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RESUMO

A anadlise protebmica tem sido aplicada no estudo da modulacédo de
proteinas em processos fisiopatologicos, como envelhecimento, cancer e
doencas cardiovasculares, o que permite identificar vias metabdlicas e
potencias alvos moleculares associados as patologias estudadas. Os estudos
protedmicos de doencas cardiovasculares demonstraram a regulacdo de
proteinas relacionadas ao metabolismo energético, proteinas de choque
térmico, sistema redox, sinalizacdo de célcio e do citoesqueleto. Porém esses
trabalhos ndo demonstraram a interacdo entre as proteinas e possiveis
reguladores do processo de remodelamento cardiaco, que poderiam ser
utilizados como alvos terapéuticos. O projeto apresentado nesta tese de
doutorado utilizou um modelo murino de hipertrofia cardiaca com o uso de
isoproterenol, que resulta no desenvolvimento da patologia em camundongos.
A partir da analise dos dados, apresentamos as proteinas que compdem a
matriz descelularizada e os cardiomiocitos, que podem estar relacionadas ao
processo de hipertrofia cardiaca. Neste estudo, evidenciamos as vias de
sinalizacdo celular possivelmente envolvidas na hipertrofia, assim como
potenciais reguladores do remodelamento do proteoma cardiaco. Desta forma,
acreditamos que o0 nosso estudo contribui para melhor compreendermos as
bases moleculares envolvidas na hipertrofia cardiaca, apresentando potenciais

alvos para o tratamento desta patologia.

Palavra-chave: hipertrofia cardiaca, proteoma, cardiomiécito, matriz

extracelular descelularizada



ABSTRACT

Cardiac hypertrophy is a pathological enlargement of heart muscle resulting
from increased cardiomyocytes in size and changes in extracellular matrix.
Proteome studies of the cardiovascular diseases have demonstrated altered
expression of proteins related to energy metabolism, heat shock proteins, redox
system, calcium and cytoskeleton signaling. Nevertheless, the interaction
between proteins and key regulators underlying cardiac remodeling are still
elusive. To gain a better understanding on hypertrophy, we performed a
qualitative proteomic study of heart extracellular matrix after a decellularization
process and a quantitative (label-free) cardiomyocytes proteomic analysis in the
isoproterenol-induced cardiac hypertrophy model. Altogether, our proteomic
data has shown that the treatment induced changes in biochemical pathways
and cell signaling. We also highlighted proteins and gene expression regulators
potentially involved in the observed proteome remodeling. This work provides a
better understanding about the modulation of isoproterenol-induced cardiac
hypertrophy model.

Keywords: Cardiac hypertrophy, heart extracellular matrix, proteomic,
decellularization, isoproterenol.
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que
17,9 milhdes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares em 2016,
sendo que 85% dessa mortes sao referentes a acidentes vasculares encefalicos
(AVES) e infarto do miocardio (1).

Habitos alimentares, sedentarismo, genética e o continuo envelhecimento
da populacdo mundial contribuem para esse panorama. As cardiomiopatias sao
definidas por anormalidades estruturais e funcionais idiopaticas do miocardio
ventricular, ou seja, de causas néo claras, que geram uma limitacdo do fluxo

arterial coronariano (2).

7

A hipertensdo € um fator de risco associado as lesbes cardiacas, e a
consequéncia principal € um déficit no bombeamento sanguineo,
comprometendo a qualidade de vida do paciente e podendo causar a sua morte.
Em resposta a lesdo, o muasculo cardiaco pode entrar em um processo de
hipertrofia e, assim, tentar reequilibrar a insuficiéncia cardiaca. No entanto, esse
processo pode adquirir um contorno patoldgico, que € a cardiomiopatia
propriamente dita. A hipertrofia € uma complicagdo encontrada em até 30% dos
pacientes hipertensos. A hipertensdo sistémica crbnica gera alteracoes
estruturais e funcionais no musculo cardiaco. Além da hipertrofia, também
podem ocorrer alteraces como fibrose do intersticio do miocardio e angiopatia
coronariana (3).

A prevencao do desenvolvimento das cardiomiopatias hipertréficas deve
ser o principal objetivo do tratamento da hipertenséo arterial. O parametro clinico
mais acessivel para atingir esse objetivo é o controle efetivo da presséo arterial,
utilizando medicamentos anti-hipertensivos adequados com acompanhamento

médico, o incentivo a atividade fisica e bons habitos alimentares (4).

16



1.1 Coracgao

Valvula Pulmonar | Aorta

Artérias
Pulmonares
Veias - [ud Atrio
Pulmonares Esquerdo
Atrio !
Direito | Valvula
Mitral
Valvula — A
Tricuspide o
Valvula
Ventriculo Adrtica
Direito
Ventriculo
Esquerdo

Figura 1. Estrutura do coragdo. O coracdo é dividido em quatro cavidades: duas
superiores, chamadas de atrio direito e esquerdo, e duas inferiores, denominadas
ventriculo direito e esquerdo. As véalvulas cardiacas sao estruturas compostas por um
tecido conjuntivo e sao localizadas na saida das camaras cardiacas: 1) valvula
tricuspide, localizada entre o atrio direito e o ventriculo direito; 2) valvula mitral, entre o
atrio esquerdo e o ventriculo esquerdo; 3) valvula pulmonar, entre o ventriculo direito e
a artéria pulmonar; e 4) valvula aortica, entre o ventriculo esquerdo e a artéria aorta.
Essas estruturas sdo responsaveis pelo fluxo unidirecional do sangue, impedindo seu
refluxo. (Fonte: https://training.seer.cancer.gov/anatomy/cardiovascular/heart/structure
-html)

7

O sistema cardiovascular € composto pelo sangue, coragdo e vasos
sanguineos (Figura 1). O sangue é um tecido conjuntivo liquido formado por
diferentes tipos de células, responsavel pelo transporte de nutrientes, gases e
biomoléculas, circulando dentro de complexos sistemas chamados de vasos
sanguineos. O coracdo € uma bomba pulsatil, constituida por quatro camaras
denominadas atrios e ventriculos (Figura 1). As duas camaras superiores, 0s
atrios, funcionam como compartimentos que bombeiam o sangue para os
ventriculos, que sdo as duas camaras inferiores responsaveis por impulsionar o
sangue para a circulagdo pulmonar ou sistémica. Esse conjunto forma um

sistema que permite o transporte de nutrientes e oxigénio para as células e a
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remoc¢do de metabdlitos celulares. Além disso, € responséavel por estabilizar o
pH, transportar e liberar horménios e peptideos, assim como manter a

homeostase e a temperatura corporal (5).

Deficiéncias nos mecanismos que controlam a fun¢éo cardiaca, como sua
contratilidade e frequéncia de despolarizacdo do né sinoatrial, podem produzir
patologias cardiovasculares como a hipertensédo e a insuficiéncia cardiaca (6).
Com isso, as ceélulas submetidas a estresses fisiologicos excessivos ou
patolégicos modulam suas fungBes e viabilidade por meio de adaptacbes
fisiologicas e morfoldgicas, resultando na hipertrofia do coracao (7).

1.1.1 Microestrutura contratil do tecido cardiaco

Os cardiomidcitos, células contrateis do coragdo, possuem uma estrutura
especializada para cumprir, de forma eficiente, a funcdo propulsora da bomba
cardiaca. Além da contratilidade, tais células possuem especializacbes de
membrana as quais possibilitam a contracdo dessas células de forma sincrona,

COmo um sincicio.

A contratilidade dos cardiomiécitos s6 é possivel gracas a unidade
morfofuncional conhecida como sarcémero, o qual é formado por regides claras
(bandas I, formadas por filamentos finos) e escuras (bandas A, formadas tanto
por filamentos finos quanto grossos) delimitadas pelas chamadas linhas Z.
Lateralmente a unidade sarcomérica, filamentos finos e grossos se sobrepdem.
Centralmente, por outro lado, observa-se a presenca somente de filamentos
grossos, sendo essa regidao denominada banda H, uma sub-regido dentro da
banda A (Figura 2).
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Figura 2: Estrutura e processo de contracdo do sarcémero da fibra muscular
cardiaca. Representacdo da unidade morfofuncional, com as regides formadas pelas
bandas claras e escuras, que sdo delimitadas pela linha Z. Na parte inferior é
demonstrado o processo de contragdo muscular, que envolve as proteinas actina,
miosina, tropomiosina e troponina, além das moléculas de ATP, ADP e fosfato
inorganico (Pi). Modificado de Peng e colaboradores (8)

Os filamentos finos sao formados principalmente pela proteina actina.
Essa proteina tem uma organizacdo peculiar, estando complexada as proteinas

troponina e tropomiosina, as quais agem como reguladoras da contragédo
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muscular. Esse papel regulador funciona da seguinte forma: a tropomiosina
cobre os sitios de ligagdo da actina com a miosina. Na presenca de calcio
(Ca?*), a troponina desloca a tropomiosina desses sitios de ligagdo, permitindo a

interacdo actina-miosina e, portanto, a formacéo de pontes cruzadas (Figura 2).

Os filamentos grossos, por sua vez, sdo formados pela proteina miosina.
Estruturalmente, a miosina é formada por duas partes: a “cauda” e a “cabega’,
gue possui uma atividade enzimatica do tipo ATPase, além de ser a parte que
interage com os sitios de ligacdo na actina, como mostrado na Figura 2. Quando
a cabeca da miosina hidrolisa o ATP, o ADP e fosfato inorganico (Pi) resultante
se ligam nessa estrutura da miosina (configuracao de alta energia). O fenébmeno
da contracdo ocorre devido a formacao das pontes cruzadas e ao subsequente
movimento dessas pontes com deslizamento entre a “cabe¢a” da miosina com a
actina, encurtando a distancia entre as linhas Z adjacentes. As pontes cruzadas
sao desfeitas na presenca de ATP (configuracdo de baixa energia) que, apés a
sua hidrélise em ADP e Pi, o ciclo pode ser reiniciado, caso haja Ca?*
citoplasmatico. Sendo assim, durante o relaxamento muscular, quando a
concentracdo citoplasmatica de Ca?* é baixa, a troponina e a tropomiosina

formam um complexo que impede a ligacao actina-miosina (9, 10).

1.1.2 Excitabilidade do miocéardio

Juntamente com a contratilidade, o miocardio possui outra propriedade
gue o torna um tecido eficiente no bombeamento de sangue: a excitabilidade.
Localizado na jungéo entre o atrio direito e a veia cava superior, 0 n6 sinoatrial
(NSA) é o marca-passo primario dos batimentos cardiacos. Essa estrutura é
formada por uma massa de miocitos especializados na geracdo de impulsos
elétricos (sdo células autoexcitaveis que disparam potenciais de acdo (PA)

independente de estimulos externos).

Uma vez gerado um PA no NSA, esse se propaga atraves dos atrios,
promovendo a sistole (contracdo) atrial, e pelas fibras de conducdo até o né
atrio-ventricular (NAV), localizado no étrio direito entre o seio coronariano e o
septo interatrial. A partir do NAV, o PA cardiaco trafega ao longo do feixe atrio-
ventricular (Feixe de His) até as fibras de Purkinje, as quais conduzem o PA ao
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longo de todo o miocardio ventricular, promovendo a sistole ventricular do apice
do coracdo em direcdo a base, o que garante a eficiéncia na ejecdo sanguinea
(11, 12).

1.1.3 Canais idnicos e o potencial de acéao

Para que ocorra a excitacéo (geracao do PA) e, desse modo, a contracéo
dos cardiomiocitos, deve haver correntes idnicas fluindo através de canais
especificos na membrana sarcoplasmatica, que se abrem e fecham de forma
ordenada. A geracdo do PA pelo NSA ocorre porque essas células apresentam
um canal iénico especial, denominado If, que permite a despolarizacédo lenta
durante a fase de repouso (fase 4, Tabela 1). Quando o potencial de membrana
atinge o seu limiar de ativacédo, ocorre a despolarizacdo dessas células, com o
influxo de Ca?* (fase 0). Na repolarizacdo (fase 3), a corrente de Ca?* cessa,
iniciando a abertura de canais de K*-voltagem dependente (Kv) e consequente

efluxo desse ion.

Nas células contrateis do coragéo (cardiomidcitos), essas fases do PA sao
diferentes. Neste caso, a despolarizacao (fase 0) s6 ocorre na presenca de um
PA (gerado pelas células do NSA e transmitido pelo sistema especializado).
Nesta fase, ocorre o influxo de Na*, mediante abertura de canais voltagem-
dependente (Nav). A fase 1, também chamada de repolarizacao inicial (efluxo de
K*), é sucedida pela fase 2 ou platd, onde ocorre a estabilizacdo do potencial de
membrana positivo (despolarizado) devido ao influxo de Ca?*, igualando as
correntes de influxo (iCa?*) e efluxo (iK*). Inclusive, parte do Ca?* utilizado na
contracdo vem do meio extracelular, em um processo denominado acoplamento
excitacdo-contracdo. Outra parte do Ca?* usado na contracdo dos cardiomiécitos
vem de estoques intracelulares, como consequéncia de alterac6es no potencial
elétrico da membrana sarcoplasmatica. A repolarizacdo dos cardiomiécitos (fase
3) € igual a das células do NSA, ocorrendo o efluxo de K*. Cessado o PA, o
calcio € recuperado do citoplasma para reservas internas (0 reticulo

sarcoplasmatico), cessando o fendmeno da contragéo (11-14) (Figura 3).
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Tabela 1: Caracteristicas das fases do potencial de acdo e principais
correntes idnicas

Fases

Fase O

(despolarizacgéo)

Fase 1
(repolarizacéo
inicial)

Fase 2
(platd)

Fase 3
(repolarizacéo
final)

Fase 4
(repouso da
membrana)

Caracteristicas

NSA / NAV:
Despolarizam devido a corrente de influxo de Ca?*

Cardiomiocitos:
Despolarizam rapidamente devido a ativacao de
canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) e
influxo maci¢co de Na*

Ocorre apenas nos cardiomiécitos. Efluxo inicial de K*
através de canais Kv

Ocorre apenas nos cardiomiécitos. Corrente de efluxo
de K* (Kv) é igual a corrente de influxo de Ca%* (Cavl)

NSA / NAV:
Efluxo de K* via canais voltagem-dependentes (Kv)

Cardiomiocitos:

Com a inativacéo dos canais para Ca?*, e do aumento
da condutancia para o K*, promovida pelas correntes
de potéssio lentas, o potencial de membrana volta
para valores negativos.

NSA / NAV:

Aumento lento do potencial de membrana devido ao
inluxo de cétions pelo canal It (principalmente Na*).
Mesmo estando em repouso, essas células se
despolarizam lentamente.

Cardiomiocitos:

Grande parte dos canais dependentes de voltagem
estdo inativos e somente contribuem ativamente os
canais HCN (canais catidnicos ndo seletivos ativados
pela hiperpolarizacdo da fase 3).

1.1.4 Acoplamento excitacdo-contracao

Principais Correntes
I6nicas (i)

iCaz*

iNa*

iK*

iCaz* = iK*

iK*

iK*

iNa*

iNa* = iK*

Conforme mencionado, o disparo do PA nos cardiomiécitos € o evento

causador do processo de contracdo muscular. Ou seja, ha um evento elétrico

desencadeando fendmenos bioquimico (a formacdo das pontes cruzadas) e
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fisico (o encurtamento dos sarcémeros). Esse processo é conhecido como
“acoplamento excitacdo-contracdo” e depende principalmente do cation Ca?*
(15, 16)

A medida que o PA cardiaco viaja ao longo da membrana do
cardiomiécito, e chegando nas estruturas denominadas tubulos T (invaginacdes
da membra plasmatica), o PA ativa os canais CavlL, através dos quais o Ca?*
extracelular penetra no citoplasma. Com isso, eleva-se a concentracdo de Ca?*
intracelular, o que resulta na liberacdo de Ca?* induzida por célcio, ou seja, o
Ca?* extracelular ativa receptores rianodina (RyR) presentes na membrana do
reticulo sarcoplasmatico (RS), permitindo que o Ca?* estocado nessa organela

seja liberado para o citoplasma (17, 18), como demonstrado na Figura 3.

TROCADOR Na/Ca BOMBA Ca CANAIS Ca
1 Ca2*+ Ca?t CaZt Ca2+

—

Ca-ATPase
RETICULARE

-l RETICULO.
MITOCONDRI A SARCOPLASMATIi))

Figura 3: Esquema do célcio intracelular no processo de acoplamento excitagdo-
contracdo. Para a contracdo muscular, o Ca?" extracelular penetra no citoplasma
apoés o potencial de agéo alcancar os tubulos T, localizados na membrana plasmética.
O influxo de Ca?* extracelular induz a liberacdo de mais Ca?" pelo reticulo
sarcoplasmatico, onde esse cation promove a formacdo das pontes cruzadas e a
contragdo do musculo. Para retornar ao estado de repouso, os cations Ca?* sdo
bombeados para o reticulo sarcoplasméatico pelas proteinas Ca2+-ATPase reticular
(SERCA) e por meio do uniporter mitocondrial. Além disso, esse Ca?* é retirado para o
meio extracelular pela ATPAse de Ca?" e pelo trocador Na*/Ca?*. A bomba de Na*/K*
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reestabelece as concentracdes citoplasmética (K*) e extracelular (Na*) destes ions.
Modificado de Wang e colaboradores (19)

Para que a contracdo muscular cesse, e a miofibrila entre no estado
relaxado, os cations Ca?* sdo bombeados do citoplasma de volta para os
estoques internos (no RS). Como representado na Figura 3, esse transporte é
mediado por diferentes proteinas presentes na membrana do RS, sendo as
principais a Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e o trocador
Na*/Ca?* (20, 21).

Sozinha, a SERCA ¢é responséavel por em média 80% da reabsor¢édo do
Ca?* citoplasmatico. Essa proteina com atividade ATPA&sica executa o transporte
ativo, ou seja, ha gasto energético para que o Ca?* seja reconduzido de volta ao
RS. A outra proteina transportadora mencionada, o trocador Na*/Ca?* recaptura
em média 10% do Ca?*, enquanto o restante dos cations é recapturado por
transportadores mitocondriais ou ejetados para fora da célula (22, 23). Uma vez
qgue a concentracéo intracelular de Ca?* esta baixa, as moléculas de troponina

voltam a inibir a formacao das pontes cruzadas (interacdo actina-miosina).

1.1.5 Estimulagao B-adrenérgica

O sistema nervoso autbnomo (SNA) promove a regulacdo de diversos
processos fisioldgicos em praticamente todos os érgaos e sistemas. Suas duas
divisbes, simpatica e parassimpética, emitem ramos nervosos para 0 coracao e
modulam (i) a frequéncia cardiaca, modulando a geracdo de PAs no NSA,; (ii) a
velocidade de conducéo do PA pelo sistema condutor, principalmente no NAV; e
(iii) a capacidade propulsora do coracao (forca contratil dos cardiomiécitos). O
aumento do tonus simpatico cardiaco induz a ativagcdo de receptores
adrenérgicos (AR) do subtipo 1, o principal subtipo de AR no coracdo. Os ARs
sdo receptores acoplados a proteina G possuindo, portanto, sete dominios

transmembrana (24, 25).

As proteinas G sao heterotriméricas, ou seja, formadas por trés
subunidades distintas, a, B e y. Antes de o receptor ser ativado por um ligante,

um agonista do receptor B-adrenérgico, por exemplo, a epinefrina (Figura 6), a
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subunidade a esta ligada a uma molécula de guanosina difosfato (GDP) na
superficie interna da membrana plasmatica. Apos a ativacdo do receptor, ocorre
uma alteracdo conformacional na proteina G, que libera o GDP e se liga a
guanosina trifosfato (GTP), fazendo com que a subunidade a se desligue do
dimero By e promova a ativacdo da enzima adenilato ciclase. Essa enzima
cataliza a ciclizacdo de moléculas de adenosina monofosfato (AMP), formando o
AMP ciclico (AMPc). O AMPc € um importante segundo mensageiro, que ativa a
fosfoquinase A (PKA), enzima que fosforila e modula alvos especificos no meio
intracelular (26). No coracéo, a ativacédo dos receptores B-adrenérgicos (B-AR) e,
consequentemente, da PKA, promove uma cascata de reacdes que resulta nos
efeitos inotrépico e cronotrépico positivos, ou seja, ha um aumento da frequéncia
cardiaca e da forca de contracdo do miocardio. Esses efeitos estdo ligados ao
aumento da concentracdo intracelular de Ca?*, quando é deflagrado o PA

cardiaco (27).

1.1.6 Hipertrofia Cardiaca

A hipertrofia cardiaca é uma adaptacdo do tecido ao aumento do débito
cardiaco (volume de sangue bombeado pelos ventriculos por minuto), a inducao
hormonal ou ao elevado volume e/ou carga pressérica. Isso eleva a massa
cardiaca por causa do aumento das dimensdes dos cardiomidcitos e do estroma
conjuntivo (28, 29).

Existem dois tipos de hipertrofia cardiaca, a fisioloégica e a patoldgica
(Figura 4). Na primeira situag¢do, ocorre um aumento modesto da parede do
ventriculo esquerdo devido a uma necessidade maior de energia pelo tecido por
tempo determinado, como acontece com atletas e gestantes. Nesse caso nao se
observa acumulo de proteinas fibrosas (colageno, por exemplo), no miocérdio,
arritmias, nem a faléncia do 6rgao cardiaco, ou seja, ndo ha o comprometimento
da saude do individuo, pelo contrario, ocorre uma melhora da funcéo cardiaca
(30, 31).
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Figura 4: Diferencas entre hipertrofia cardiaca fisiol6gica e patoldgica. Processo
de desenvolvimento do coragdo normal adulto e os estimulos que podem induzir a
hipertrofia fisiol6gica, patolégica ou dilatacdo com insuficiéncia cardiaca. Fonte:
Bernardo e colaboradores (32)

J& na hipertrofia patoldgica, ocorre um aumento da producao de colageno
e deposicado de proteinas (fibronectina e laminina) da matriz extracelular (ECM)
no intersticio do miocéardio devido a necrose dos cardiomidcitos. A substituicao
do tecido cardiaco por um fibroso resulta no aumento do volume dos
cardiomiécitos para compensar a insuficiéncia cardiaca resultante desse
processo patologico. A hipertrofia patolégica pode ainda ser subdividida em duas

condicdes: a excéntrica e a concéntrica (Figura 5).

Na hipertrofia patologica excéntrica, o coragdo estda submetido a uma
sobrecarga volumétrica, que provoca uma dilatacdo da cavidade ventricular.
Posteriormente, ocorre um espessamento, em menor grau, da parede do
ventriculo, fazendo com que a geometria do 6rgao altere de elipsoidal para

esférica (33, 34). Essa condicdo leva a um desequilibrio entre a relacdo
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carga/massa do coracao, fazendo com que ocorra uma insuficiéncia em manter

0 débito cardiaco necessario para suprir as demandas do organismo.

A segunda condicéo, a hipertrofia patologica concéntrica, é resultado de
uma sobrecarga de pressédo que promove 0 aumento da espessura da parede do
ventriculo sem, no entanto, ampliar a cavidade ventricular (35). Ao longo do
tempo, devido a dificuldade em esvaziar o ventriculo por causa da sobrecarga de
pressdo, 0 coracdo tende a aumentar ainda mais a espessura da parede
ventricular, obliterando a saida dessa cavidade e, consequentemente,

progredindo para uma insuficiéncia cardiaca (36).

Auséncia de Hipertrofia

R B N

Wb

by’ 2o ff;: v

Hipertrofia Concéntrica Hipertrofiar Excéntrica

Figura 5: Tipos de hipertrofia patologica. Relagdo da sobrecarga de presséo e
volume com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca dos tipos concéntrica e
excéntrica. Corte no plano sagital do coracdo evidenciando os dois ventriculos. VE,
ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito; MC, musculo cardiaco (miocardio); SIV,
septo interventricular. Tecido cardiaco humano. Modificado de Abbas e
colaboradores (37)

Dentre as possiveis condi¢cdes que induzem o remodelamento cardiaco
estd o excesso de catecolaminas (epinefrina, norepinefrina e dopamina),
representadas na Figura 6 (29). A elevacdo dos niveis séricos de
catecolaminas, bem como o aumento do tdnus simpatico no coracao, resulta

em ativacao de receptores B-adrenérgicos (3-AR), 0 que promove a taquicardia
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e 0 aumento da forca contratii do miocardio (38, 39). Todavia, a ativacao
continua dos B-AR tem como consequéncia uma hipertrofia cardiaca
patolégica, com disfuncdo ventricular, apoptose e insuficiéncia cardiovascular
(40, 41). Sendo assim, 0 aumento da atividade simpatico-catecolaminérgica
sobre o tecido cardiaco contribui para a progressdo de patologias e maior
morbidade e mortalidade.

A maior ativacdo da PKA, como resultado da estimulacdo dos B-AR,
estimula uma maior expressao dos receptores RyR no RS. Com o tempo, e o
aumento progressivo da expresséo desses receptores, gradualmente ocorre a
deplecdo dos estoques internos de Ca?* durante a diastole (relaxamento)
ventricular, uma vez que esse cation comeca a “vazar’ pelos inumeros
receptores expressos, reduzindo a contratilidade celular. Consequentemente, o
RS entre em “estresse”, induzindo as alteragdes tipicas da hipertrofia
patologica: isquemia, dilatacdo das camaras ventriculares e insuficiéncia
cardiaca (40-43).

Durante o processo de hipertrofia, genes que sdo caracteristicos do
periodo embrionario para o desenvolvimento do coracdo sdo ativados
novamente, como por exemplo, o gene da a-actina esquelética e da cadeia
pesada da miosina do tipo B. Essa ativacao ocorre justamente para aumentar a
massa muscular cardiaca para compensar a insuficiéncia do tecido contratil (44).
A expressdo e sintese de proteinas envolvidas no metabolismo energético
também sdo aumentadas no processo de hipertrofia, tais como lactato
desidrogenase, subunidade [ da creatina quinase, além dos horménios,
peptideo natriurético cerebral (BNP, do inglés “brain natriuretic peptide”) e atrial
(ANP, do inglés “atrial natriuretic peptide”) (45, 46).

O aumento da funcéo cardiaca, gerado por uma pressao hemodinamica, é
capaz de ativar canais de Na*, Ca*? tipo L, os trocadores de Na*/Ca?* e Na*/H*,
e as enzimas adenilato ciclase e fosfolipase C, além de inativar canais de K*.
Todos estes elementos estdo associados a funcdo contratii do coracdo, no
processo de acoplamento excitagdo-contracdo, descrito anteriormente,
culminando no aumento do transiente de Ca?* sarcoplasmatico, evento essencial

para a contragdo muscular (47).
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As alteragcdes no funcionamento das proteinas formadoras de canais e
trocadores levam a variacdes da concentracao ibnica no interior da célula, o que
pode representar um estimulo inicial para ativacdo de proteinas da via MAPK,
muito relacionada com a proliferacdo celular. A ERK, a quinase c-jun NH2-
terminal (JUNK) e a quinase p38 sdo os principais agentes da via de sinalizacao
hipertréfica das cardiomidcitos, pois sdo capazes de ativar a transcricdo de

genes miogénicos (48).

A pressdo mecanica também pode ativar os receptores ligados as
integrinas, que estdo localizados na membrana celular, entre a matriz
extracelular (MEC) e o complexo de proteinas que formam a linha Z do
sarcdOmero, onde estdo localizadas tirosina-quinases coativadoras de receptores
para esteroides (Src) e quinases de adesao focal (FAKs), além de outras
responsaveis pelo inicio do processo de sinalizacdo ativado pelas integrinas
(49). A ativacdo de vias de proliferacdo e biossintese alteram a abundancia de
proteinas envolvidas no processo hipertrofico. Desta forma, visando uma melhor
compreensao deste processo e a identificacdo de potenciais alvos terapéuticos,
€ importante identificar as proteinas-chave nos processos de inducéo,

manutencdo e finalizacdo de um estimulo hipertrofico fisiopatolégico.

1.1.7 O uso de agonistas dos receptores B-adrenérgicos e a inducao da
hipertrofia cardiaca

O uso de modelos animais de cardiomiopatias € muito importante para
melhor compreendermos 0S mecanismos moleculares envolvidos nos
processos cardiopatologicos. O modelo de hipertrofia cardiaca induzida pela
administracdo subcutanea de isoproterenol (agonista dos B- AR, Figura 6) é um
modelo muito utilizado por varios grupos de pesquisa (50-53), pois muito se
assemelha a hipertrofia patolégica humano. Pelo nosso conhecimento, existem
poucos trabalhos na literatura avaliando a modulacdo do proteoma cardiaco
usando este modelo, como o publicado por Chowdhury et al. (53). Contudo,
neste trabalho os autores identificaram apenas 37 proteinas (7 reguladas), que
acreditavamos ser apenas uma pequena fracdo do remodelamento do

proteoma induzido pelo isoproterenol. Desta forma, decidimos utilizar este
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modelo no presente trabalho, visando uma melhor caracterizagéo da hipertrofia

cardiaca patoldgica.

OH OH
H H NY
Epinefrina Isoproterenol
OH
H H NH,
H NH H
Norepinefrina Dopamina

Figura 6: Estrutura quimica da epinefrina, norepinefrina, dopamina e

isoproterenol. Modificado de Dietrichs e colaboradores (54)

1.2. Proteoma

O termo “proteoma” define o conjunto de proteinas presentes em uma
determinada célula ou tecido e em um dado momento, tendo sido utilizado pela
primeira vez pelo entdo estudante de doutorado australiano Marc Wilkins em
1994 (55). O ramo da ciéncia que estuda proteomas é denominado protedmica
e engloba tecnologias analiticas, como eletroforese bidimensional,
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS), e
ferramentas de bioinformatica, que sdo utilizadas em conjunto para analisar,
identificar e quantificar proteinas presentes em sistemas bioldgicos (56). Como
o proteoma é dinamico, ele reflete o estado funcional de células e tecidos, em

resposta a estimulos externos e processos fisiopatolégicos (57).
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1.2.1. Métodos de separacdo de proteinas e peptideos

Antes das proteinas serem analisadas pela espectrometria de massa,
técnicas de fracionamento sdo utilizadas para permitir a separacao e/ou
enriquecimento/deplecdo de proteinas e peptideos. A eletroforese
bidimensional permite a separacdo de proteinas intactas em duas etapas: (1)
na focalizac&o isoelétrica, as moléculas migram em gel de poliacrilamida com
gradiente de pH e param de migrar quando atingem o seu ponto isoelétrico, ou
seja, quando a carga elétrica liquida se iguala a zero; (2) na segunda etapa, um
campo elétrico perpendicular ao da focalizacdo isoelétrica é aplicado em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS), que carrega
negativamente as proteinas, permitindo que as mesmas migrem em direcdo ao
polo positivo, sendo a velocidade de migracdo inversamente proporcional as

massas moleculares (58-61).

A cromatografia liquida de fase reversa é outra técnica de fracionamento
amplamente utilizada antes da andlise por espectrometria de massa. Nesse
sistema, uma fase moével polar e outra fase estacionaria apolar permitem a
separacao das moléculas com base na sua hidrofobicidade. O fracionamento
resulta na diferenca do tempo de retencdo desses compostos, sendo maior
para moléculas apolares, que interagem mais fortemente com a fase
estacionaria durante o processo de eluicdo, utilizando concentracfes
crescentes de um solvente apolar. A cromatografia liquida de fase reversa é
muito utilizada acoplada a espectrometria de massa, pois é reprodutivel,
eficiente, apresenta uma alta resolucdo de separacdo de fracles, e as fases

moveis sdo compativeis com a espectrometria de massa (61-63).

1.2.2. Espectrometria de Massa (MS)

A espectrometria de massa (MS) € um método de alta acuracia que permite
a separacao e deteccdo de compostos organicos ou inorganicos com base nas
razdes de massa por carga (m/z) e, com isso, pode-se obter uma analise

qualitativa ou quantitativa dessas moléculas (64). Existem varios tipos de
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espectrometros de massa, que variam quanto a fonte ionizadora das moléculas
(MALDI ou ESI), os analisadores de massa (orbitrap, iontrap, quadrupolo (Q) e
tubo de vbo (TOF)), e os tipos de detectores (multiplicadores de elétrons, MCP,

etc).

O espectrobmetro de massa é formado basicamente por quatro partes
(Figura 7). fonte de ionizagcdo, analisador de massa, detector e sistema de
aguisicado de dados. O sistema de ionizacéo € responsavel pela vaporizacéo e
carregamento elétrico dos analitos, ou seja, as moléculas sédo ionizadas e
transferidas para a fase gasosa. O analisador separa os analitos que sédo
acelerados no campo eletromagnético de acordo com suas relacbes m/z para
serem apresentados ao detector (65-67). Os ions de cada razdo m/z separados
pelo analisador sdo registrados pelo detector que converte os sinais captados
em sinais elétricos. Estes sinais sao convertidos em analdgico/digital e
enviados para um computador que compde o sistema de aquisicdo de dados
(68).

Amastra L lonizagdo La Analisador L Detector | Andlise de dados

Pressdo: Tatm Recipiente com baixa pressio

Figura 7: Esquema geral dos componentes de um espectrometro de massa. Os
analitos da amostra sdo vaporizados e carregados eletricamente pela fonte de
ionizagdo. O analisador promove a separacao por meio da relacdo m/z dos ions que
sdo registrados pelo detector. Os sinais captados sdo convertidos para serem
analisados pelo sistema de aquisicdo de dados. Fonte: Carvalho e colaboradores (69)

O desenvolvimento de técnicas de ionizacao branda por ESI (“electrospray
ionization”) e MALDI (“matrix-assisted laser desorption/ionization”), no fim dos
anos 80, permitiu a utilizacdo da espectrometria de massa para andlise de
moléculas maiores como peptideos e proteinas (66, 70). O MALDI é uma
técnica em que a amostra é cristalizada na presenca de uma matriz formada
por um &cido fraco de baixa massa molecular (acido a-ciano-4-
hidroxicinaminico, por exemplo) que é capaz de absorver radiacdo UV. Durante

a radiacdo, a matriz se volatiliza e doa prétons para as moléculas co-

32



cristalizadas, ionizando-as (71, 72). J4 no ESI, o analito em solugéo (pH acido)
e protonado é pulverizado em micro-goticulas por uma agulha metalica ou
metalizada submetida a um forte campo elétrico (cone de Taylor), formando um
aerossol de gotas carregadas positivamente e o solvente presente nas gotas é
evaporado por gas inerte aquecido. A repulsdo eletrostatica (forcas de
Coulomb), devido a grande densidade de cargas positivas, excede a tensao

superficial da agua, forcando os ions a entrarem em estado gasoso (73, 74).

Atualmente existe uma infinidade de tipos de analisadores, sendo os mais
comuns o quadrupolo, a armadilha de ions (“‘iontrap” ou “orbitrap”) e o
analisador por tempo de voo ou TOF (do inglés, “Time Of Flight”). O quadrupolo
possui dois pares de hastes hiperbodlicas e redondas em paralelo que recebem
voltagens diferentes (DC e RF), resultando em polaridades invertidas. Assim
sendo, apenas ions estaveis, ou que apresentam uma determinada razédo m/z e
ressonancia com o campo aplicado nas barras, seréo selecionados e sujeitos a
fragmentacao (75). O analisador do tipo armadilna de ions é resultado da
influéncia de um campo eletrostatico de um eletrodo que aprisiona 0s ions em
frequéncias de oscilacao relativas a razao m/z, que é calculada a partir do sinal
da corrente detectada de cada ion (61, 65, 76). Ja 0 analisador TOF permite a
determinacao m/z a partir das diferentes velocidades que os ions percorrem um
longo tubo de tamanho especifico, ou seja, se baseia na proporcionalidade
entre o tempo entre o inicio (entrada no TOF) e a chegada ao detector, sendo
este tempo proporcional a relagdo m/z (65).

A combinacdo de analisadores em sequéncia permitiu aos instrumentos
isolar, fragmentar e analisar os ions fragmentados a partir de m/z especificos,
em uma técnica chamada “MS em tandem” ou “MS/MS”. Existem varios tipos
de técnicas para a fragmentacdo de biomoléculas, sendo a mais comum a
dissociacao induzida por colisédo (em inglés, “Collision-Induced Dissociation” ou
CID). No primeiro momento, a excitagdo do ion deriva da converséo de energia
resultante do choque com o gas inerte. Em seguida, esse ion excitado se
decompde em ions de menor massa, que podem fragmentar em iménios(61,
64).
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1.2.3. Estratégias protedmicas

A abordagem proteémica mais utilizada é o “bottom-up”, onde as proteinas
extraidas sdo digeridas (protedlise) em peptideos, que sdo mais facilmente
separados, ionizados e analisados pela espectrometria de massa. Essa
digestdo é realizada por enzimas que apresentam especificidade de clivagem
entre diferentes residuos de aminoacidos como, por exemplo, a tripsina, que
cliva apos residuos de arginina e lisina na regido C-terminal.. Essa clivagem
facilita a ionizacdo dos peptideos tripticos por proporcionar mais um sitio de

protonacéo (61, 77).

Apés a digestdo, a mistura complexa de peptideos passa por processos de
separacao simples ou combinados que permitem a andlise pelo espectrémetro
de massa de poucos peptideos por vez. A identificacdo desses peptideos é
feita pela comparacdo entre os espectros tedricos, gerados por fragmentacao
in silica de sequéncias de proteinas de banco de dados, com 0s espectros
experimentais, obtidos pela espectrometria de massa. Isso é possivel a partir
de busca em banco de dados (database search) chamado PSM (“peptide
spectrum match”), onde uma lista de provaveis candidatos € apresentada,
respeitando alguns parametros, como taxa de falsos positivos FDR (“false

discovery rate”) ou fatores empiricos como critério de Washburn (61, 78, 79).

1.2.4. A protedmica e o sistema cardiovascular

A protedbmica tem sido utilizada para estudar, por exemplo, a modulacéo do
proteoma em resposta ao envelhecimento, atividade fisica, tumores e doencas
cardiovasculares, permitindo mapear vias metabdlicas e identificar potenciais

biomarcadores e alvos terapéuticos (80-82).

A partir da década de 2000, abordagens prote6micas foram utilizadas para
avaliar como o proteoma cardiaco era modulado em respostas ao infarto agudo
do miocardio, cardiomiopatias e insuficiéncias do coragcdo. Tais estudos
indicaram uma expressao alterada de proteinas relacionadas ao metabolismo
energético, proteinas de choque térmico, do citoesqueleto, do sistema redox e

homeostase do calcio (83-86).
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O remodelamento cardiaco é um fendmeno caracterizado por alteracdes
moleculares e celulares, as quais levam a mudancas morfofisioldgicas no
coracdo (87). Um exemplo de remodelamento cardiaco é a hipertrofia
ventricular esquerda (HVE), associada ao aumento sustentado do tonus

simpético do sistema nervoso auténomo (SNA) (88).

Um fato interessante do remodelamento cardiaco € que, mesmo apos a
regressdo desse fendbmeno, como a ocorre nos casos de HVE apos o
tratamento por longo prazo com anti-hipertensivos, o proteoma do miocardio
continua contendo um numero significativo de proteinas caracteristicas do
coracao hipertrofiado (89). Conforme mencionado, tais alteracdes podem afetar
proteinas envolvidas no metabolismo energético, prejudicando o funcionamento
adequado do 6rgao (83, 90, 91).

De todos os modelos de estudo da hipertrofia cardiaca, o mais difundido se
baseia no uso do medicamento simpatomimético isoproterenol, o qual induz
hipertrofia gracas a estimulacdo continua do SNA simpético (92). A exposicdo
ao isoproterenol, e, consequentemente, a ativagdo continua de receptores [3-
adrenérgicos cardiacos, desencadeia no tecido o aumento da sintese proteica
e da expressdo de proto-oncogenes que levam a manifestacdo da hipertrofia
(93). VariacBes na expressao proteica miocardica podem servir como alvos
terapéuticos ou mesmo como critério diagnéstico (possiveis biomarcadores, um
exemplo € a proteina mitocondrial proibitina cuja expressao reduzida pode ser
associada com a hipertrofia cardiaca) (53). Apesar do tratamento com
isoproterenol ser um modelo de hipertrofia patolégica muito utilizada, poucos
trabalhos estudou este modelo com técnicas protedmicas (32, 53, 83, 94).

1.3. Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) corresponde ao conjunto de moléculas que
dao suporte bioquimico e estrutural as células. A MEC é composta por fatores
soluveis, como fatores de crescimento, e moléculas n&o-soluveis, como as
proteinas especializadas (por exemplo, fibrilina, laminina e fibronectina), as
proteinas estruturais (por exemplo, colageno e elastina) e glicoproteinas (por

exemplo, proteoglicanos) (95) (Figura 8).
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MEC R — | | Proteoghcanq :

Figura 8: Componentes da Matriz Extracelular. Representacdo das proteinas de
adesao (integrinas), especializadas (laminina e fibronectina), estruturais (colageno) e
glicoproteinas (proteoglicanos) que influenciam na rigidez, permeabilidade e
elasticidade da matriz, além de participarem dos processos de diferenciacdo e
migragao celular. Modificado de Santos e colaboradores (96)

A rede de colageno é formada por fibras que se aglomeram em forma de
hélice tripla e interagem com as integrinas, que sdo proteinas de adeséao
presentes na membrana plasmatica e que permitem a comunicagdo entre as

células e a matriz extracelular (97).

Os proteoglicanos sdo proteinas densamente glicosiladas que promovem
uma maior rigidez a matriz, além de influenciar na permeabilidade do tecido
conjuntivo (98). A fibronectina é 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

ligacdo das células ao colageno (99).

Por muito tempo, a MEC foi considerada apenas um arcabouco para as
células, servindo também como apoio estrutural aos tecidos. Entretanto, hoje
se sabe que a MEC interage com as células tanto fisica quanto quimicamente,
modulando processos celulares, como por exemplo, proliferacdo, adeséao,
migracéo, sobrevivéncia e secrec¢ao proteica (95, 100).
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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 (101-103).

1.3.1 Matriz descelularizada

InUmeros estudos protedmicos, envolvendo diversas situacdes clinicas,
utilizaram tecidos intactos, fornecendo informacdes significativas a respeito do
perfil proteico celular (104-106). Porém, essa abordagem apresenta limitacdes
para detectar proteinas extracelulares envolvidas no remodelamento da MEC,
pois durante a andlise das amostras por LC-MS, os ions provenientes de
proteinas celulares, geralmente muito mais intensos, suprimem o sinal de ions
provenientes das proteinas da MEC, dificultando a identificacdo destas
moléculas. Isso é ainda mais evidente em tecidos com elevada taxa
metabdlica, como o coracdo, que apresenta alto contetdo de mitocondrias
(107, 108). Além disso, as proteinas da MEC apresentam propriedades
bioquimicas (agregacdo, ligacdes cruzadas e glicosilacdo) que dificultam sua
solubilizac&o e/ou digestéo utilizando os processos de preparacdo de amostras

usualmente utilizados em protedmica (109).

Desta forma, existe pouca informacéo acerca do proteoma da MEC (110).
Uma solucdo para minimizar esta limitacdo pode ser através do
desenvolvimento de uma metodologia alternativa que nao afete a integridade
da MEC e, ao mesmo tempo, possibilite o enriguecimento das proteinas da
MEC, diminuindo a possivel interferéncia de proteinas celulares. Com isso,

seria possivel a deteccao das proteinas pelos métodos protebmicos usuais.

Além de facilitar estudos protedmicos, as MECs destituidas de células
podem trazer grandes beneficios para a engenharia tecidual e medicina
regenerativa (103). A producdo dessas matrizes se baseia em protocolos que
combinam fatores ambientais e fisico-quimicos que eliminam o conteudo
celular e preservam o arcabouco estrutural dos tecidos. Esse procedimento é
denominado descelularizacdo e utiliza temperatura controlada, agitacéo

mecanica, agentes quelantes (promovem a separagdo célula-MEC) e
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detergentes (desnaturam proteinas celulares e desestabilizam a bicamada
fosfolipidica que compde a membrana plasmatica (101, 111).

Um processo eficiente resulta em materiais biolégicos destituidos de
células, porém a matriz extracelular deve apresentar conservada a sua
composicao, atividade biologica e integridade mecéanica. Essa composicdo da
matriz ndo produz resposta imunoldgica, pois suas proteinas sdo conservadas
evolutivamente (101, 112).

Como o processo de descelularizacdo remove o conteudo celular e
conserva a estrutura e as proteinas que compde a MEC, estudos de proteoma
em situacdes clinicas que alteram o perfil de proteinas podem ser estudados
com maior precisdo, visto que ha um enriquecimento dos componentes de
interesse (108, 110).

O método de enriquecimento das proteinas da MEC por meio da utilizacao
do processo de descelularizagdo por imersao permite avaliar os marcadores
presentes na MEC, como por exemplo, no caso da indugdo de hipertrofia no

tecido cardiaco de camundongos (108).

Na dissertacdo de mestrado intitulada “Anélise de biomarcadores da matriz
extracelular do coracdo de camundongos tratados com isoproterenol” foi feita a
caracterizacdo da matriz extracelular de coracdo murino tratado com
isoproterenol (108). Nossos resultados indicavam que o0 processo de
descelularizacdo permitiu a remocao das células da matriz extracelular do
tecido cardiaco, como demonstrado pela avaliacdo macroscopica, analise do
conteudo de DNA, histologia e coloracdo por HE e Tricobmico de Masson, além
da microscopia eletrbnica. Tais resultados estdo anexados a esta tese (Anexo
1).

1.4. Justificativa

A hipertenséo esta associada a altas taxas de morbidade e mortalidade na
populacdo, sendo considerada um problema de salde publica. A pressédo
arterial elevada € um importante fator na progressao para uma hipertrofia

patoldgica, jA que os altos niveis de pressdo sanguinea nas artérias exigem
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que o coracgdo realize um maior esforco para bombear o sangue através dos
vasos sanguineos. A sobrecarga de pressdo gera um estresse na parede do
ventriculo, promovendo um mecanismo de compensacdo por meio da
hipertrofia do musculo cardiaco, caracterizada por crescimento lateral dos

cardiomidécitos e deposicao dos sarcémeros em paralelo (113).

Um dos modelos de hipertrofia do coracdo mais utilizados por
pesquisadores consiste na administracdo de isoproterenol por via subcutanea.
Essa metodologia permite a producdo, de forma nao invasiva, de grande
quantidade de amostra em um curto periodo de tempo (114), promovendo
hipertrofia e necrose no coracdo (115), além de ser um modelo altamente

reprodutivel e de baixo custo (116).

Neste trabalho foram analisados qualitativamente os proteomas das
matrizes descelularizadas proveniente de coracdes sadios e hipertrofiados,
através da administracdo de isoproterenol em camundongos. Visando avaliar o
impacto deste modelo de hipertrofia no remodelamento do proteoma de
cardiomidcitos, foi realizado também um estudo proteémico quantitativo para
identificar as proteinas diferencialmente reguladas pelo tratamento com

isoproterenol.

1.5. Hipotese

O processo de hipertrofia cardiaca modula o proteoma da matriz
descelularizada e dos cardiomiécitos, desregulandoimportantes processos

celulares (sistema redox, metabolismo e sinalizacao).
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2.

OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Estudar o remodelamento do proteoma cardiaco induzido por
isoproterenol em camundongos, identificando proteinas possivelmente

envolvidas na hipertrofia cardiaca induzida pelo tratamento.

2.2. Objetivos especificos

e Induzir hipertrofia no coracdo de camundongos machos C57BL/6WT pelo

tratamento com isoproterenol;

e Realizar a descelularizacdo da matriz do coracéo e identificar as proteinas

por protebmica;

e Isolar os cardiomidcitos, identificar e quantificar as proteinas moduladas no

processo de hipertrofia cardiaca;
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo de numero
288/2014.

3.2. Camundongos

Os camundongos machos da linhagem C57BL/6WT foram adquiridos do
Biotério Central (UFMG) e mantidos no biotério de experimentacdo animal do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB/UFMG. Os animais ficaram em
gaiolas de polipropileno com dimensdes de 49x34x16cm até completarem 12
(doze) semanas. Para cada gaiola foram alocados 10 (dez) animais com acesso
livre & agua e a racdo (Nuvilab). O biotério possui temperatura controlada de
23°C e ciclo de 12/12h escuro/claro. A selecdo dos animais para composicao

dos grupos experimentais (controle e tratado) foi realizada de forma aleatéria.

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 (117, 118). O
isoproterenol (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em 100puL de PBS (do inglés,
“Phosphate-Buffer Saline”) e administrado por meio de inje¢cdo subcutanea. Os
animais do grupo controle receberam aplicacdo diaria de PBS proporcional a sua

massa corporal.

3.4. Eutanasia

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

submetidos a decapitagdo sem utilizagdo de anestésico.

Apés abertura do térax, o coracdo foi retirado e transferido para uma
placa de Petri contendo solugdo de PBS a 4°C. Apds seguidas lavagens com
PBS para retirada do sangue e excisao dos vasos da base, o coracao foi pesado
e colocado em microtubo com solucéao de PBS.
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Em seguida, foi também retirada a tibia para célculo da relacdo do peso
do coragdo pelo comprimento da tibia, com o intuito de avaliar a hipertrofia

cardiaca.

3.5. Parametro de hipertrofia

A hipertrofia do coracao foi avaliada por meio da relacédo entre o peso do
coragcao e o peso corporal. Entretanto, essa medida pode ser imprecisa, caso
ocorra uma alteracdo do peso do animal durante o periodo do 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 a tibia ndo sofre alteracbes devido a flutuagbes
de peso em curto periodo de tempo.

3.6. Descelularizacao

Os tecidos do coracao (n = 5) 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.,
Ltda.) para limpeza do sangue presente no tecido. Em seguida essa solucéo foi
substituida por uma solucéo de 0,05% EDTA, 1% IP por 10 min, a 900rpm e
37°C, visando remover o contetdo celular. ApGs essa etapa, essa solucdo foi
removida e adicionada uma solucdo de 1% SDS e 1% IP, sob agitacdo (900rpm)
e temperatura de 37°C, por cerca de dois dias, sendo a solugéo renovada de 12

em 12 horas.

Com o tecido ja transparente, retirou-se a solucao de SDS e colocou-se
agua deionizada, a fim de remover o detergente. Essa etapa foi realizada 3 (trés)
vezes, por cerca de 30 min cada uma. Por fim, colocou-se uma solugéo de PBS,

1% IP e a matriz descelularizada foi armazenada a 4°C até ser utilizada.

3.7. Isolamento de cardiomioécito ventricular de
camundongos adultos

Cardiomiécitos de camundongos adultos (n = 3) foram isolados de acordo
com a metodologia previamente descrita por Guatimosim et al., 2001 (119).

Resumidamente, o coracédo foi rapidamente removido e retro-perfundido via
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método de Langendorff com solucdo de Tyrode modificada livre de Ca2+ (NacCl
140mM; KCI 5mM; HEPES 5mM; MgCI2 1mM; NaH2PO4 0,33mM; glicose
10mM e insulina 100U/mL a pH 7,40). Posteriormente, o coracéao foi perfundido
com solucdo de Tyrode contendo 50uM de CaCl2 e colagenase tipo 2 a 1
mg/mL. ApOs a etapa de digestdo enzimatica, o 6rgao foi submetido a digestédo
mecanica e filtrado para remocdo do tecido ndo digerido. A concentracdo
extracelular de Ca2+ foi aumentada apos trés ciclos de centrifugacéo e troca de
tampao, chegando a 500uM ao final do processo. Logo apds, as células foram

novamente centrifugadas e mantidas em solucao de Tyrode.

3.8. Imunofluorescéncia

Os cardiomiocitos foram fixados com solucdo de paraformaldeido a 4% e
permeabilizados com 0,5% Triton-X100. Depois do bloqueio, os cardiomidcitos
fixos em laminulas de vidro foram incubados por 1 h em temperatura ambiente
com o anticorpo anti-faloidina conjugado com Alexa Fluor 488 (1. 100, A12379,
Invitrogen), para marcacao da actina-F e, com isso, visualizar o citoplasma dos
cardiomiécitos. A coloracdo nuclear foi obtida pela incubacdo com 4,6-
diamidino2-fenilindole (DAPI, 1:50). A &rea de superficie dos cardiomiocitos foi
medida em células coradas com o anticorpo anti-faloidina. As imagens foram
adquiridas com um sistema confocal Zeiss LSM 510 localizado no Centro de
Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI — ICB, UFMG). As imagens

confocais foram analisadas usando o software ImageJ.

3.9. Proteoma

3.9.1 Tecido Descelularizado

O tecido cardiaco foi fragmentado em nitrogénio liquido utilizando-se grau e
pistilo de porcelana. Ao material resultante, foi adicionado tampé&o de lise na
proporcao de 1:10 (m/v), o qual continha 8M de ureia e DTT na concentragao
final de 10mM, além de coquetel de inibidores de protease. A mistura obtida foi
incubada sob agitacao de 1400rpm por 2 horas a 37°C para melhor extracao das
proteinas (120). Para remocao do material insolivel, o homogenato obtido foi

45



centrifugado a 10000xg por 10min a temperatura ambiente. O conteudo proteico
do sobrenadante (extrato solavel) foi quantificado utilizando-se o kit de dosagem
de proteina Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific ®), conforme as
indicacdes do fabricante. As amostras foram submetidas a eletroforese em Gel
de SDS-PAGE de 8%, a 150V no tempo de 1h20min. Apds a separacao das
bandas, essas foram cortadas e submetidas ao protocolo de digestdo em gel. As
bandas foram incubadas com solucdo descorante (metanol 50% + acido acético
2,5%) por 1h e desidratadas com acetonitrila. Em seguida foi realizado a
reducdo e alquilacdo. Esse processo foi realizado pela incubacdo sequenciada
com DTT (10 mM), e posteriormente iodoacetamida (50 mM). A segquir, foi
adicionado a tripsina (20ng/uL) (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade
Promega) em 1000uL de bicarbonato de aménio (50mM) overnight (37°C) para

digestao das proteinas.

Utilizou-se é&cido férmico 5% para extracdo das proteinas e as amostras
foram agrupadas e concentradas a vacuo. As amostras foram dessalinizadas em
micro coluna Zip-Tip (resina C18; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA) e
analisadas por LC-MS.

3.9.2 Cardiomio6citos

Para extrair as proteinas dos cardiomidcitos, foi adicionado 50 pL do
tampédo de lise contendo ureia 6M, tioureia 2M; TCEP (cloridrato de tris(2-
carboxietil)fosfino) 10mM, cloroacetamida 40mM, TEAB (bicarbonato de
trietilaménio) 20 mM, IP (Complete Mini, EDTA-free). Em seguida, a amostra foi
sonicada durante 15 segundos (2 ciclos) em banho de gelo, usando um micro-
sonicador introduzida dentro da amostra, e incubada por 2h a temperatura
ambiente. AplOs essa etapa, foi realizada a quantificacdo das proteinas por
método fluorescente (Qubit, Thermo). A seguir, diluiu-se a amostra 10 vezes
em TEAB e foi adicionada a enzima tripsina (Promega) na propor¢édo 1:50
(enzima / proteinas). A reacdo enzimatica foi realizada por 16h em temperatura
ambiente. ApOs essa etapa de digestédo, as amostras foram dessalinizadas com
microcolunas de C-18 empacotadas em ponteiras P10 (ZipTip Pipette Tips
resina C18; P10 - Merck-Millipore) e armazenadas em freezer a -20°C até

serem analisadas por LC-MSE.
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3.10. Espectrometria de Massa

A andlise qualitativa do proteoma da matriz descelularizada foi realizada em
colaboracdo com a Prof. Dra. Adriana Franco Paes Leme, pesquisadora no
Laboratorio de Espectrometria de Massas (MAS), que pertence ao Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio), localizado no Centro Nacional de Pesquisa em
Energias e Materiais (CNPEM). Utilizamos para a andlise o espectrémetro de
massa Q-TOF Premier (Waters), com fonte de nanoelectrospray acoplado a
cromatografia liquida de ultra desempenho e nano fluxo (sigla em inglés,
nanoUPLC, Waters). O gradiente foi de 2-90% de acetonitrila em 0,1% de &cido
férmico durante 45 min para as proteinas digeridas, e 60 min para peptideos
endogenos. A tensdo de nanoelectrospray foi ajustada para 3,5 kV, uma tenséo
de cone de 30 V e temperatura da fonte de 100°C. O instrumento foi operado no
modo "Top-3", no qual um espectro MS é adquirido seguido por MS / MS dos
trés ions mais intensos que foram detectados. Apos a fragmentacdo MS / MS, os

ions foram colocados em lista de exclusdo por 60 segundos.

Para a andlise protedmica quantitativa de cardiomidcitos isolados de
coracOes sadios e hipertrofiados, utilizamos a técnica livre de marcacédo (do
inglés, “label-free”). Essa analise foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Henrique César Pereira Figueiredo, no AQUACEN, Laboratorio Oficial Central da
Rede Nacional de Laboratérios Oficiais do Ministério da Pecuaria e Agricultura
(RENAQUA), instalado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para
analise foi utilizado o espectrémetro de massa do tipo nanoESI-QTOF (Synapt
G2-Si, Waters). Para a cromatografia liquida de ultra desempenho e nano fluxo
(sigla em inglés, nanoUPLC), utilizou-se um gradiente de fase reversa (RP) de
1h de acetonitrila 7-40% (v/v) (acido férmico a 0,1% v/v) e um sistema de
tecnologia nanoACQUITY UPLC 2D de 500 nL.min-1 (Waters). Uma coluna de
silica de alta resisténcia nanoACQUITY UPLC de 1,8um, 75um x 150mm (pH 3)
foi usada em conjunto com uma coluna de nanofluxo de pH UP (Nano Ease
XBridge BEH130 C18 de 5 um, 300 um x 50 mm). Para aquisigdo dos espectros
de massa, o espectrbmetro foi operado no modo positivo, utilizando uma
resolucdo de 25.000 FWHM, e a camara de mobilidade ibnica foi preenchida
com gas hélio. O instrumento foi utilizado no modo DIA (do inglés, Data
Independent Aquisition, aquisicdo independente de dados).
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3.11. Tratamento e Analise dos Dados

Os espectros gerados das amostras provenientes das matrizes
descelularizadas foram processados usando o software MassLynx v.4.1 e o
arquivo FASTA contendo as proteinas de camundongos (Mus musculus) obtido
do banco de dados Uniprot Swiss-Prot (versdo 2016 _01). Os arquivos foram
processados no programa Mascote v.2.3.02 (Matrix Science Ltd.), com o0s
seguintes parametros para identificacdo dos peptideos: reagente de digestédo =
tripsina; maxima perda de clivagem = 1; modificacGes: carbamidometil cisteina

(fixa) e oxidac&do de metionina (variavel).

Para a identificacdo e a quantificacdo dos peptideos dos cardiomidcitos, os
espectros de massa foram processados usando o programa Progenesis QI para
Proteomics (QIP) v.2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK) e o arquivo FASTA
contendo as proteinas de camundongos (Mus musculus) obtido do banco de
dados Uniprot Swiss-Prot (versdo 2017_10). Os arquivos contendo os espectros
de massa foram importados no programa e submetidos ao processamento
automatico de dados para identificacdes de proteina e informacdes quantitativas
usando 0s seguintes parametros: limites de pico de separagcdo = 5; limites

maximos de tempo de retencéo de carga = 8.

Os seguintes parametros foram utilizados para identificacdo de peptideos:
reagente de digestdo = tripsina; maxima perda de clivagem = 2; massa proteica
maxima = 600 kDa; modificacdes: carbamidometil cisteina (fixa) e oxidacéo de
metionina (variavel); parametros de tolerancia de pesquisa: tolerancia a
peptideos = 10 ppm, tolerédncia dos fragmentos = 20 ppm, taxa maxima de
descoberta falsa (FDR) = 1%.

As intensidades das proteinas identificadas e quantificadas provenientes do
estudo diferencial do proteoma de cardiomiocitos foram transformadas para
escala logaritmica de base 2 e normalizadas utilizando o valor da mediana de
cada grupo experimental. Posteriormente foi realizado um pdés teste estatistico
de hipoteses e andlise de variancia (One-Way ANOVA) para identificar as
proteinas diferencialmente reguladas pelo tratamento com isoproterenol, usando
o grupo controle como referéncia e valores de p < 0,05. Os procedimentos

descritos acima foram realizados utilizando o programa DanteR (121), que é
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uma interface grafica que utiliza o pacote R (r-project.org) para realizar as
analises estatisticas.

A categorizacdo funcional das proteinas de cardiomiocitos foi realizada
utilizando o programa “Ingenuity Pathway Analysis” (IPA, Qiagen), incluindo o
seu banco de dados curado manualmente “Ingenuity Knowledge Base”, e
abordagens de analises causais (122). Ja para o dataset da matriz
descelularizada, foi utilizado o programa “Protein Center” (Thermo Fisher
Scientific). Em ambos os casos, foram utilizados dados de Mus musculus como

referéncia.

O mapa de interacdes foi criado carregando as proteinas diferencialmente
reguladas (Tabela 5) no programa STRING (http://string-db.org/). Foram
utilizados os parametros padrées do software, com score de interacdo minimo
de 0.900 de confianca. Foi realizado um enriqguecimento para processos
bioldgicos, utilizando a Ontologia Génica (GO, sigla em inglés), para avaliar se
as proteinas presentes em “clusters” no mapa de interacdo estavam envolvidas

em algum processo relacionado com a hipertrofia cardiaca.

3.12. Resumo da estratégia experimental

A figura 9 foi utilizada para facilitar a compreenséo da estratégia experimental
utilizada neste trabalho para estudar o remodelamento cardiaco apds a inducéo
de hipertrofia por isoproterenol. Nesta figura, observam-se os procedimentos
utilizados para identificar qualitativamente as proteinas da matriz extracelular
descelularizada de coragbes sadios e hipertrofiados assim como comparar
quantitativamente o proteoma dos cadiomidcitos nas mesmas condi¢cdes

experimentais.
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Figura 9: Estratégia experimental para o estudo do remodelamento cardiaco no
processo de hipertrofia induzido por isoproterenol. Os animais receberam PBS ou
Isoproterenol por via subcutanea durante 7 dias de tratamento. Para identificacdo das
proteinas da matriz, o tecido cardiaco (n=5) foi submetido ao processo de
descelularizacdo para remocédo das células, extracdo e separagdo das proteinas em
gel de poliacrilamida, e posterior identificacdo. Para andlise das proteinas dos
cardiomidcitos, outros tecidos cardiacos (n=3) foram utilizados, dos quais as células
foram isoladas, submetidas a extracdo das proteinas que foram digeridas,
identificadas e quantificadas pelo espectrébmetro de massa
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Hipertrofia Cardiaca

Com a intencdo de avaliar se o processo de indug&o da hipertrofia tinha sido
eficiente, foram analisados alguns parametros que relacionam estruturas
influenciadas pelo tratamento com isoproterenol e outras que nao sofrem
alteracdes. Por exemplo, a massa do coracdo é influenciada pelo tratamento
devido ao remodelamento cardiaco, j& a massa corporal e o comprimento da

tibia séo parametros que nao alteram devido ao tratamento.

Para inducéo da hipertrofia cardiaca foram utilizados 5 camundongos machos
C57BL/6WT. Entretanto, dois individuos apresentaram valores atipicos que
poderiam prejudicar a andlise estatistica. Um dos animais apresentou o valor de
comprimento da tibia inconsistente com os demais, e outro animal desenvolveu
uma hipertrofia cardiaca muito elevada, que se diferenciava dos outros animais
do grupo tratado. Assim sendo, para analise dos parametros utilizamos um

tamanho amostral de 3 animais.

Na Tabela 2, observa-se que o peso corporal dos grupos controle (n=3) e
tratado (n=3) nao sofreram alteracdes significativas, sendo, portanto, um
parametro que ndo se modificou com o tratamento neste experimento. Em
muitas situacdes é comum 0s animais sofrerem alteracbes na massa corporal, o
que pode gerar duvidas quanto a esse tipo de medida ndo ser variavel. Por isso,
optou-se pela medida do comprimento da tibia também, ja que no animal adulto
nao ha modificacBes significativas em suas medidas, podendo, assim, funcionar
como parametro um padrdo para calcular a relacdo desejada, ou seja, a razéo

entre a massa cardiaca e o comprimento desse 0Sso0.

Quando o peso do coracdo (mg) € relacionado com o peso corporal (g),
percebe-se que o grupo controle (5,82 + 0,39) apresenta um valor inferior e
estatisticamente significativo (p = 0.0229) em relacdo ao grupo tratado (6,76 +
0,62), demonstrando um aumento do peso do coracdo dos animais tratados.
Esse aumento do peso cardiaco deve-se ao remodelamento provocado pela
inducdo de hipertrofia pelo isoproterenol, sendo possivel também notar um
aumento do tamanho do coracdo por observacdo macroscopica (dados néo

mostrados).

52



Ao avaliar a relacdo do peso do coracdo (mg) pelo comprimento da tibia
(cm), também mostrado na Tabela 2, observa-se que o grupo controle (75,29 +
3,11) apresenta um valor menor e estatisticamente significativo em relacdo ao
grupo tratado (82,48 = 1,41) (p = 0.019). Esses dados reforcam os resultados
obtidos na relacdo do peso corporal/peso do coragcdo, demonstrando um

aumento efetivo do peso do coragéo no grupo tratado.

Em termos percentuais de hipertrofia do coracdo (Tabela 2), ou seja,
dividindo o valor da relacdo do grupo tratado pelo do grupo controle, percebe-se
que ha uma hipertrofia de 16,03 * 3,41%, utilizando dados da relacdo peso
coracao/peso corporal. Ja com os dados da relacdo peso coragcdo/comprimento
tibia, a hipertrofia foi de 9,61 + 2,67%.

A Tabela 2 também apresenta os dados referentes ao peso do coracao
(mg). O grupo controle apresentou valores de 128 + 5,29, enquanto que 0 grupo
tratado, de 145 + 2,3. Esses dados demonstram a diferenca que existe entre o
peso do coracdo nos dois grupos, valores esses utilizados para o célculo das
relacbes. E necessario normalizar o valor absoluto do peso do coragdo com
medidas padrbes para evitar interpretacfes incorretas dos dados devido a

potencial variacdo do peso corporal do animal durante o tratamento.
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Tabela 2: Parametros

Grupos
Controle (n = 3)

Tratado (n = 3)

Grupos

Controle (n = 3)

Tratado (n = 3)

utilizados para caracterizar a hipertrofia do coracao induzida pelo tratamento com isoproterenol

Peso Corporal (g)
22,04 + 1,75
21,64 + 2,06

Rel ac ao Pcora(;éo(m g)/
Pcorporal(g)*

5,82 +0,39

6,76 + 0,62

Peso Coracao (mg)
128 + 5,29
145 + 2,30

Relagdo Pcoracdo(mg)/Comp.

Tibia(cm)**
75,29 + 3,11

82,48 +1,41

Comprimento da Tibia (cm)
1,70 + 0,000
1,76 + 0,057

% Hipertrofia % Hipertrofia

Pco,agéo(m g)/ Pcoragéo(mg)/
Peorporal(9) Compuiia(cm)
16,03 9,61
+ +
3,41 2,67

Os valores de peso corporal, peso coracao e comprimento tibia sdo Uteis para determinacédo das relagcbes que séo utilizadas como parametros
de hipertrofia. Esses parametros S840 0 Pcoracao/Pcorporal € 0 Pcoragad/ COMpribia, que apresentaram diferengas significativas entre os animais dos
grupos controle e tratado. A porcentagem de hipertrofia também é demonstrada na tabela, a partir do célculo das relagdes que utilizam os
dados de peso corporal, do coracdo e comprimento da tibia. *p = 0.0229; **p = 0.019; n = 3; (Teste t de Student)
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Visando uma melhor caracterizacdo da hipertrofia induzida pelo tratamento
com o isoproterenol, analisamos também a area celular dos cardiomidcitos,
para verificar se houve alteracdo do tamanho das células em relacdo ao grupo
controle. Foram selecionados 20 cardiomiécitos de 3 animais de cada grupo
experimental e analisamos as imagens usando o programa ImageJ. No grafico
da Figura 10, observamos que houve um aumento do tamanho dos
cardiomiécitos das células tratadas com o isoproterenol em relacdo ao grupo
controle (33% de aumento), corroborando os dados da Tabela 1, confirmando,

assim, a inducéo de hipertrofia pelo tratamento.
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Figura 10: Area dos cardiomidcitos dos grupos Controle e Tratado. As areas dos
cardiomiocitos provenientes de coragfes tratados com o isoproterenol ou néo
(controle) foram calculadas utilizando o programa ImageJ. O tratamento induziu um
aumento de 33% da area de midcitos em relagdo ao grupo controle. ***p < 0,001; n =
3; 20 imagens por animal; (Teste t de Student)

Realizamos, também, um ensaio de microscopia confocal com
imunofluorescéncia (Figura 11) nos cardiomiécitos dos grupos controle e
tratado, utilizando o anticorpo anti-faloidina conjugado com Alexa Fluor® 488,
que se liga seletivamente a F-actina, presente no citoesqueleto do
cardiomiécito. Assim sendo, as células que sofreram a hipertrofia apresentam
uma maior quantidade de actina filamentosa, que pode ser visualizada pela

microscopia confocal de fluorescéncia.
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Figura 11. Microscopia confocal e imunofluorescéncia dos cardiomidcitos
isolados de coracfes provenientes dos grupos controle e tratado. As células
foram marcadas com o anticorpo anti-faloidina conjugado com Alexa Fluor 488. A
coloracao nuclear foi obtida pela incubacédo com 4,6-diamidino2-fenilindole (DAPI)

4.2. Proteoma

4.2.1 Matriz Descelularizada

Visando uma melhor compreensdo das bases moleculares envolvidas no
remodelamento patoldgico do tecido cardiaco, inicialmente nés focamos os
estudos nas proteinas relacionadas a MEC. Para tal, realizamos o processo de
descelularizacdo do tecido cardiaco, visando identificar qualitativamente as
proteinas presentes na matriz descelularizada provenientes de corag¢fes do
grupo controle e tratados com o isoproterenol. Além de possibilitar a
identificacdo de proteinas encontradas exclusivamente em cada grupo, essa

analise também forneceu informacdes a respeito da eficiéncia do processo de
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descelularizacdo. Realizando uma analise de Ontologia Génica (GO) (Figura
12), percebe-se que uma parcela consideravel de proteinas associadas a MEC.
Por exemplo, 46%, 15% e 6% das proteinas encontradas sao relacionadas com
os termos “membrana”, “extracelular’ e “superficie celular”, respectivamente.
Contudo, observa-se também uma grande quantidade de proteinas do
citoplasma, citoesqueleto, nucleo e mitocondrias (Figura 12). Importante
destacar que a mesma proteina pode estar associada a compartimentos
diferentes, ou seja, as proteinas participam de varios processos biologicos e
apresentam localizacdo celular pertencentes a diferentes compartimentos.
Acreditamos que o processo de descelularizacdo, que ja demonstramos ser
eficiente na remocao das células (Anexo 1 e referéncia: (108)), ndo é capaz de
remover a interacdo entre proteinas do citoesqueleto celular com as proteinas
da ECM. Como pode ser observado nas Tabelas 3, 4 e 5, existe um predominio
de proteinas que compde a matriz extracelular e o citoesqueleto das células
musculares cardiacas, como colageno, actina, miosina, tubulina, troponina e
tropomiosina. Essas proteinas sdo importantes para a avaliacdo da condicao
patolégica de hipertrofia, pois estdo envolvidas no remodelamento cardiaco
para a adaptacdo a condicdo de insuficiéncia cardiaca, além de estarem
relacionadas ao processo de contracdo do musculo cardiaco. Com isso, o
procedimento de descelularizagdo do tecido cardiaco permitiu um
enriguecimento de proteinas que sdo importantes para a caracterizacdo da
situacdo de hipertrofia e, além disso, abre a possibilidade para encontrar

proteinas que estdo relacionadas a condicdo patoldgica estudada.
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Ontologia Génica (GO) - Compartimentos Celulares
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Figura 12: Andlise por Ontologia Génica (GO) de todas as proteinas identificadas
na matriz descelularizada. Os valores estdo expressos em porcentagem (%). A
analise foi focada em termos GO relacionados a compartimentos celulares

Observa-se na figura 13 que foram encontradas 22 proteinas exclusivas no
grupo controle e 19 proteinas exclusivas no grupo tratado, sendo que 27
proteinas identificadas foram comuns aos dois grupos. E importante ressaltar
que ndo podemos afirmar que as proteinas identificadas apenas em um grupo
experimental ndo estdo presentes no outro grupo. Isso se deve a limitacdes da
técnica empregada. Por exemplo, para a aquisicdo dos dados por
espectrometria de massa utilizamos o método “Aquisicdo Dependente de
Dados” (DDA, sigla em inglés). Neste método, a selegdo dos ions que seréo
fragmentados € baseada na intensidade dos mesmos. Desta forma, pode
ocorrer o fenbmeno denominado subamostragem (“undersampling”, em inglés),

no qual apenas uma parcela dos peptideos serd fragmentada e, assim,
identificada (123).
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Figura 13: Diagrama de Venn das proteinas identificadas no estudo proteémico
gualitativo da matriz descelularizada. Foram encontradas 22 proteinas no grupo
controle, 19 no grupo tratado e 27 estavam presentes em ambos 0s grupos

As proteinas identificadas estdo listadas nas tabelas a seqguir, e separadas
da seguinte maneira: Tabela 3, todas as proteinas identificadas (grupo controle
e grupo tratado); Tabela 4, proteinas identificadas apenas no grupo controle;

Tabela 5, proteinas exclusivas do grupo tratado.

A proteina titina foi encontrada apenas no grupo tratado (Tabela 5). Esta
proteina esta envolvida na tensdo miocardica passiva e no retrocesso elastico
dos midécitos cardiacos, contribuindo assim para o enchimento do ventriculo
esquerdo durante a fase de diastole (124). Devido ao “splicing” alternativo e
modificacdes pés-traducionais, diversas proteoformas da titina sdo produzidas
(125). A modificacdo na razdo entre essas proteoformas tem sido relacionada
com doencas cardiacas, como a cardiomiopatia dilatada, a insuficiéncia
cardiaca diastolica e a insuficiéncia cardiaca congestiva isquémica crénica
(126-130).
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Outra proteina encontrada apenas no grupo tratado (Tabela 5) é a desmina,
um filamento intermediario especifico de muasculo que forma uma rede
citoesquelética com elementos estruturais que mantém a integridade da célula,
participam da sinalizacdo mecéanico-quimica e transmissdo de forca (131).
Durante a hipertrofia por sobrecarga de presséo, a desmina permite que a forca
seja normalmente propagada pela miofibrila devido a ligacdo fisica existente
com os sarcomeros recém-formados (132). Isso demonstra o papel dessa
proteina durante o remodelamento cardiaco para suprir a insuficiéncia do
coracdo. Apesar de essas proteinas estarem presentes em condi¢cdes
fisiolégicas, sua presenca apenas no grupo tratado pode indicar um aumento
da sua expressédo para compensar a situacao clinica. Contudo, por se tratar de
uma andlise qualitativa, ndo podemos afirmar que o tratamento com

isoproterenol induziu uma alteracdo na abundancia dessa proteina.

Dentre as proteinas do grupo tratado, também foi identificada a proteina
HSP70, que apresenta func@o protetora contra estresses exdgenos, como
calor, processo oxidativo ou isquemia, além de controlar processos
apoptoéticos. Com isso, na fase adaptativa do tecido cardiaca em reacdo a
algum tipo de estresse, ocorre uma protecdo do tecido pelo aumento da
expressdo da proteina HSP70, que diminui a ativacdo das vias apoptéticas e
aumenta as cascatas antiapoptoticas, como AKT (133-135). Essa proteina esta
relacionada com o complexo PRP19 (Figura 14), que permite a unido e o
funcionamento do spliceossoma durante sua ativacdo, além de promover a

ubiquitinacdo de proteinas para serem degradadas via o proteassoma (136).
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Tabela 3: Proteinas identificadas nos grupos controle e tratado

ID
Q02566
P11087
PO7724
055143

Q7SIG6

P17897
Q8C3P7
P02088
Q91WRS
P68033
Q01149
Q03265
P56480
P08122
P60710
Q8BMS1
POCG49
P68369
070468
P16858
P14602
P68372
P10126
Q8VEMS
P63101
P54071
Q8BFZ3

GENE
Myh6
Collal
Alb
Atp2a2

Asap?2

Lyz1
Mettl3
Hbb-b1
Gpx6
Actcl
Colla2
Atp5fla
Atp5f1b
Col4a2
Actb
Hadha
Ubb
Tubala
Mybpc3
Gapdh
Hspbl
Tubb4b
Eeflal
Slc25a3
Ywhaz
Idh2
Actbl2

Proteina

Myosin-6

Collagen alpha-1(I) chain

Serum albumin

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2

Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-
containing protein 2

Lysozyme C-1

N6-adenosine-methyltransferase subunit METTL3
Hemoglobin subunit beta-1

Glutathione peroxidase 6

Actin, alpha cardiac muscle 1

Collagen alpha-2(I) chain

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Collagen alpha-2(1V) chain

Actin, cytoplasmic 1

Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial
Polyubiquitin-B

Tubulin alpha-1A chain

Myosin-binding protein C, cardiac-type
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Heat shock protein beta-1

Tubulin beta-4B chain

Elongation factor 1-alpha 1

Phosphate carrier protein, mitochondrial

14-3-3 protein zeta/delta

Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial

Beta-actin-like protein 2
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Tabela 4: Proteinas identificadas apenas no grupo controle

ID GENE Nome Proteina
P48774 Gstm5  Glutathione S-transferase Mu 5
P10853  Histlh2bf Histone H2B type 1-F/J/L
POCO0S6 H2afz  Histone H2A.Z
Q99JYO Hadhb  Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial
P08249 Mdh2 Malate dehydrogenase, mitochondrial
Q9QZH3 Ppie Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E
P09542 Myl3 Myosin light chain 3
Q60662 Akap4  A-kinase anchor protein 4
Q9CzuU6 Cs Citrate synthase, mitochondrial
P50289 Acrvl Acrosomal protein SP-10
P48787 Tnni3  Troponin |, cardiac muscle
P38647 Hspa9  Stress-70 protein, mitochondrial
P58771 Tpml  Tropomyosin alpha-1 chain
Q8BWT1 Acaa2 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
P17742 Ppia Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
P48962 Sic25a4 ADP/ATP translocase 1

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member
3

P32037 Slc2a3
Q9QUM9 Psma6 Proteasome subunit alpha type-6
Q6P8J7 Ckmt2  Creatine kinase S-type, mitochondrial
A3KGV1 Odf2 Outer dense fiber protein 2

P63038 Hspdl 60 kDa heat shock protein, mitochondrial

Q9DB77 Uqgcrc2  Cytochrome b-c1l complex subunit 2, mitochondrial
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Tabela 5: Proteinas identificadas apenas no grupo tratado (coracgéo
hipertrofiado)

ID
A2ASS6
P31001
Q62234
P70296
P50247
Q8VCR?
Q9CS42
P63017
P49722
Q97204
P61205
P68037
P24369
009061
P62334
P18760
P27106
P61979
Q9z2U1

GENE
Ttn
Des

Myom1

Pebpl

Ahcy
Abhd14b
Prps2

Hspa8

Psma2

Hnrnpc

Arf3

Ube2I3

Ppib

Psmbl

Psmc6
Cfl1

Amh

Hnrnpk

Psmab

Proteina

Titin

Desmin

Myomesin-1

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Adenosylhomocysteinase

Alpha/beta hydrolase domain-containing protein 14B
Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2

Heat shock cognate 71 kDa protein

Proteasome subunit alpha type-2

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
ADP-ribosylation factor 3

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

Proteasome subunit beta type-1

26S protease regulatory subunit 10B

Cofilin-1

Muellerian-inhibiting factor

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Proteasome subunit alpha type-5
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Figura 14: O complexo PRP19. A proteina HSP73 (destacada em vermelho na figura)
faz parte do complexo PRP19, responsavel pela unido e funcionamento do
spliceossoma durante a sua ativacao

A partir desses dados, concluimos que somente a andlise qualitativa das
proteinas apdés o processo de descelularizagdo ndo seriam suficientes para
uma melhor compreensdo do processo patolégico de hipertrofia cardiaca.
Assim, direcionamos o estudo para uma analise quantitativa e comparativa do
proteoma de cardiomiécitos isolados de coracdes sadios e hipertrofiados, para

complementar os resultados obtidos.
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4.2.2 Cardiomioécitos

Para realizar o estudo quantitativo do proteoma de cardiomiocitos (controle
e tratado), nos utilizamos a técnica de “Aquisicdo Independente de Dados”
(DIA, sigla em inglés), utilizando a estratégia MSE, e o0 método de gquantificacéo

livre de marcacéao (“label-free”, nome em inglés).

Ao todo, nos identificamos e quantificamos 1297 proteinas nas trés
replicatas bioldgicas (independentes) apds aplicar os filtros descritos na secao
Material e Métodos. Como pode ser observado na Figura 15, as intensidades

das proteinas apresentaram uma distribuicdo normal.

Além disso, pode-se observar pela Figura 16 que as intensidades foram
normalizadas de forma satisfatoria (ver a secdo Material e Métodos para

maiores informacgdes quanto ao processamento dos dados).

Como os dados apresentavam uma distribuicdo normal, nds utilizamos a
andlise de variancia One-Way ANOVA, utilizando o grupo controle como
referéncia e p < 0,05 para identificar as proteinas reguladas pelo tratamento
(Figura 17).
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Figura 15: Histograma das intensidades das proteinas identificadas e
guantificadas dos cardiomiocitos. As intensidades foram transformadas para escala
logaritmica em base 2 (log2). Como pode ser observado, todos 0s grupos apresentam
uma distribuicdo normal das intensidades. Abreviacdes: CC1, grupo controle replicata
1; CC2, grupo controle replicata 2; CC3: grupo controle replicata 3; TC1, grupo tratado
replicata 1; TC2, grupo tratado replicata 2; TC3: grupo tratado replicata 3
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Figura 16: Boxplot. Distribuicdo das intensidades das proteinas identificadas e
guantificadas em cada grupo experimental. As intensidades estdo representadas
em escala logaritmica de base 2 (log2) e apés normalizacdo dos dados. Abreviacdes:
CC1, grupo controle replicata 1; CC2, grupo controle replicata 2; CC3: grupo controle
replicata 3; TC1, grupo tratado replicata 1; TC2, grupo tratado replicata 2; TC3: grupo
tratado replicata 3
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Volcano plot (p-value vs. log fold change)

Log fold change

Figura 17: Volcano plot. Distribuicdo dos valores-p (Eixo Y) em relacdo as
intensidades das proteinas em escala logaritmica de base 2 (log2) (Eixo X). A linha

s

tracejada representa p = 0,05, que € o limite para uma proteina ser considerada
regulada neste trabalho

A Tabela 6 apresenta as proteinas que apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) entre os grupos controle e tratado. Nesta tabela, os
valores de abundéncia das proteinas estdo em escala logaritmica de base 2
(log2). Ou seja, valores negativos significam que as proteinas foram reguladas
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negativamente (abundancia diminuida) com o tratamento e valores positivos
indicam proteinas reguladas positivamente, ou seja, representam moléculas
gue aumentaram sua abundancia com o tratamento. Como pode ser observado
na tabela, o isoproterenol aumentou aproximadamente 3 vezes a abundancia
de um fragmento da titina (log2 = 1,66 ou antilog = 3,16), corroborando os
dados obtidos no estudo qualitativo da matriz descelularizada, onde essa

proteina foi identificada apenas no grupo tratado.

De uma maneira geral, observam-se proteinas envolvidas na sintese de
proteinas (e.x., fatores de iniciacdo eucaridtica) serem reguladas
negativamente pelo tratamento (Tabela 6). JA em relacdo as proteinas
reguladas positivamente, percebe-se um aumento de proteinas associadas ao
metabolismo celular (e.x., glicose 6-P isomerase), componentes do sistema
redox (e.x., superoxido dismutase) e proteinas estruturais do citoesqueleto
(e.x., miosina, troponina, etc.), indicando que o tratamento causa,
respectivamente, uma possivel alteragcdo metabdlica, um aumento do estresse
oxidativo e, como demonstrado anteriormente pelos estudos morfolégicos, uma

hipertrofia dos cardiomidcitos.
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ID
Q80WC9

Q9JI39
QICXJ4
Q9DBL1
Q8QZT1
Q9QYR?
Q3U965
B7ZMV1
QSFWB7
P14824

AOAOR4J2C1

Q99PT1
Q6PIES
P14094
054994
Q9DB20
Q9JLV1
G3UYQ2
A2AUY4
Q8CGN4
Q8CHWS5
QICWG9

GENE
Aasdh

Abcb10
Abch8
Acadsb
Acatl
Acot3
Acot8
Adamts18
Aldoa
Anxa6
Apbbl
Arhgdia
Atpla2
Atplbl
Atp2a2
Atp5po
Bag3
Bag6
Baz2b
Bcor
BicdlI2
Bloc1s2

Razao*
0,83
1,15
1,96
-1,46
-0,27
-1,52
-3,20
-1,94
0,19
0,55
2,91
0,92
0,46
0,55
0.20
-0,38
0,71
-0,85
1,53
-0,97
1,18
-4,83

valor-p
0,0106

0,0031
0,0281
0,0046
0,0488
0,0409
0,0134
0,0308
0,0429
0,0351
0,0067
0,0103
0,0152
0,0458
0.0037
0,0132
0,0172
0,0200
0,0469
0,0044
0,0394
0,0023

Tabela 6: Proteinas reguladas ap6s o tratamento com o isoproterenol

Proteina
Beta-alanine-activating enzyme

ATP-binding cassette sub-family B member 10, mitochondrial
ATP-binding cassette sub-family B member 8, mitochondrial
Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial

Acyl-coenzyme A thioesterase 3

Acyl-CoA thioesterase 8, isoform CRA ¢

Adamts18 protein

Fructose-bisphosphate aldolase

Annexin A6

Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family B member 1
Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1
Sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (Fragment)

ATP synthase subunit O, mitochondrial

BAG family molecular chaperone regulator 3

Large proline-rich protein BAG6

Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B

BCL-6 corepressor

BICD family-like cargo adapter 2

Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 2
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P55105
Q8C801
D3YWT5
PODP28
Q3TUF3
A2AHC3
Q921U7
P51637
E9Q8Q6
Q9JJD8

Q08857
D3YYTO
K4DI74
Q61400

Q9EQR4
Q70KF4
A2AL36
Q54AC6
P19783

QICPQ1
P17665
035927
Q8BUI5

Bmp8b

C230071H18Rik

Cabp5
Calm3
Calu
Camsapl
Cast
Cav3
Ccdcl41
Cct2

Cd36
Cdh2
Cdh23
Ceacaml10
Clca3a2
Cmyab
Cntrl
Cox17
Cox4il
Cox6c
Cox7c
Ctnnd2
Cul7

1,11
2,23
-2,33
-0,91
-0,74
-1,74
1,83
1,69
-2,41
-3,76

-0,52
1,58
-2,38
-2,07
3,50
0,61
-1,22
1,06
-0,78
0,52
1,47
-0,89
-3,97

0,0498
0,0113
0,0158
0,0063
0,0343
0,0393
0,0142
0,0055
0,0401
0,0391

0,0162
0,0014
0,0440
0,0032
0,0324
0,0010
0,0016
0,0061
0,0017
0,0094
0,0362
0,0160
0,0080

Bone morphogenetic protein 8B

C230071H18Rik protein

Calcium binding protein 5, isoform CRA_b
Calmodulin-3

Calumenin, isoform CRA_a

Calmodulin-regulated spectrin-associated protein 1
Calpastatin

Caveolin-3

Coiled-coil domain-containing 141

Brain cDNA, clone MNCb-1272, similar to Mus musculus chaperonin subunit 2
(beta) (Cct2), mMRNA
Platelet glycoprotein 4

Cadherin-2

Cadherin-23

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 10
Chloride channel accessory 3A2
Cardiomyopathy-associated protein 5

Centriolin

Cox17p

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C

Cytochrome c oxidase subunit 7C, mitochondrial
Catenin delta-2

Uncharacterized protein
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P53395

Q92256
Q9CQ62
Q9DBBS
Q80TX4
Q8BMF4

Q9D832
E9Q557
Q01279
P60843
E9Q561
A9L8TO
QICRD2
Q921G7
P22315
PODM40
E9Q043
Q97239
D2KHZ9
Q61602
P26443
AOAOAGYW67

Dbt

Ddx47
Decrl
Dhdh
mKIAA0577
Dlat

Dnajb4
Dsp
Egfr

Eif4al

Eif4a2
Elk1

Emc2
Etfdh
Fech

Ferll5

Fndcl

Fxyd1

Gapdh
Gli3

Gludl

Gm8797

-0,47

-1,88
-0,96
-0,51
-2,58
-0,91

0,63
-1,05
-1,91
-1,11
-0,88
-0,76
1,13
-0,72
-1,22
-1,56
-3,02
0,95
0,48
-2,63
-0,66
-2,07

0,0346

0,0001
0,0390
0,0016
0,0316
0,0117

0,0014
0,0027
0,0013
0,0068
0,0102
0,0354
0,0401
0,0345
0,0260
0,0205
0,0230
0,0186
0,0289
0,0090
0,0074
0,0381

Lipoamide acyltransferase component of branched-chain alpha-keto acid
dehydrogenase complex, mitochondrial
Ddx47 protein

2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial
Trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase
MKIAAQ577 protein

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate
dehydrogenase complex, mitochondrial
DnaJ homolog subfamily B member 4

Desmoplakin

Epidermal growth factor receptor

Eukaryotic initiation factor 4A-

Eukaryotic initiation factor 4A-Il

Elk-1

ER membrane protein complex subunit 2
Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial
Ferrochelatase, mitochondrial

Fer-1-like protein 5

Fibronectin type Il domain-containing 1
Phospholemman
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Transcriptional activator GLI3

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
mCG23377, isoform CRA b
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D3Z1M1
Q91VW5
AOALW2P7VO
E9PWO03
B2RXT5
P46425
Q99L13
Q6GSS7
QSEBPS
088569
Q8BIL5
P07901
P38647
P14602
Q7TMYS8
E9PZI6
Q6ZPU9
EOCYI5
QOVDV7
P02468
Q9Z2I0
Q8CGK3
Q3TS70

Gnb2
Golga4
Gopc
Gpaal
Gpil
Gstp2
Hibadh
Hist2h2aa2
Hnrnpal
Hnrnpa2bl
Hook1
Hsp90aal
Hspa9
Hspbl
Huwel
Katnal
Kiflbp
Kng2
Kras
Lamcl
Letml
Lonpl
Lsm14b

1,30
2,01
-2,07
2,17
1,23
-0,92
-0,38
-0,70
-1,19
0,38
4,10
0,78
-0,55
0,42
-4,31
3,67
3,15
1,33
-1,50
1,93
-0,33
-0,64
2,06

0,0117
0,0131
0,0039
0,0329
0,0001
0,0226
0,0388
0,0020
0,0138
0,0031
0,0061
0,0383
0,0419
0,0109
0,0050
0,0071
0,0196
0,0037
0,0461
0,0157
0,0361
0,0212
0,0005

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2
Golgin subfamily A member 4

Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-containing protein
Glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 protein
Glucose-6-phosphate isomerase

Glutathione S-transferase P 2

3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial
Histone H2A type 2-A
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Protein Hook homolog 1

Heat shock protein HSP 90-alpha

Stress-70 protein, mitochondrial

Heat shock protein beta-1

E3 ubiquitin-protein ligase HUWEL1

Katanin p60 ATPase-containing subunit Al

KIF1-binding protein

kininogen 2

Kras protein

Laminin subunit gamma-1

Mitochondrial proton/calcium exchanger protein

Lon protease homolog, mitochondrial

Uncharacterized protein
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POCWO03
P97412
F6Q750
054782

Q8BW75
Q3TF99
P04249

Q99MRS8
Q8R407
Q9D023

G3UYJ5
P09922
070468
Q91783

A2AQPO

Q8VDD5
P09542
Q60605

QIQVP4

F8VQB6
E9Q1F5
EOCZEQ
A3R485

Ly6c2
Lyst
Macfl
Man2b2
Maob
Marco
MB
Mcccl
MIh3
Mpc2
Mtx1
Mx1
Mybpc3
Myh7
Myh7b
Myh9
Myl3
Myl6
Myl7
Myo10
Myo5c
Nael
ND3

-1,29
-5,34
0,66
2,60
0,81
-2,97
1,16
-1,48
-1,39
0,38
1,27
0,41
0,49
0,64
0,40
0,40
0,45
-2,31
-0,95
1,45
-3,80
1,80
7,73

0,0077
0,0354
0,0483
0,0163
0,0383
0,0294
0,0026
0,0049
0,0359
0,0127
0,0118
0,0230
0,0015
0,0290
0,0437
0,0059
0,0268
0,0003
0,0188
0,0210
0,0040
0,0063
0,0119

Lymphocyte antigen 6C2
Lysosomal-trafficking regulator
Microtubule-actin cross-linking factor 1
Epididymis-specific alpha-mannosidase
Amine oxidase [flavin-containing] B
Uncharacterized protein

Myoglobin

Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mitochondrial
MutL-like protein 3

Mitochondrial pyruvate carrier 2

Metaxin-1

Interferon-induced GTP-binding protein Mx1
Myosin-binding protein C, cardiac-type
Myosin-7

Myosin-7B

Myosin-9

Myosin light chain 3

Myosin light polypeptide 6

Myosin regulatory light chain 2, atrial isoform
Unconventional myosin-X

Myosin VC

NEDDS8-activating enzyme E1 regulatory subunit
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3
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G5E814
Q9CQI1
Q9CR21
D3YUK4
Q9CQJ8
Q99LY9
AOAOABYY59
P08556
AOA1W2P6H1
P58281
Q9D051
Q8R2U8
Q8CI51
Q3U726
P09041
Q80TJ7
Q6T3A5
P52480
QIDCE3
AOAOU1RPTO
AOALY7VNU2
Q8C6E9
Q69276

Ndufall
Ndufa3
Ndufabl
Ndufb10
Ndufb9
Ndufs5
Nmd3
Nras
Obscn
Opal
Pdhb
Pdk1
Pdlim5
Pgaml
Pgk2
Phf8
Pkhd1
Pkm
Pmm2
Ppp6rl
Ptpn21
Pura
Pus7

-0,54
-1,24
-1,32
-0,36
0,22
-0,53
-5,93
-3,46
1,37
-0,55
0,39
-1,13
-1,32
-0,99
0,75
0,77
0,92
0,55
1,29
-1,01
-2,53
2,93
-1,33

0,0189
0,0086
0,0238
0,0117
0,0497
0,0175
0,0127
0,0135
0,0254
0,0436
0,0040
0,0001
0,0192
0,0002
0,0045
0,0355
0,0165
0,0008
0,0295
0,0063
0,0404
0,0302
0,0093

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 3
Acyl carrier protein, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 5

60S ribosomal export protein NMD3

GTPase NRas

Obscurin

Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial
Pdk1 protein

PDZ and LIM domain protein 5

Phosphoglycerate mutase

Phosphoglycerate kinase 2

Histone lysine demethylase PHF8

PKHD1

Pyruvate kinase

Phosphomannomutase

Serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory subunit 1
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 21
Uncharacterized protein

Pseudouridylate synthase 7 homolog
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Q3TJQ7
Q6ZPF0
QOPD24
Q4VOWS
QOPD49
Q3Uz51
Q917Q5
I7THLV?2
P14115
P17563
P82348
Q3UWP4
Q8BH59
Q921R7
Q68FLO
Q3Usw4
Q62417
G3UXX3
Q8BUA9
C6EQH3
B5KM66
P21981
Q3UUT9

Pygl
Rabla
Rab30
Rab4b
Rab8b
Rbm39
Rpe65
Rpl10
Rpl27a

Selenbpl
Sgcg
Sicl6al
Slc25a12
Slc35a5
Slc8al
Sod2
Sorbs1

Spr
Stripl
Suclg2
Syce3
Tgm2
Thoc2

-1,02
1,81
-1,80
-2,33
-1,35
-3,16
-1,83
-0,23
4,04
1,58
-1,17
2,19
-0,53
0,69
0,85
0,74
-1,46
0,56
-3,37
0,81
-3,44
0,78
-3,47

0,0445
0,0119
0,0172
0,0244
0,0020
0,0164
0,0330
0,0313
0,0101
0,0460
0,0240
0,0006
0,0115
0,0102
0,0396
0,0001
0,0370
0,0026
0,0097
0,0177
0,0329
0,0122
0,0018

Alpha-1,4 glucan phosphorylase

Ras-related protein Rab-1A

RAB30, member RAS oncogene family, isoform CRA _a
RAB4B, member RAS oncogene family

RAB8B, member RAS oncogene family
Uncharacterized protein

Retinoid isomerohydrolase

60S ribosomal protein L10

60S ribosomal protein L27a

Methanethiol oxidase

Gamma-sarcoglycan

Uncharacterized protein

Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl
Probable UDP-sugar transporter protein SLC35A5
Sodium/calcium exchanger 1

Superoxide dismutase

Sorbin and SH3 domain-containing protein 1
Sepiapterin reductase

Uncharacterized protein

Succinate--CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial
Synaptonemal complex central element protein 3
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2
Uncharacterized protein
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AOA1BOGT60 Thsd1l -2,43 0,0010 Thrombospondin type-1 domain-containing protein 1
Q9DAV9 Tmem38b -1,68 0,0460 Trimeric intracellular cation channel type B
P19123 Tnncl 0,72 0,0017 Troponin C, slow skeletal and cardiac muscles
E9QLKY Trrap -2,38 0,0291 Transformation/transcription domain-associated protein
A4Q9F1 TtlI8 -8,31 0,0225 Protein monoglycylase TTLLS8
A2AT65 Ttn 1,66 0,0014  Titin
A2AQ07 Tubbl -2,02 0,0007 Tubulin beta-1 chain
Q6PAM1 TxIna -2,78 0,0379 Alpha-taxilin
P10639 Txn -0,49 0,0204 Thioredoxin
Q7TN22 Txndcl6 1,66 0,0017 Thioredoxin domain-containing protein 16
Q9CZzY3 Ube2vl 0,45 0,0417 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
Q9JKB1 Uchi3 0,85 0,0003 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3
Q8BR39 Vapb -4,62 0,0269 Uncharacterized protein
Q64727 Vcl 0,48 0,0266  Vinculin
Q8VHI5 Vit 1,86 0,0049  Vitrin

AOAO089VPF9 Xirp2 -1,56 0,0253 Xin actin-binding repeat containing 2 short splice form
B1AVD1 Xpnpep2 0,21 0,0057 Xaa-Pro aminopeptidase 2
P63101 Ywhaz -1,30 0,0499 14-3-3 protein zeta/delta

AOAO087WRAS5 Zcchc2 -1,12 0,0346 Zinc finger CCHC domain-containing protein 2
B2KFW1 Zscan20 -0,53 0,0486 Zinc finger and SCAN domain-containing protein 20

*Razdo: Grupo tratado vs. grupo controle. Os valores estdo expressos em escala logaritmica em base 2 (log2). Valores positivos e negativos
indicam regulacao positiva e negativa pelo tratamento, respectivamente
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Visando aprofundar nossa analise em um contexto biolégico, submetemos
a lista contendo as proteinas reguladas ao programa “Ingenuity Pathway
Analysis” (IPA, Qiagen). A partir do processamento dos dados, conseguimos
verificar uma relacéo entre as proteinas encontradas em nossos experimentos
com algumas vias de sinalizacdo que podem estar envolvidas na patogénese
da hipertrofia cardiaca. A Figura 18 representa as vias que apresentam a maior
probabilidade de estarem relacionadas com os nossos dados (menores
valores-p). Além disso, foi realizada uma analise causal que utiliza os dados
experimentais (proteinas reguladas pelo tratamento) para calcular o “z-score” e,
assim, prever possiveis modulacdes (ativacdo ou inibicdo) de vias celulares
(122). Um z-score positivo (barra laranja, Figura 18) indica uma grande
probabilidade de o tratamento com isoproterenol ativar a via correspondente.
Em contrapartida, um z-score negativo (barra azul, Figura 18) indica uma

possivel inibicdo da via.

O tratamento com o isoproterenol induziu uma possivel ativacdo da
sinalizagdo da quinase ligada a integrina (“integrin-linked kinase” ou ILK, em
inglés) e do citoesqueleto de actina (“actin cytoskeleton signaling”, em inglés)
(Figura 18). Os nossos dados corroboram com a literatura, pois um estudo
seminal, com pacientes diagnosticados com hipertrofia patolégica dos
ventriculos induzida por sobrecarga de pressdo, demonstrou que estes
individuos apresentavam um aumento da expressdo da ILK. Os autores
demonstraram também a importancia dessa quinase no remodelamento
cardiaco. Utilizando animais que expressavam a ILK constitutivamente ativada
(ILKS343D) | foi observada uma hipertrofia cardiaca induzida pelo tratamento com
a angiotensina Il, enquanto nao foi detectado esse fendtipo em animais que
apresentavam essa quinase inativada (ILKR?'14) (137). A reorganizacdo do
citoesqueleto, formado pelas diferentes proteoformas de actina, miosina, titina,
vinculina, dentre outras, também ocorre durante o remodelamento cardiaco. O
isoproterenol induziu o aumento da abundéncia dessas proteinas, como as
cadeias pesadas (MYH7, MYH9 e MYH7B) e leves (MYL3) da miosina, a titina
(TTN) e a vinculina (VCL) (Tabela 6). Alem disso, demonstramos anteriormente
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0 aumento do depdsito de actina nos cardiomidcitos (Figura 11) e nossas
analises indicaram a ativacao do citoesqueleto de actina (Figura 18), indicando

uma consisténcia nos dados.

Como pode ser observado na Figura 18, nossas analises indicaram uma
possivel inibicdo das vias de sinalizacdo das sirtuinas pelo tratamento com
isoproterenol, indicando uma possivel regulacdo negativa da expressao dessas
moléculas, apesar de ndo termos encontrado nenhuma proteoforma das
sirtuinas neste trabalho (Tabela 6). Estudos recentes vém demonstrando o
papel protetor das sirtuinas no coracéo (138). Por exemplo, a Sirt3 melhora a
funcdo mitocondrial e reduz o estresse oxidativo. Sua expressédo é aumentada
em casos leves de hipertrofia, contudo, em casos graves, a expressao de Sirt3
€ regulada negativamente (139). Em um estudo utilizando animais
geneticamente modificados, foi demonstrado que a Sirt6 também &
cardioprotetora, pois animais knockout para essa proteoforma apresentaram
hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, sendo essas patologias atenuadas em
animais que superexpressavam a Sirt6 (140). Desta forma, 0os nossos dados
estdo alinhados com as recentes descobertas que demonstram um importante
papel das sirtuinas na prevencdo de hipertrofia, sendo a expressao dessas
proteinas alterada negativamente em casos graves de remodelamento

cardiaco, como parece ser 0 nosso modelo.

As proteinas reguladas pelo tratamento também estdo associadas a
glicdlise (Figura 18), uma via metabdlica importante na producéo de energia
(ATP). Apesar de néo ter sido possivel inferir a modulacéo desta via metabdlica
(ativacdo ou inibicdo), com excecéo da fosfoglicerato mutase 1 (PGAM1), que
foi regulado negativamente nos cardiomiécitos hipertrofiados (Tabela 6), todas
as outras enzimas identificadas no nosso estudo e relacionadas com a glicélise
foram reguladas positivamente pelo tratamento, como a glicose 6-P isomerase
(GPI), frutose bifosfato aldolase (ALDOA), fosfoglicerato quinase 2 (PGK2) e
piruvato quinase M1/2 (PKM) (Tabela 6). Desta forma, podemos concluir que a
atividade da glicdlise esta aumentada, provavelmente devido a maior
necessidade dos cardiomiécitos para realizar suas funcées em detrimento do
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aumento da demanda de oxigénio e nutrientes. A medida que o tecido cardiaco
sofre morte celular, as células que sobrevivem necessitam suprir suas
atividades promovendo a ativacdo de genes relacionados a proteinas que
participam do processo de obtencdo de energia, aumento de estruturas

responsaveis pela forca e contracdo, além de outras vias importantes.

W positive z-score z-score =0 M negative z-score no activity pattern available
6
5
@
34
o
P
a3
&
g
- 2
1
0 - c c = — o > @ o = =
a 5 . 2 z ] c 2 w0 £ = =27 £
& S = = & = E b4 = £ £ £
= 3 o] 9 o ™ ]
= g g = £ z c £ =0 c c 62 [=
S c 5 < 5 @ =) 5 &5z 5 =) £0 5
> A i 2 a & n a 2 n in 5w (]
[G] v o = o @ c o £ c c g N
© t& 6 g £ g 5 s 0% 5§ 5 sh &
g3 = 2 2 g 5 s % ] 3 g [
£ o ] a =) 3 S = cY 5 i >
Ta c o n © 3 G = - 3 g
b Jc:) = (= g =0 e S .5
T e T 2 3 =R 2 o 27
£ £ X & c ¥ 5 £ TE
o s 3z “ L T e
w ] ] < £Z
a = o

Figura 18: Vias de sinalizag&o celular possivelmente moduladas pelo tratamento
com o isoproterenol. Predicdo das vias possivelmente envolvidas no processo de
hipertrofia. As mesmas estdo ordenadas em funcdo dos valores-p. Apenas as 14 vias
com maior probabilidade de estarem relacionadas com o nosso “dataset” (menores
valores-p) estdo representadas. Barra laranja (z-score > 0) indica uma potencial
ativagdo da via pelo tratamento e em azul (z-score < 0) inibicdo. Cinza ou branco
indica que néo foi possivel imputar uma possivel modulagdo da via, seja porque o z-
score foi muito préximo de zero ou devido a insuficiéncia de informacdes disponiveis
no banco de dados (“Ingenuity Knowledge Base”)

Visando uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos no remodelamento do proteoma dos cardiomiocitos no modelo de
hipertrofia estudado neste trabalho, nés utilizamos novamente o modelo causal
do IPA para predizer possiveis reguladores “upstream” do proteoma regulado.
Essa analise utiliza os dados experimentais para imputar possiveis moléculas
(fatores de transcricdo, enzimas, micro-RNAs, etc) responsaveis pela

modulacdo de proteinas reguladas utilizando a base de dados “Ingenuity
3V

ILK Signaling



Knowledge Base” e calculando o z-score. Neste sentido, foi observado o papel
central de duas proteoformas da DNA-metiltransferase (DNMT), a DNMT3A
(Figura 19) e DNMT3B (Figura 20), sendo que nossos dados indicam uma

possivel inibicdo dessas enzimas pelo tratamento.

A metilacdo do DNA € uma marca epigenética hereditaria que envolve a
transferéncia de um grupo metil para uma citosina, sendo catalisada e regulada
por DNMTs (141). Essas enzimas sao bastante ativas durante a fase S do ciclo
celular e copiam o padrdo de metilacdo para a fita-filna de DNA recém-
sintetizada. O padrédo de metilacdo do DNA pode regular coordenadamente o
grau de condensacao da heterocromatina através da interacdo de DNMTs com
outras modificacdes, principalmente a metilagcdo de histonas (142), relacionado

normalmente ao silenciamento transcricional (143).

Regides do genoma ricas em motivos CpGs ndo metilados, as ilhas CpGs,
sao frequentemente encontradas em promotores, havendo uma resposta ao
ambiente ou estimulos. Essas DNMTs podem ser recrutadas para tais regides

e reprimir a transcricdo de alguns genes (143).
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Figura 19: Rede de interagdes entre a DNMT3A e seus alvos moleculares. Como a
DNMT3A inibe a transcricio dos genes MYH7, MYH7B, MYL3 e SLC8AL, e os
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produtos desses genes (proteinas) foram regulados positivamente (dados
experimentais, Tabela 6), o algoritmo previu que a DNMT3A foi inibida (z-score = -
2,00) pelo tratamento

Como demonstrado na Figura 19, nossas analises indicaram uma possivel
inibicdo da atividade da DNMT3A na hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol (z-score = -2,00), pois essa enzima inibe a expressao génica de
MYH7, MYH7B, MYL3 e SLC8A1 (dados do “Ingenuity Knowledge Base”), e as
proteinas associadas a esses genes foram reguladas positivamente pelo
tratamento, como pode ser observado na figura e na Tabela 6. Esse cluster
formado por proteinas que compdem a cadeia de miosina, que € essencial para
a funcdo contratil cardiaca, MYH7 (cadeia pesada 7 de miosina), MYH7B
(cadeia pesada 7B de miosina), MYL3 (cadeia leve 3 de miosina), além do
SLC8A1 ou NCX1 (trocador Na*/Ca?*), responsavel pelo manutencdo dos
niveis desses ions, principalmente durante o processo de acoplamento

excitagdo/contragéo.

O trabalho de Fang e colaboradores (144) corrobora com os nossos dados.
O knockout da DNMT3A em cardiomiécitos embrionarios levou a uma
consideravel diminuicdo dos niveis de metilacdo encontrados nos promotores
de Myh7, Myh7b, Tnni3 (troponina 13) e Tnnt2 (troponina T2). O efeito direto
disso € a superexpressao de proteinas envolvidas com a contracdo cardiaca e
isso pode potencializar o desenvolvimento da hipertrofia patoldgica,
comprometendo a contratilidade das células adultas (145).

Em um modelo de hipertrofia patologica induzida por DBCAMP (Dibutiril-
cAMP), também foi visualizado que a DNMT3A regula genes diretamente
relacionados a cardiomiopatia hipertréfica (Myh7, Gata4, Mef2c, Nfatcl, Myh7b,
Tnni3, Bnp) (146).

A DNMT3B também foi possivelmente inibida pelo tratamento (Figura 20).
Além das proteinas citadas acima que compdem a cadeia pesada da miosina,
essa enzima também inibe a expressdo do CD36. A inibicdo da DNMT3B

também deveria induzir um aumento da abundéancia do CD36. Contudo, como
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pode ser observado na Figura 20 e na Tabela 6, o tratamento induziu uma
regulacdo negativa do CD36, indicando a participacdo de um outro regulador
de expressdo génica para essa proteina ou, ainda, que a mesma € alvo de

degradacdo (via ubiquitina-proteassoma, por exemplo) apds o tratamento.
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Figura 20: Rede de interagcdes entre a DNMT3B e seus alvos moleculares. Como a
DNMT3A inibe a transcricdo dos genes MYH7, MYH7B, MYL3 e SLC8AL, e os
produtos desses genes (proteinas) foram regulados positivamente (dados
experimentais, Tabela 6), o algoritmo previu que a DNMT3B foi inibida (z-score = -
1,34) pelo tratamento)

O CD36 é um translocador de alta afinidade para acidos graxos advindos de
lipoproteinas e albumina, fornecendo um suporte metabélico importante para
os cardiomidcitos. A diminuicdo da sua expressao acelera a progressdo da
hipertrofia cardiaca compensada para insuficiéncia (147), o que pode ser
ampliada na presenca de alta oferta de lipideos, devido ao acumulo dessas

moléculas e inflamacéao (148).

Alguns trabalhos relatam a metilagdo do promotor da CD36, além de alguns
SNPs que agem independentes, para a regulacdo do transcrito (149). No

entanto, no que tange a metilagdo, ainda n&o é claro qual DNMT é o

responsavel por este evento. Com base nos achados deste trabalho, sugere-se
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verificar o papel da DNMT3B no controle da expressédo de CD36, que poderia
afetar a taxa metabdlica da célula, condicionando a uma hipertrofia patologica

ou nao.

O ESRRA (receptor alfa nuclear relacionado a estrogénio) também foi
destacado como uma proteina chave na regulacdo do proteoma de
cardiomiécitos hipertrofiados, sendo predita a inibicdo da atividade desse
receptor (Figura 21). O ESRRA induz a expressado de genes relacionados
diretamente com a producéo de energia, como a ATP50 (complexo F1 da ATP
sintase) e o DLAT (diixroxilipoamida S-acetiltransferase ou E2 do complexo da
piruvato desidrogenase-PDH). Por outro lado, o ESRRA tem papel inibitorio
para a ALDOA (aldolase A), PDK1 (piruvato desidrogenase quinase) e PYGL
(glicogénio fosforilase hepética). Essas proteinas possuem clara relacdo
metabdlica, sendo o DLAT envolvido na producdo de acetil-CoA a partir de
piruvato e CoASH, que é posteriormente direcionado para o ciclo do acido
citrico, para a producdo de coenzimas reduzidas que geram o gradiente de
prétons H* no espaco intermembrana mitocondrial, sendo utilizado como forca
protomotriz pela ATP sintase (0 qual ATP50 faz parte) para a producdo do
ATP. Como essas proteinas foram reguladas negativamente pelo tratamento
(Figura 21 e Tabela 6), e observamos a via de disfungdo mitocondrial super-
representada no nosso estudo (Figura 18), juntamente com o aumento de
enzimas da glicolise (Figura 18 e Tabela 6), podemos sugerir que o
metabolismo dos cardiomiécitos é deslocado para um processo anaerobico ou

uma diminuicdo do metabolismo mitocondrial e apoptose. .

O ESRRA participa como cofator da via PPARa (que é induzido e coativado
por PGC1a), tendo um papel importante durante a cardiomiopatia dilatada
(150). Além disso, camundongos knockout para o ESRRA séo viaveis e férteis,
mas exibem estoques de fosfocreatina cardiaca reduzidos, capacidade de
sintese de ATP e forca contrétil reduzida seguida de sobrecarga pressorica

pela diminuicdo da B-oxidacdo mitocondrial (151).
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Figura 21: Rede de interagcfes entre o ESRRA e seus alvos moleculares. O
ESRRA (receptor alfa nuclear relacionado a estrogénio) induz a expressao dos genes
ATP5PO e DLAT, assim como a inibigdo dos genes PDK1, PYGL e ALDOA. O
algoritmo previu a inibicdo do ESRRA (z-score = -0,39) pelo tratamento

Como pode ser observado na Figura 22, o tratamento com isoproterenol
parece ativar o GATAG6, um fator de transcricdo que pode regular a hipertrofia
cardiaca patoldgica, juntamente com o GATA4 (152). Em animais adultos, sé&o
reguladores essenciais para ANF (fator natriurético atrial), BNP (peptideo
natriurético tipo b), MYH6, MYH7, dentre outros (153, 154).

A regulacao positiva de MYH7 foi relatada como alvo direto da ativacdo de
GATAG6 (Figura 22), corroborando com a literatura. Diferentemente do CD36,
que pode mediar a formacao de células espumosas e ateriosclerose, ndo ha
estudos que relatem a ligacdo do MARCO (receptor de macr6fago com
estrutura colagenosa), um receptor “scavenger”, com o GATA6 em doencas do

cardiovasculares (155).

N&o existem evidencias experimentais do papel do GPI1 (glicose fosfato
isomerase 1) na hipertrofia cardiaca, apesar de ser uma enzima da via
glicolitica. Como pode ser observado na Figura 22, a ativacdo da GATA6
deveria regular negativamente essa proteina, mas nossos dados mostram um

85



aumento de producdo do GPI1 pelo tratamento, indicando que um outro
mediador deve regular a expressdo e sintese dessa enzima. A mesma
inconsisténcia foi observada para o NDUFA3 (NADH:ubiquinona oxidoredutase
subunidade A3), que faz parte dos complexos da cadeia transportadora de
elétrons, responsavel pela geracdo do gradiente de prétons no espaco

intermembrana mitocontrial para a geracéo de ATP.
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Figura 22: Rede de interagbes entre o GATA6 e seus alvos moleculares. O
GATAG induz a expressao dos genes MYH7 e NDUFA3, assim como a inibi¢cdo de GPI
e MARCO. O algoritmo previu a ativacdo do GATAG (z-score = 0,22) pelo tratamento

O receptor de IGF1R esta envolvido em processos metabdlicos vitais e,
como pode ser observado na Figura 23, ele parece ser regulado negativamente
durante a hipertréfica cardiaca. Ja foi verificado em murinos, knockout para
IGF1R e IGF1, que uma cardiomiopatia dilatada precoce é gerada, levando a
insuficiéncia cardiaca letal antes do primeiro més de vida (156). Ele é capaz de
ativar a expressdo de ATP5PO, ALDOA, NDUFA3, NDUFB9
(NADH:Ubiquinona Oxidoredutase subunidade B9), COX4l1 (citocromo c
oxidase subunidade 4l1), todas relacionadas a processos catabdlicos para
geracdo de ATP. O CD36, que ja discutimos anteriormente, além da CALU

(calumenina) e o RAB1A (proteina relacionada a ras Rab-1A), sdo proteinas
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envolvidas com o trafego celular entre reticulo endoplasmatico e complexo de

Golgi.
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Figura 23: Rede de interacdes entre o IGF1R e seus alvos moleculares. O IGF1R
induz a expressao dos genes MYH7, NDUFA3, NDUFB9, RAB1A, TXN, ALDOA,
ATP5PO, CALU, CD36 e COX4I1. O algoritmo previu a inibicdo do IGF1R (z-score = -
0,45) pelo tratamento

Outro cluster intimamente relacionado ao metabolismo de glicose e geracao
de ATP esta relacionado ao INSR (receptor de insulina), que é possivelmente
inibido durante a hipertrofia induzida por isoproterenol (Figura 24). A insulina,
agonista desse receptor, sinaliza a captacdo de glicose pelas células, afim de
destina-la a via glicolitica, especialmente em células cardiacas que possuem

uma intensa atividade metabdlica.

No musculo esquelético a PDFB, ATP5PO e COX4I1, dentre outros genes
envolvidos na biogénese e metabolismo mitocondrial, sdo corregulados por
PGC-1a e PGC-1p (coativador do PPAR gama 1-alfa e beta, respectivamente)
(157). Estes fatores de transcricdo integram todo o processo de sinalizacao
celular promovido pela insulina e INSR (158-160), confirmando o papel central

deste receptor, em que uma demanda energética alta desencadeia toda a via
8/



em que sao produzidas e ativadas enzimas relacionadas a respiracao celular.
Por ser um mecanismo essencial a célula, acredita-se que os mesmos eventos

sao visualizados no cardiomiocito.

Durante restricdo cal6rica, quando a atividade do INSR é menor, também é
visualizado uma mudanca da atividade de ATP5PO, PDHB, COX411 e MYH7. A
restricdo caldrica aumenta a atividade da mitocondria e resisténcia ao estresse
oxidativo, provocando um remodelamento mitocondrial, que se mostra
resistente a angiontensina I, que também € responsavel por também causar
dano ao tecido cardiaco (161). Ela age aumentando a producdo de ROS
(espécies reativas de O2) mitocondrial, ativando vias de sinalizacdo sensiveis
ao estressse oxidativo relacionadas a hipertrofia cardiaca e apoptose, como a
via p38-MAPK (p38 - proteina quinase ativada por mitégeno), NF-kB (factor
nuclear kappa B) e calcineurina-NFAT (fator nuclear de células T ativadas)
(162, 163). O efeito hipertrofico cardiaco gerado pela angiotensina Il, além de
estar associado ao estresse oxidativo, a diminuicdo da expressdo de genes
mitocondriais da cadeia transportadora de elétrons esta sendo associada a
alteracdo do metabolismo de lipidios, o qual o CD36 est4 envolvido por

participar como translocados de &cidos graxos destinados a p-oxidacdo (164).
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Figura 24: Rede de interacdes entre o INSR e seus alvos moleculares. O algoritmo
previu a inibicdo do INSR (z-score = -1,00) pelo tratamento
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O estresse oxidativo € intimamente ligado ao processo de hipertrofia
cardiaca e a geracao de radicais livres. Em animais irradiados no utero, foram
encontradas consistentes alteracdes do proteoma cardiaco associadas a
MAP4K4 (165). Na condicdo de hipertofia induzida por isoproterenol, a
MAP4K4 também parece ter um papel de destaque, possivelmente sendo
ativada pelo tratamento (Figura 25). A sua ativacdo é condizente com a
regulacédo negativa de PGAML1 (fosfoglicerato mutase 1), NDUFA3 e NDUFA11,
indicando que o metabolismo energético é alterado no nosso modelo, além da
regulacao negativa de DLAT e NDUFAB1 (NADH:ubiquinona oxidorredutase

subunidade AB1), que estdo envolvidas nas mesmas vias mitocondriais.

A CALM3 (calmodulina 3 na Tabela 6) foi encontrada regulada
negativamente neste trabalho e estid associada a varios processos de
regulacdo celular dependentes do aumento do transiente de ions Ca’* e
proteinas quinases/fosfatases, incluindo cardiopatias como a sindrome do
longo QT (166)
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Figura 25: Rede de interacdes entre a MAP4K4 e seus alvos moleculares. O
algoritmo previu a ativacdo da MAP4K4 (z-score = 2,45) pelo tratamento
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O protoncogene c-Myc € reconhecido como um fator de transcricdo que
regula a hipertrofia cardiaca compensatoria, aumentando a expressao de
enzimas envolvidas na glicdlise, ciclo do &cido citrico e B-oxidagdo (167). A
Figura 26 indica a ativagdo do MYC nos cardiomidcitos hipertrofiados,
correlacionando com a regulacdo positiva observada para ALDOA e GP1,
pertencentes a glicolise, e SLC16A1 (transportador de monocarboxilato 1), que
catalisa a transferéncia de piruvato, lactato, corpos cetbnicos, aminoécidos de
cadeia ramificada derivados da leucina, fornecendo substratos para geracao de
energia (168). A adequacdo metabolica a condicdo hipertréfica mediada por
MYC é importante em um primeiro momento, no entanto, a sua desregulacao

pode ser relacionada ao quadro patologico (169).

Além das enzimas metabdlicas, o MYC pode atuar sobre a HNRNP
(ribonucleoproteina nuclear heterogénea), a HNRNPA1 e a HNRNPA2B1
(regulada positivamente neste estudo). Essa classe de proteinas esta envolvida
com o processamento e modificacdo pre-miRNAs, e a alteracdo da sua
expressdo esta envolvida com alteracdo da pressdo sanguinea e falhas

cardiacas.
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Figura 26: Rede de interacOes entre o MYC e seus alvos moleculares. O algoritmo
previu a ativacdo do MYC (z-score = 0,11) pelo tratamento
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Um estudo protedmico recente também destacou a regulacdo das proteinas
HNRNPA1, HNRNPA2 e ALDOA no remodelamento metabdlico gerado por

agentes hipertréficos cardiacos (170).

Resumidamente, as analises descritas acima indicaram varias moléculas
(DNMT3A, DNMT3B, ESRRA, GATA6, IGF1R, INSR, MAP4K4 e MYC) que
possivelmente sdo reguladoras do proteoma cardiaco apdés a inducdo de
hipertrofia pelo isoproterenol, podendo apresentar importantes alvos

moleculares para o tratamento dessa patologia.

Seguindo nossas andlises, focamos nos potenciais efeitos deletérios
(doencas e anomalias) que o proteoma diferencialmente regulado dos
cardiomidcitos poderia estar associado. A Figura 27 representa as doencas e
funcdes bioldgicas associadas ao nosso “dataset” (proteinas reguladas pelo
tratamento). Pode-se observar um predominio de patologias e processos
relacionados ao desenvolvimento, morfologia e funcdo do sistema

cardiovascular.

Cell Morpholoagy

-log{p-valus)
L= R R R = L)
Tissue Morphology. | NI

Organ Development

Organ Morphology

Cardiovascular Disease
Abnormalities

Cell Death and Survival

Organismal Injury and

and Function

Organismal Developmant

Skedetal and Muscular System
Developrmeant and Furction
Cardiovascular System
Development and Function
Skeletal and Muscular Disorders
Connective Tiesue Development

Callular Assembly and Organization

Figura 27: Doencgas e func¢fes biologicas. Na figura estdo representadas as 13
patologias e funcdes bioldgicas mais representadas (menores valores-p) associadas
ao nosso “dataset” (proteinas reguladas pelo tratamento). E possivel notar uma grande
presenca de processos relacionados ao desenvolvimento, morfologia e funcdo do
sistema cardiovascular
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N6s focamos as analises nos dois processos mais representativos:
“desenvolvimento e fungdo do sistema muscular’ e “desenvolvimento e fungao
do sistema cardiovascular” (Figura 27). Dentro desses processos, percebemos
a modulacdo (ativados ou inibidos) de algumas fun¢bes, usando a andlise
causal do IPA (z-score), que estdo representadas na Figura 28 como redes
causais (proteinas > funcdo). Como pode ser observado, as proteinas
destacadas participam de processos de contragdo do coracao, influenciam na
quantidade de células musculares (midcitos) e na contratilidade do miocéardio
do ventriculo (Figura 28). Pesquisando sobre quais genes ou proteinas seriam
importantes no processo de cardiomiopatia e hipertrofia cardiaca, observamos
uma proteina interessante associada a via de sinalizagdo de calcio (Figura 18)
e importante na inducgédo de hipertrofia. O gene SLC8A1 codifica um trocador de
fons Na*/Ca?* (NCX1), regulado positivamente pelo tratamento (Tabela 6), que
€ essencial para regular a homeostase em cardiomiécitos durante o
acoplamento excitacdo-contragdo. Em seu modo direto, esse trocador
transporta um fon Ca?* para o exterior da célula em troca da entrada de trés
fons Na*, sendo a principal via de extrusdo de Ca?* em células cardiacas (171).
Além disso, dependendo do potencial de membrana e da concentracéo
intracelular, pode haver um transporte bidirecional através da membrana do
sarcolema (172, 173). Em modelos experimentais de hipertrofia e insuficiéncia
cardiaca, ocorre um mecanismo compensatoério a partir do aumento do NCX1,
que melhora a fungdo devido a maior carga de Ca?* celular, principalmente no
modo reverso (173, 174). Além disso, durante a estimulacdo farmacolégica
seletiva para NCX1, observa-se uma melhora da funcéo sistélica/vascular. Por
exemplo, a curcumina (pigmento amarelo da rizoma de Curcuma) é capaz de
modular a expressdo de NCX1 e promover uma inibicdo da hipertrofia cardiaca,
melhora da sistole/diastole e preservacao do endotélio vascular em ratos (173).
Sendo assim, a NCX1 apresenta um grande potencial como alvo terapéutico no

tratamento de pacientes que sofrem de hipertrofia ou insuficiéncia cardiaca.

Na Figura 28 podemos observar a influéncia do NCX1 (gene SLC8A1) na

contracao do coracéo, na quantidade de células musculares e na contratilidade
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do miocardio do ventriculo. Como visto anteriormente, o NCX1 estéa relacionado
a uma melhora da sistole, ou seja, atua na contracdo do coracdo e na
contratilidade do miocérdio (175). Isso se deve ao seu papel essencial na
regulacao do calcio, principalmente do reticulo sarcoplasmatico.

Além do NCX1, outras proteinas foram associadas aos processos descritos
na Figura 28, sendo encontrados genes que codificam proteinas essenciais a
funcdo contratil cardiaca, como a Na*/K*-ATPase, subunidades a (ATP1A2) e
(ATP1B1); a Ca?*-ATPse do reticulo sarcoplasmatico, SERCA (ATP2A2); e a
proteina ligadora de miosina C, subunidade cardiaca (MYBPC3). Em especial a
subunidade a da Na*/K*-ATPase (ATP1A2), que € um sitio para ouabaina, foi
encontrada com expressao alterada em modelos de hipertens&o cronica murina
induzida por cloreto de sédio (176). A atividade conjunta de bombas de ions
necessita da expressao coordenada, em que se inclui o préprio NCX1, para
que o processo de excitacdo e contracdo dos cardiomiécitos seja eficiente, com
as correntes de influxo de Na* e Ca?* provoquem a despolarizacédo da célula,
sendo o aumento do transiente de Ca?' importante para ligar as proteinas
contrateis do citoesqueleto, provocando a contracdo (acoplamento excitacéo-

contracao).

A modulacdo da vinculina (VCL) também foi uma presenca frequente no
nosso estudo, que é uma proteina associada a cardiomiopatia e esta
intimamente vinculada a ligagcdo ao citoesqueleto em adesbes focais (177),
além de participar da polarizacdo, migracao e adaptacao da matriz extracelular
(ECM) (178). Os dados sugerem uma relacdo entre o NCX1 e a vinculina,
possivelmente devido ao modelo de inducao de hipertrofia patolégica utilizado,
em gque ha a alteracdo da expressédo, como o padrdo de “splicing” alternativo
(177), no entanto, ainda ndo ha relatos na literatura que expliquem a relacao

entre essas duas proteinas.

Apesar da nossa analise nao predizer o efeito do NCX1 (SLC8AL1) sobre a
contracdo do coracao (Figura 28), sabe-se que ha um papel fundamental dessa

proteina durante o processo de excitagdo-contragdo do musculo cardiaco. Da
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mesma forma, € possivel perceber que uma diminuicdo da expressdo da
molécula NCX1 levaria a reducdo da contratilidade do miocardio do ventriculo
devido ao desequilibrio de calcio. Analisando as células musculares, 0 aumento
da expressdo do trocador Na*/Ca?* induz a ativacdo das células musculares
por promover o relaxamento do cardiomiocito e atuar no processo de

acoplamento excitacédo-contracao.
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Figura 28: Proteinas reguladas pelo tratamento com o isoproterenol e seus
potenciais efeitos na funcdo e proliferagdo do tecido cardiaco. Baseado nos
dados experimentais, o algoritmo calculou 0 z-score para 0s processos: contracdo do
coracao (z-score = -0,01), quantidade de midcitos (z-score = 0,15) e contratilidade do
miocardio ventricular (z-score = 0,75)

O nosso estudo protedbmico forneceu dados robustos para indicar possiveis

moléculas que participam do processo de hipertrofia patolégica. Este trabalho
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possibilitou: (i) identificar as vias de sinalizacdo afetadas pelo tratamento
(Figura 18); (ii) associar as possiveis moléculas reguladoras do processo de
remodelamento do proteoma dos cardiomiécitos (Figuras 19 a 26); e (iii)
relacionar as proteinas reguladas pelo isoproterenol com possiveis

consequéncia fisiopatolégica (Figuras 27 e 28).

Finalmente, decidimos criar uma rede de interacbes proteina-proteina
(Figura 29), utilizando apenas as moléculas reguladas pelo tratamento, com o
software STRING, que utiliza dados experimentais, co-ocorréncia e expressao,
vizinhanca, mineracdo de dados, e acdo molecular para inferir associacdes
entre os genes/proteinas e, a partir desses dados, determinar diferentes graus
de interacdo e expressao, que podem ser organizados em clusters de funcéo

bioldgica ja conhecida ou predita (179).

Como o nosso interesse era verificar as proteinas relacionadas a hipertrofia,
realizamos uma andlise de enriquecimento de ontologia génica (GO) usando o
termo “cardiomiopatia”. As proteinas associadas a essa patologia estéo
destacadas em vermelho na figura. E possivel visualizar um grande cluster de
interagbes de proteinas relacionadas com a cardiomiopatia, incluindo as
cadeias leve e pesada da miosina (MYH7, MYBPC3, MYH6 e MYL3), duas
proteoformas de troponina, a C1 e T2 (TNNC1 e TNNTZ2, respectivamente), a
titina (TTN), assim como outras proteinas citoesqueléticas, como a distrofina
(DMD) e a desmina (DES).

Também foi verificada a presenca da SERCA (ATP2B2) e da NCX1
(SLC8A1) formando um cluster com proteinas que nédo foram associadas ao
processo de cardiomiopatia, podendo representar moléculas importantes nesta
patologia, mas que ainda nao foram estudadas.
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Figura 29: Rede de interacfes proteina-proteina. A espessura das conexdes entre
0s nodos (proteinas) indica o grau de confianca da interacdo. Foi realizado um
enriquecimento utilizando a ontologia génica (GO) para verificar as proteinas
reconhecidamente envolvidas no processo de hipertrofia e cardiomiopatia (vermelho)
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5. CONCLUSAO
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O processo do remodelamento cardiaco induzido pelo tratamento com
isoproterenol produziu alteracdes nas proteinas dos cardiomiocitos e da matriz
descelularizada. Constatamos a presenca de proteinas relacionadas a tensao
miocardica, transmissdo de forca e manutencdo da integridade das células na
analise da matriz apds o processo de descelularizacdo, que promove a remocao

das células e mantém a matriz extracelular (ECM).

Os dados do proteoma dos cardiomioctios demonstraram o envolvimento
de algumas vias importantes nesta patologia, como por exemplo a (B-oxidacao,
respiracdo celular, sinalizacdo de calcio e vias glicoliticas. As proteinas
moduladas pelo isoproterenol se relacionam com 0s processos metabolicos da
célula e o processo de excitacdo-contracdo do musculo cardiaco. Assim sendo,
durante o remodelamento cardiaco, observa-se alteracbes de proteinas que
interagem com moléculas para promover uma compensacdo da insuficiéncia

cardiaca por meio da hipertrofia do tecido cardiaco.

O estudo permite uma melhor compreensdo das redes de interacdes
existentes entre as proteinas celulares e da matriz descelularizada que estéao

diretamente relacionadas ao desenvolvimento da patologia estudada.

Perspectivas Futuras

A partir dos dados gerados neste trabalho, em que foram identificadas
proteinas-chave no modelo de hipertrofia cardiaca patolégica, novas vertentes
de estudo podem se abrir. A primeira delas € a verificacdo experimental dos
componentes essenciais de cada rede de interacdes formada. Outro potencial de
estudo € a andlise da participacdo de reguladores transcricionais, como

microRNA, durante a hipertrofia sobre o proteoma cardiaco.

E interessante que no futuro também seja analisada a correlac¢do entre os
dados obtidos com dados gerados em quadros de hipertrofia cardiaca da
espécie humana e, assim, elencar fatores que possam ser utilizados como

marcadores precoce desta patologia que tanto afeta a populagéo.
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7.0 ANEXO 1- RESULTADOS
DESCELULARIZACAO DISSERTACAO

7.1 Descelularizacao

7.1.1 Avaliagcdo macroscopica

O processo de descelularizacdo consiste em eliminar o contetdo celular
do tecido sem afetar a composicdo, a integridade mecanica e a atividade
biologica da matriz extracelular. O tecido é tratado com SDS, que desestabiliza a
camada lipidica, eliminando o contetudo celular e os fosfolipideos, além 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 Figura A-1 é representada uma imagem composta de
dois coragcbes: um é composto por todas estruturas e células, e outro foi
submetido ao processo de remocdo de conteudo celular pela técnica de
descelularizacdo. O coracdo com todas suas estruturas e células é mostrado na
Figura A-1A, enquanto a Figura A-1B representa o tecido descelularizado com

uma aparéncia transparente, devido a eliminacéo do conteudo de células.

A

Figura A-1 - Avaliacdo Macroscopica do Coracdo Descelularizado e Celularizado
A) Coracao constituido por suas estruturas e células. B) Coracado 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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7.1.2 Conteldo de DNA

Além da avaliacdo macroscoOpica, também realizamos uma analise de
contetdo de DNA do coracgdo celularizado (n=3) e descelularizado (n=3). Como
0 processo de descelularizagdo elimina o conteudo de células no tecido, a
guantidade de DNA (ug/uL) presente no tecido € reduzida substancialmente. Na
Figura A-2 podemos observar que o coracao celularizado apresenta uma
quantidade significante de contetdo de DNA (2,352 + 0,1697) em comparagao
ao coracao descelularizado, que possui valores muito baixos (0,008 £ 0,002).
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Figura A-2 - Analise do contetdo de DNA no coracdo descelularizado e
com células O coracdo celularizado possui conteudo significativo de DNA,
enquanto o submetido ao processo de descelularizagdo apresenta valores

baixos. * p = 0,0026; n = 3; (Teste t ndo-paramétrico)

7.1.3 Histologia e Coloracdo HE e Tricbmico de Masson

Cortes histologicos do coragdo 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 coloracéo: HE
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e tricobmico de Masson. A coloracdo com HE permite visualizar a presenca de
nacleo por meio da cor arroxeado e do citoplasma pela cor résea no coracao
celularizado, como demonstrado na Figura A-3. Ja no coragdo descelularizado,
percebe-se auséncia dos nucleos em tons arroxeados, sendo possivel visualizar
apenas a regido que envolve as células, composta principalmente por fibras

colagenas (Figura A-4).

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

Figura A-5 é possivel observar essas caracteristicas.
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Figura A-3 - Corte histolégico do coracao 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 A-4 - Corte histoldgico do coracdo descelularizado corado por HE — 20X

No corte histologico do coragdo descelularizado com HE percebe-se auséncia de
nacleos, indicando que o tecido pode ter perdido células devido ao processo de
descelularizagéo. Além disso, observa-se que as fibras colagenas estéo integras. n =
10; Camundongos C57BL/6WT.
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Figura A-5 - Corte histolégico do coracdo descelularizado corado por tricobmico de

Masson — 20X. No corte histoldgico do coragdo 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 descelularizacdo ndo promoveu danos a matriz extracelular do tecido. n =
10; Camundongos C57BL/6WT.

7.1.4 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
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a respeito da microestrutura do tecido, produzindo imagens de alta resolucdo da

superficie.

A microscopia eletrénica do tecido com células representada na Figura A-
6 mostra as células cardiacas em forma de feixes em disposi¢ado longitudinal.
Percebe-se também a profundidade do tecido, constituido por células e fibras de

colageno.

A Figura A-7 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 €
representado nas Figuras A-8 e A-9. 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 alcangou o
objetivo de retirar o contetdo celular, sem, no entanto, danificar a matriz
extracelular. Assim, como os resultados demonstrados pela analise de conteudo
de DNA, histologia com HE e tricobmico de Masson, a matriz extracelular
permaneceu com suas fibras de colageno integras, além de ndo apresentarem

mais contelido celular.
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Figura A-6 - Microscopia Eletronica do coragdo 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 A-7 - Microscopia Eletrénica do coracgéo 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 A-8 - Microscopia Eletrdnica do coracdo descelularizado — 100X O
processo de descelularizacao foi capaz de eliminar o contetdo celular e manter a
integridade da matriz. Nessa imagem ¢é 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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Figura A-9 - Microscopia Eletrénica do coracdo descelularizado — 1000X Em
maior aumento percebe com mais detalhes a estrutura da matriz extracelular, com as
fioras de colagenos integras e sem conteudo celular. A integridade da matriz
extracelular € importante para determinacdo da variedade de moléculas presentes por
meio da técnica de phage display. n = 10; Camundongos C57BL/6WT.
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