia em comparacao a biblioteca inicial, que apresenta diversidade
maior. Com isso, ocorre um enriguecimento na quantidade de unidades
formadoras de col6nias. Esses acontecimentos sédo observados na fig. 18, onde
é representado uma curva da quantidade de colénias presentes em cada round.
Esses dados demonstram que ha selecdo e enriquecimento de sequéncias

especificas.

Apoés o processo de selecdo dos fagos e captura de uma unica colbnia,
realiza se PCR para amplificar a sequéncia do fago contendo o inserto. A fig. 19
representa a eletroforese do DNA amplificado desses fagos, para que a seguir
essas moléculas sejam sequenciadas. Na fig 20 € possivel observar o
sequenciamento de uma colonia de fago. A partir do conhecimento da sequéncia
do DNA, é possivel sintetizar esses peptideos e valida-los por meio de técnicas
de fluorescéncia que demonstram a presenca desse ligante apenas no tecido

cardiaco hipertrofico. A partir desses resultados, ha possibilidade de utilizar
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esses ligantes em diagnostico de imagem para deteccdo de biomarcadores da
condicdo patologica de hipertrofia do coracdo. Isso € possivel por meio do
acoplamento desses peptideos com marcadores radioativos, fluorescentes ou
paramagnéticos e visualizacdo em aparelhos de ressonancia magnética,
tomografia e microendoscopia de fluorescéncia confocal (Ferro-Flores et al.,

2010) .

6. CONCLUSAO
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A plestismografia demonstrou os efeitos exercidos pelo agonista B néo
seletivo em seus respectivos receptores situados no coracdo e no musculo liso
dos vasos sanguineos durante o tratamento. A constatacdo da queda da
pressdo arterial e da frequéncia cardiaca no ultimo dia de tratamento esta

condizente com os processos descritos na literatura.

A inducao da hipertrofia cardiaca pela administracdo de isoproterenol foi
evidenciada pelo aumento do peso cardiaco em relacdo ao peso corporal e
comprimento da tibia, assim como também em termos macroscopicos, onde era
possivel perceber um tamanho maior dos coragcfes correspondentes ao grupo

tratado em comparagao ao grupo controle.

O processo de descelularizacdo foi eficiente em eliminar o conteudo
celular e conservar a integridade da matriz extracelular do coragdo, como foi
demonstrado pelos cortes histolégicos, andlise do contedudo celular e

microscopia eletronica.

A técnica de phage display apresentou resultados intermediarios que
estdo nos direcionando ao caminho desejado. A demonstracdo do
funcionamento do processo de selecao e enriquecimento das colbnias nos leva a
seguir em frente com o sequenciamento do DNA dos fagos que apresentaram
afinidade com o tecido.

Perspectivas Futuras

Finalizando o sequenciamento do DNA dos fagos, pretendemos validar os
peptideos que se ligaram ao tecido por meio da producdo de anticorpos
especificos. Incubaremos os tecidos com os fagos que apresentaram afinidade
e, em seguida, adicionaremos anticorpos para verificar se 0 tecido realmente
apresenta a molécula que se ligou aos peptideos durante a técnica do phage
display.
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