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Resumo

Sti-1 (Stress inducible protein) € uma importante co-chaperona da maquinaria Hsp70/Hsp90 que
desempenha um papel chave na maturacdo proteica e iniciacdo de cascatas intracelulares.
Todavia, sua contribuicdo no coracdo permanece desconhecida. Esse projeto adquire uma alta
relevancia quando se observa que ensaios de Western Blot de cora¢cdes humanos de pacientes
com insuficiéncia cardiaca apresentaram expressdo reduzida da proteina STI-1, quando
comparadas a amostras de pacientes controles. Assim, modelos de estudo animal que
apresentam a reducao da expressdo de STI-1 se fazem importantes na compreensao do papel
dessa chaperona na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca. Dessa forma, o objetivo desse
projeto € investigar o impacto da reducdo da expressao da proteina STI-1 no coragdo durante a
o desenvolvimento fisioldgico e frente ao estresse cardiaco causado por agonista adrenérgico,
isoproterenol. Foram, portanto, utilizados dois modelos geneticamente modificados, o
camundongo STI-1*" e o ATPR, que apresentam reducdo global da STI-1. Inicialmente,
0 desenvolvimento corporal, estrutura e funcionamento cardiaco foi avaliado em camundongos
selvagem Wild-type (C57BL) e geneticamente modificados com niveis reduzidos de STI-1, com
idades entre 8-12 semanas. Em seguida, dois grupos, de cada genétipo, foram tratados por 7
dias; um com salina e outro com isoproterenol intraperitoneal (20mg/Kg/dia). No oitavo dia, apos
a realizacao de exame de ecocardiograma, os camundongos foram eutanasiados e os coracoes,
coletados, pesados e usados para histologia, ensaios de Imuno-histoquimica, para isolamento
de cardiomiécitos para andlises de area celular; extracdo de proteinas e RNA para ensaios de
Western Blot e gPCR, respectivamente. Apds a comprovacao de que a STI-1 é expressa ndo sé
em coracOes de pacientes humanos, mas também em cardiomidcitos de animais adultos,
observou-se que todos os grupos de camundongos apresentaram desenvolvimento corporal e
cardiaco semelhante no que tange ao nivel molecular, estrutural e funcional. Seguindo o
tratamento com isoproterenol, tanto os animais STI-1KO*" e ATPR tratados apresentaram
aumento da razéo peso do coracdo pelo comprimento da tibia quando comparado aos seus
controles. No entanto, apenas cardiomidcitos provenientes de camundongos WT tratados com
isoproterenol apresentaram hipertrofia celular, principalmente por aumento do diametro. Por
meio de andlises de morfometria, foi observado um significativo aumento na porcentagem de
estroma e células inflamatérias, no tecido cardiaco dos animais STI-1KO* e ATPR tratados com
isoproterenol, justificando o ganho de peso cardiaco nesses modelos. Ao mesmo tempo, uma
diminuicdo na porcentagem de cardiomidcitos foi observada com concomitante presenca de
caspase ativada no tecido e auséncia de alteracbes na expressdo da maquinaria Heat shock
protein e de marcadores de estresse de reticulo. Um ensaio de Western Blot revelou significativo
aumento nos niveis de expressao da STI-1 apds o tratamento nos animais WT, indicando que o
Isoproterenol em um momento inicial recruta a maquinaria da STI-1. Achado equivalente foram
vistos em camundongos submetidos a TAC (transverse aortic constriction), sugerindo que este
efeito pode se estender a diferentes tipos de modelos de estresse cardiaco. De qualquer forma,
o aumento da STI-1 n&o foi significativo nos animais STI-1KO*- e ATPR. Combinando esses
resultados pode-se concluir que apesar da reducdo da expressao da STI-1 ndo comprometer a
hipertrofia fisiolégica que ocorre em resposta ao desenvolvimento cardiaco, ela impacta o
processo de hipertrofia patolégica. Além disso, coracbes com uma maquinaria STI-1
comprometida, sdo mais susceptiveis a desenvolver injuria cardiaca em resposta ao estresse
cardiaco causado pelo aumento da atividade adrenérgica. Nossos dados apontam para um
importante papel protetor da STI-1 no coracdo em condicdes de estresse.

Palavras chaves: STI-1; Hipertrofia cardiaca; Insuficiéncia cardiaca; Co-chaperona; Isoproterenol



Abstract

STI-1 (Stress inducible protein) is an important co-chaperone of Hsp70/Hsp90 machinery that
plays a key role in protein maturation and intracellular cascades initiation. However, its role at
heart physiology still unknown. This project becomes relevant when Western Blot assay of human
heart samples from heart failure patients showed a reduction in STI-1 levels of expression, when
compared to samples from control patients. Therefore, animal models that present a lower level
of STI-1 are important to comprehend the role of this chaperone in the physiopathology of heart
failure.This way, the main objective of this project is to investigate the impact of reduced STI-1
protein expression on heart during physiological development and in front of a cardiac stress
induced by adrenergic agonist, isoproterenol. In this project were used two models of genetic
engineering mice, the STI-1"-e o ATPR, with global reduction of STI-1 expression. Initially, body
development, cardiac structure and function, were assessed for Wild-type (C57BL) and
genetically engineered mice with reduced STI-1 levels, aging from 8-12 weeks. Afterwards two
groups were treated for 7 days, one with saline and other with isoproterenol intraperitoneally
(20mg/Kg/day). Mice were euthanized after proceeding an echocardiogram exam, and hearts
weighted and used in histology for morphometric quantification; in cardiomyocyte isolation for cell
imaging and cellular area analysis; in protein extraction for Western Blot analysis; and RNA
extraction for gPCR technigues. After confirmation that not only human hearts, but also
cardiomyocytes from adult mice express STI-1 protein, was noticed that all mice lines presented
similar body and cardiac development, from a molecular, structural and functional aspect. After
the treatment, both WT, STI-1KO*", and ATPR mice treated with isoproterenol showed an
increase in heart weight by Tibia length ratio, when compared to their controls. Nevertheless, only
isoproterenol stimulated wild-type cardiomyocytes presented cellular hypertrophy, with increased
diameter. Through morphometric analysis, a significant increase in stromal tissue and
inflammatory cells percentage in STI-1KO*- and ATPR animals stimulated with isoproterenol was
observed, justifying the gain in heart weight, without concomitant cellular hypertrophy in this
model. At the same time, a decrease in cardiomyocytes was noticed with concomitant major
presence of activated caspase in the tissue and no difference in the levels of Heat shock protein
machinery and in ER stress markers. A Western Blot assay showed a significant increase of STI-
1 level of expression after treatment in WT Animals; indicating that Isoproterenol in an initial
moment recruits STI-1 machinery. Equivalents findings were seen in mice subjected to transverse
aortic constriction, suggesting this effect can be extended to different cardiac stress models.
However, this increased at STI-1 was not significant in STI-1KO*- and ATPR animals. Therefore,
combining these results can be concluded that, the reduction in STI-1 protein expression do not
affect the physiological hypertrophy from cardiac development, although it compromises the
cardiac pathological process. Also hearts with an impaired response from the STI-1 machinery,
are more susceptible to develop cardiac injury induced by a major adrenergic stimuli. The project
results indicate an important protector role from STI-1 in hearts in front of stress conditions.

Key words: STI-1; Cardiac hypertrophy, Heart failure, Co-chaperone, Isoproterenol.
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1. INTRODUCAO

Considerando o equilibrio como principio fundamental do nosso organismo, de forma néo
diferente o coragdo respondera as demandas corporais buscando sempre a
homeostasia. Em algumas situacdes, fisiologicas e patoldgicas, hA um aumento da

atividade ou de sobrecarga funcional cardiaca, como no:

e Aumento da demanda metabdlica e do débito cardiaco: durante o crescimento
fisiologico do individuo; exercicios fisicos; quadros anémicos.

e Aumento da carga pressérica como: na hipertensdo arterial, estenose ou
insuficiéncia da aorta

e E ainda por condic@es idiopaticas relativos a natureza genética.

Em circunstancias como essas, € exigido do coragcdo um maior desempenho para
contrapor os desequilibrios. Caso essa demanda se apresente de forma crbnica ou
permanente, o coracao buscara alternativas para se adaptar, e este aumento de trabalho
cardiaco sera traduzido em aumento de massa do coracao, tanto pela hipertrofia celular
do cardiomiécito quanto pelo o aumento da porcentagem de estroma conjuntivo (Mill
and Vassallo, 2001) (Pereira, 1993).

A hipertrofia considerada fisiolégica, por exemplo aquela que se da durante o
desenvolvimento cardiaco do crescimento ou em atletas pelo exercicio fisico; esta
relacionada ao aumento concomitante e proporcional do comprimento e diametro celular.
Por sua vez, a hipertrofia considerada patoldgica, se da pela formacdo de novos
sarcémeros adicionados ou em paralelo, resultando em um aumento do diametro celular
gue caracteriza a hipertrofia concéntrica, ou em série no caso de um quadro de hipertrofia
excéntrica com um aumento maior do comprimento celular (Hunter and Chien, 1999),

como ilustrado na Figura 1 abaixo.
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Figura 1 — Esquematizacado da hipertrofia patoldgica: Modelos de hipertrofia cardiaca e
representacdo das alteracdes a nivel histolégico (Fernandes et al., 2011). No centro tem-
se a disposicdo de sarcomeros em um coracdo saudavel. A direita, representacdo da
hipertrofia excéntrica com a adicdo de sarcémeros em série e a esquerda a ilustracéo de
um coracdo em hipertrofia concéntrica, com adi¢cdo de sarcbmeros em paralelo.

A hipertrofia cardiaca se torna importante num contexto patoldégico, uma vez que esta
associada as principais causas de mortes no mundo (Lloyd-jones et al., 2010), elevando
a predisposicdo a arritmias ventriculares; isquemia do miocéardio; disfuncdes
ventriculares sistélica e diastolica; insuficiéncia cardiaca e assim a morte subitas. Dessa
forma, é essencial compreendermos as bases moleculares que desencadeiam a
hipertrofia cardiaca, buscando sempre novos alvos terapéuticos no combate a faléncia

cardiaca.

A proteina STI-1 (Stress inducible protein), STIP1 (stress-inducible phosphoprotein 1),
ou HOP (Hsp organizing protein) (Lackie et al., 2017a) é uma co-chaperona da
magquinaria de chaperonas Heat Shock Protein: HSP90, HSP70; e tem o aumento da
sua expressao, como o proprio nome ja indica, relacionado a fatores de estresse. Foi
identificada nas leveduras Saccharomyces cerevisiae em experimentos de indugéao a
estresse térmico, e estudos ja mostraram que o0 seu gene codificador esta bem

conservado entre leveduras, camundongos, ratos e humano (MENDONCA, 2007).
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As chaperonas tem um papel muito bem caracterizado no que se diz respeito a
maturagdo proteica com o enovelamento de proteinas recém traduzidas, para que estas
alcancem sua forma terciaria funcional. JA4 se sabe também, que as chaperonas
participam de diversas vias de sinalizacao intracelular, permitindo que proteinas clientes
encontre estabilidade em uma conformacgao adequada na qual poderao ser ativadas, por
processos pos-traducionais, como por exemplo a fosforilagdo (Hartl and Hayer-Hartl,
2009).

A STI-1 apresenta trés dominios de repeticao tetratricopeptideos (TRP’s) em sequéncia
denominadas (TRP1, TRP2A, TRP2B) (Lackie et al., 2017a), como ilustrado na Figura2,
abaixo. Estes dominios permitem a ligacdo simultdnea de STI-1 nas chaperonas,
facilitando a transferéncia fisica das proteinas clientes entre da HSP70 para HSP9O0,
contribuindo, portanto, para a funcionalidade e estabilidade desse complexo (Figura 3).
Dessa forma, concluimos que a STI-1 esta relacionada a sintese e maturacédo proteica e

a ativacao de vias de sinalizacéo intracelulares.

CK2 tnucteus

cch Teytoplasm

Jactivity

@/ T)
Y354 S481
TPR2A H TPR2B

I : I
K|®23 Kéo K312 K395 e

Tsumoylation

PIAST toucieus

Figura 2- Estrutura da STI-1: Esquema da estrutura da co-chaperona STI-1 com os dominios Tpr’s
de ligacdo para as HSPs. O domimio TPR1 e TRPR2b s&o redundantes por ambos realizarem a ligagédo
com a chaperona Hsp70. Por sua vez o sitio TPR2 é o alvo para a ligacdo com a chaperona Hsp90.

(Lackie et al., 2017a)
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Figura 3- Funcionamento da maquinaria chaperonina: Interacdo maquinaria de chaperona
HSP90-HSP7-STI-1 (Li et al., 2012). Proteinas clientes ligadas a Hsp70 sao transferidas, com auxilio da
co-chaperona STI-1, para a chaperona Hsp90. Nessa, a proteina cliente alcanca uma estabilidade para

ser maturada ou ativada e em seguida liberada do complexo.

Até hoje pouco se sabe sobre a funcéo da co-chaprona STI-1 no coracdo. Sua expressao
em corac0Oes foi descrita apenas em embriées com 10 dias de vida, e que em animais
knockout (KO), com completa privacdo embrionaria desta, ndo se desenvolvem
normalmente, e morrem (Beraldo et al., 2013). Seu estudo tem sido muito bem
direcionado para o sistema nervoso e as doencas neurodegenerativas (Zanata et al.,

2002) mas o seu papel na hipertrofia cardiaca permanece, ainda, obscuro.

Considerando que para a ocorréncia da hipertrofia cardiaca, & necessario a ativacao de
cascatas de sinalizacao intracelular de hipertrofia, culminando na sintese de proteinas
estruturais para o aumento de diametro das células, também temos a importancia de

compreender a participacdo e contribuicdo da STI-1 neste processo hipertrofico.
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2. OBJETIVOS
2.1- Objetivos Gerais

Investigar o impacto da reducdo da STI-1 no processo de hipertrofia fisiologica e

patologica
2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Caracterizagdo do modelo Knockout

- Avaliacao dos niveis de expressdo da proteina STI-1 nos modelos geneticamente

modificados
- Avaliacao do Desenvolvimento fisioldégico corporal e cardiaco
- Avaliagdo da morfologia do tecido cardiaco
- Avaliacdo da area, comprimento e diametro do cardiomidcito
- Avaliacdo da Funcéo cardiaca
- Avaliacao da expressdo da maquinaria de chaperonas e proteinas clientes

- Avaliacdo do estresse reticular

2.2.2. Caracterizacdo da resposta ao estimulo hipertréfico patolégico do modelo Knockout

Realizar os mesmos objetivos propostos no item 2.2.1

2.2.3. Confirmacao do fendtipo apresentado na resposta hipertrofica pelo modelo ATPR

- Avaliacao da resposta corporal e cardiaca ao estimulo hipertréfico patoldgico

-Avaliacdo da estrutura e constituicdo do tecido cardiaco, buscando indicios de

remodelamento cardiaco
- Avaliacdo da perda de cardiomiécitos
- Avaliacdo do remodelamento cardiaco

- Avaliacdo dos niveis de estresse reticular
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- Avaliacdo dos niveis de degradacao proteica

- Avaliacao da funcao cardiaca

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos de 8-12 semanas, selvagens (C57BL/6 wild
type), STI-1*- (heterozigotos), e ATPR (heterozigotos) mantidos no Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica da UFMG sob condi¢des de
temperatura e foto periodo (12 horas de luz e 12 horas de escuro) controladas. Racao
convencional para camundongos (Labina, Purina, Paulinea, SP, Brasil) e 4gua filtrada
foram oferecidos ad libitum. Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o numero de protocolo 57 / 2013. Os animais

foram eutanasiados por deslocamento cervical apés serem sedados com o isoflurano.

3.1.1 Linhagem STI-1 Knockout

Os camundongos geneticamente modificados dessa linhagem foram gerados a partir do
silenciamento do gene Stip | em um dos alelos. A delecdo do gene em ambos os alelos
€ tolerada em leveduras e na espécie C. elegans. No entanto, a auséncia total de
expressdo da proteina STI-1 compromete o desenvolvimento embriondrio de

camundongos e se torna, portanto, letal (Beraldo et al., 2013).

3.1.2 Linhagem STI-1 ATPR

Para que seja possivel uma interacao simultanea entre a HSP90 e HSP70 através da co-
chaperona STI-1, esta possui trés dominios de ligacdo, como explicado na introducao.
Sabe-se que os dominios TPR2A e TPR2B séo indispensaveis para seu funcionamento
adequado. No entanto, em algumas espécies mais primitivas pode haver a auséncia do
dominio TPR1, redundante ao TPR2B, por se ligar também a HSP70. Ha entdo uma

perda de fungéo da proteina, mas sem o comprometimento letal.
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Considerando que a expressao de dominios TPR1 se manteve bem preservada ao longo
da evolucédo, pode-se supor que este tenha alguma relevancia para o funcionamento
ideal da STI-1 em mamiferos. Com o objetivo de determinar, entdo, a importancia do
dominio TPR1 e o funcionamento ideal da co-chaperona, camundongos ATPR
heterozigotos foram criados pelo sistema cré-los, apresentando um alelo hipomérfico
para o gene Stip 1 com a delecdo do sitio de ligacdo TPR1 como apresentado na Figura
4 (Lackie et al., 2017b).

Full length protein: 543 aa

Figura 4- Estrutura da STI-1 de animais ATPR: Modelo da estrutura da proteina STI-1 de animais
selvagens (WT- acima), com todos os sitios de ligacdes, e de animais geneticamente modificados (ATPR-

abaixo) com a delecado do sitio TPR1.

Ao contrario do que ocorre com os animais KO homozigotos, a delecdo no gene do
dominio TRP1 em ambos os alelos ndo se faz letal. A auséncia do dominio leva & uma
evidente perda de eficiéncia da STI-1, mas uma vez que se trata de um sitio de ligacao
gue tem a mesma fung¢do que o sitio TPR2B, o animal ATPR homo ainda é capaz de
sobreviver. Uma notavel diferenca é observada entre o animal ATPRHET, e HOMO. Este
€ bem menor e possui um desenvolvimento bem mais lento que animais WT e ATPRHET.
No entanto, como o fenétipo cardiaco que era desejado a este projeto foi bem evidente
no animal ATPRHET, ndo nos preocupamos em avaliar os animais Homozigotos nesse

primeiro momento.

3.2. Genotipagem dos animais

A genotipagem dos camundongos C57BL/6 — WT e STI-1*- e ATPR foi realizada a
partir do DNA gendmico extraido da cauda ou orelha dos animais. O procedimento
padréo para a extracdo do DNA gendmico foi realizado pela digestdo do tecido com
proteinase K e precipitacdo do DNA com isopropanol. A genotipagem foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por meio de um termociclador, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para STI-1. Presenca de uma banda a 241 bp
indica animal WT, enquanto duas bandas uma 240 e outra a 400 bp indicam um animal
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KO heterozigoto. Para os animais ATPR heterozigotos observa-se também duas
bandas uma a 240 bp e outra & 170 bp como pode ser observado na Figura 5.

WT KO
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m
-
s
—

EOLan I

Figura 5- Genotipagem animais WT, STI-1+/- e ATPRhet: Demonstrativo da genotipagem dos
animais STI-1*-, a esquerda, com a presenca de duas bandas no gel (200 e 400 bp) e a direita, dos animais
ATPRhet também, com duas bandas (240 e 170 bp).

3.3. Tratamento com isoproterenol

Camundongos machos selvagens (WT), e geneticamente modificados com reducéo da
expressdo da STI-1 (STI-1*- e ATPRhet) foram tratados com a administracdo
intraperitoneal de isoproterenol (Iso) (Sigma) na dose de 20mg/kg/dia diluido em salina
durante sete dias consecutivos. Os animas controles receberam tratamento similar com

a substituicdo da droga por salina, como esquematizado na Figura 6.

A ativacdo dos receptores adrenérgicos (B1-AR) leva a uma acao coordenada de
proteinas envolvidas no manejo do célcio, provocando seu extravasamento do reticulo
sarcoplasmaético (RS) durante a didstole. Um efeito crénico dessa estimulagdo resulta na
deplecdo dos estoques internos Ca?* culminando em um quadro conhecido como
estresse do RS, que hoje é sabidamente conhecido como um fator que predispde ao
desenvolvimento da IC e outras patologias. Além disso o modelo de inducdo de
hipertrofia cardiaca por isoproterenol via receptor B-AR ja estad muito bem descrito, sendo
de facil replicabilidade e pratico. Tem ainda a vantagem de n&o causar outras alteragdes
corporais como ganho de peso e desenvolvimento de hipertensdo associada a HC;

dissociando desta forma o componente cardiaco do vascular(Mill and Vassallo, 2001).
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Figura 6- Esquema experimental: Esquema da organizacdo do experimento como Isoproterenol.

Animais das linhagens WT, STI-1+/- e ATPRhet foram divididos em grupos tratados com isoproterenol por

7 dias e grupos controles.

3.4. Medida do peso dos 6rgaos

Foi utilizada a razdo entre o peso do coragdo submerso em solugdo DB (mg) por
comprimento da tibia (mm) ou peso corporal (mg) para comparacdo da dimenséo do
coracao entre 0s grupos experimentais. Além disso, foi obtida também a dimenséo do
ventriculo esquerdo em conjunto com o septo interventricular (mg) normalizados pelo
comprimento da tibia (mm) ou peso corporal (mg) para a avaliacdo da ocorréncia de

hipertrofia ventricular esquerda.

3.5. Analise histoldgica

Camundongos WT, KO, ATPR, foram anestesiados com solugéo de ketamina e xilazina
e, em seguida, realizou-se uma inciséo na regiao do pescoc¢o do animal para inoculacéo
de solugcédo de KCl 10% na artéria carotida direita de maneira a induzir a parada do
coracdo em diastole. Apds este procedimento, os coragbes foram removidos e 0s
ventriculos cardiacos fixados em solucdo de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato
0,1M (pH 7,2) durante 48 horas. Dado esse periodo, os ventriculos foram imersos em
alcool em uma série crescente de concentracdo (70, 80, 95 e 100%), sendo mantidos

durante 30 minutos em cada solug&o. A imersédo por 30 minutos em &lcool absoluto foi
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realizada trés vezes. Em seguida, os ventriculos foram incubados também durante 20
minutos em solugdo de xilol, sendo esse procedimento realizado duas vezes. Os
ventriculos foram, entdo, incluidos em paraplast (Sigma) e cortados, com auxilio de
microtomo, em secgdes de Sum de espessura. Trés secgdes por amostra, a intervalos
de 25 um, foram depositadas em laminas para coloracdo com hematoxilina-eosina. Apos
coloracgdo, as laminas foram levadas para analise ao microscopio optico de campo claro
(Zeiss, Germany), aumento 40X, no qual registram fotos de 30 areas distintas do
ventriculo cardiaco esquerdo (software AxioVision da Zeiss), resolucédo de 1300 x 1030
pixels, de cada camundongo analisado. As imagens foram examinadas através do
programa Image J para analise do didmetro das fibras cardiacas e da porcentagem

volumétrica de cardiomidcitos, tecido conjuntivo e infiltrado inflamatorio.

3.6. Isolamento de cardiomidcito ventricular de animais adultos

Cardiomiécitos de camundongos adultos foram isolados de acordo com a metodologia
previamente descrita por (Guatimosim et al., 2001). Resumidamente, o coracao foi
rapidamente removido e retro-perfundido via método de Langendorff com solucdo de
Tyrode modificada livre de Ca 2+ (em mmol/L: NaCl, 130; KCI, 5,4; HEPES, 25; MgCl 2,
0,5; NaH2PO4, 0,33; glicose, 22 e insulina 100U/mL; pH=7,40). Posteriormente, o
coracao foi perfundido com solucdo de Tyrode contendo 50 pmol/L de CaCl 2 e
colagenase (tipo 2 -1 mg/mL). Apos a etapa de digestdo quimica, o 6rgdo foi submetido
a digestdo mecanica e filtrado para remocédo do tecido ndo digerido. A concentracao
extracelular de Ca 2+ foi aumentada ap@s trés ciclos de centrifugacéo e troca de tampao,
chegando a 500 pumol/L ao final do processo. Logo apds, as células foram novamente
centrifugadas e mantidas em meio 199. As células isoladas foram utilizadas em

experimentos de morfometria celular, Western Blot e imunofluorescéncia.
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3.7. Western Blotting

Cardiomiécitos de camundongos e ratos foram macerados por 40 minutos em tampao
de lise (em mM: NaCl, 100; Tris-base, 50; EDTA-2Na, 5; Na4P207 x10 H20, 50; MgCI2
, 1, pH 8,0) com detergentes (Nonidet P40 1%, Triton x-100 0,3% e deoxicolato de sodio
0,5%), contendo inibidores de protease (PMSF 200 mM; benzamidina 15,7 mg/mL;
pepstatina 10 mM; aprotinina 10 mg/mL) e inibidores de fosfatase (em mM: NaF, 20;
Na3Vv04, 1). Ao fim do procedimento, seguiu-se a centrifugacdo do material (12 minutos,
8000 rpm, 4°C), coleta do sobrenadante e acondicionamento em freezer -80°C para
posterior uso. As proteinas foram quantificadas de acordo com o método descrito por
Bradford, 1976. 40-50 ug de proteinas foram separadas num gel de poliacrilamida cuja
concentracdo varia entre 10 e 12% dependendo da massa molecular da proteina-alvo.
As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos. As corridas foram realizadas com
voltagem fixa em 120V e tempo maximo de 2 horas. A transferéncia foi realizada
utilizando-se o aparato de transferéncia semi-dryer (BioRad), com voltagem fixa em 20V
e tempo de transferéncia variando entre 25 e 30 minutos. Todas as membranas foram
coradas em solucéo de Ponceau para monitorar a qualidade da transferéncia. Logo ap@s,
as membranas foram lavadas em solucdo de TBS-T (do inglés, Tris-Buffered Saline; em
mmol/L: NaCl, 150; Tris, 25 e 0,05% de Tween 20, pH 8,0). O bloqueio foi realizado em
solugcéo de TBS-T com leite a 5% por 1 hora a temperatura ambiente. As membranas
foram incubadas por 16 a 20 horas, a 4°C, com anticorpos primarios diluidos em solucdo
de leite 1% com TBS-T. ApOs a incubacdo com o anticorpo primario, as membranas
foram lavadas com TBS-T por 30 minutos (6 vezes de 5 minutos) e incubadas com o
anticorpo secundario adequado conjugado a peroxidase (HRP) por 1 hora. ApOs este
periodo, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T por 30 minutos (6 vezes
de 5 minutos). As bandas foram detectadas por reacdo de quimioluminescéncia
utilizando o reagente ECL Plus® e analisadas no Image Quant TL®. Foi utilizado o

GAPDH como normalizador da expressao proteica.
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3.8. Extragdo de RNA, Transcri¢cdo Reversa e PCR em tempo real

Para andlise da expressao génica dos mRNAs de interesse dos cardiomiocitos o RNA
total dos cardiomiocitos ventriculares foi extraido pelo reagente de isolamento de RNA
PureZOL(BioRad) com o uso do Aurum Total Fatty and FibrousTissue Kit (Biorad). O
RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria nos comprimentos de ondas de 260
e 280 nm e armazenado a -80°C até o uso posterior. Em seguida foi realizada a
transcricdo reversa, e o cDNA foi utilizado como molde para as andlises de PCR em
tempo real, utilizando Primers especificos. Para cada experimento, a reagdo sem cDNA
foi usada como controle negativo. A quantificacdo relativa da expressao génica foi feita
usando o método 2-AACt e os dados normalizados pela expressao génica do s26. Para
sintese de cDNA e experimentos de PCR em tempo real foram utilizados reagentes da
Biorad.

3.9. Imunohustologia

3.9.1 Imunofluorescéncia dos cardiomiécitos

Os cardiomidcitos foram fixados com solucédo 4% de paraformaldeido (PFA) diluido em
PBS 1x por 15 min a temperatura ambiente. Logo apdés, procedeu-se a lavagem para
remogdo do PFA e permeabilizagdo da membrana celular utilizando solucdo de
PBS/Triton 0,5%. Apds o bloqueio por 1h, os cardiomiécitos foram incubados overnight
a 4°C com os seguintes anticorpos: anti-STI-1 (1:100, REF) e anti-a-actinina (1:150,
Sigma-Aldrich). No dia seguinte, procedeu-se a lavagem das células durante 30 minutos
com solucdo PBS e entdo as células foram incubadas com os anticorpos secundarios
conjugados a Alexa Fluo 488 (1:500, Invitrogen) ou Alexa Fluo 633 (1:500, Invitrogen)
por 1h a 4°C. A marcacao nuclear foi obtida incubando as células com 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, 1 mg/mL, 1:25). As laminas foram observadas usando o microscopio
confocal Zeiss LSM 880 (CAPI, ICB, UFMG) com aumento de 63x.
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3.9.2 Imunofluorescéncia do tecido

Os cardiomiocitos cortados com 10 pm, foram fixados com solugdo 4% de
paraformaldeido (PFA) diluido em PBS 1x por 15 min a temperatura ambiente. Logo
apos, procedeu-se a lavagem para remocédo do PFA e permeabilizacdo da membrana
celular utilizando solucdo de PBS/Triton 0,5%. Apds o bloqueio por 1h, os cardiomiécitos
foram incubados overnight a 4°C com os seguintes anticorpos: anti-STI-1 (1:200, REF).
No dia seguinte, procedeu-se a lavagem das laminas durante 30 minutos com solucao
PBS e entédo foram incubadas com os anticorpos secundarios conjugados a Alexa Fluo
647 (1:200- 1:400) por 1h a 4°C. A marcacao nuclear foi obtida incubando as células com
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1 mg/mL, 1:25). As laminas foram observadas

usando o0 microscopio Evos com aumento de 40x.

3.10 Ecocardiograma

Ecocardiografia, em estado basal, foi realizada em camundongos ao completarem 30
dias e ao alcancarem a idade adulta. Em seguida, apos o tratamento realizado por 7 dias
com isoproterenol ou salina, os mesmos animais foram submetidos novamente ao

Processo.

3.10.1 Preparacgéo do animal

Os camundongos foram anestesiados com Isoflurano 1.5% em oxigénio através do cone
nasal e permaneceram respirando livremente durante todo o experimento. As patas
foram fixadas aos eletrodos e em seguida os térax dos animais foram depilados com o
auxilio de creme depilatério Veet. A temperatura corporal foi monitorada e mantida entre
36°C e 37°C com auxilio do suporte térmico, e as imagens capturadas com batimentos

entre 400-500 bpm aproximadamente.
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3.10.2 Aquisig&o de imagens

As imagens capturadas na ecocardiografia foram obtidas pelo aprelho Vevo 2100 (Visual
Sonics) com o transdutor MS250 e o pacote de cardiologia. Apdés o adequado
posicionamento do animal e transdutor, imagens de cortes do eixo curto (sax- short axis)
e longo (pslax- parasesternal long axis) do coracdo foram coletadas, em modo “M”
(unidimensional) e “B” (Bidimensional-2D) pelo LV-trace.

3.10.3 Andlise das imagens

As imagens foram a analisadas como software VevolLab, versdo 3.1. Nelas foram
realizadas medidas do modo M e B em ambos os cortes, sendo calculado os valores dos

seguintes parametros:

e SAX B-Mode
-Frequéncia cardiaca (Heart Rate-bpm)

e SAX M-Mode
-Didmetro interno do ventriculo esquerdo na diastole (LVID;d- mm)
-Diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole (LVID;s- mm)
-Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (LVPW;d- mm)
-Parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole (LVPW;s- mm)
-Fracéo de ejecao (EF %)
-Fracéo de encurtamento (FS %)

e PSLAX B-Mode
- Frequéncia cardiaca (Heart Rate- bpm)
-Volume de ejecao (SV- pl)
-Fracéo de ejecao (EF- %)
-Frac&o de encurtamento (FS-%)
- Débito cardiaco (CO- ml%min)

e PSLAX M-Mode
-Diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole (LVID;d- mm)
-Diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole (LVID;s- mm)
-Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (LVPW;d- mm)
-Parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole (LVPW,;s- mm)
-Fracéo de ejecao (EF- %)
-Frac&o de encurtamento (FS-%)
-Débito cardiaco (CO- ml%min)
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Figura 7- Ecocardiograma PSLAX B-Mode: Captura do eixo longitudinal no momento da diastole
(vermelho) e sistole (verde) e avaliacdo do diametro da camara interna do ventriculo esquerdo.

Figura 8- Ecocardiograma PSLAX M-Mode: Captura do eixo longitudinal com visualizagdo das
paredes anterior e posterior e avaliacdo da espessura.

Figura 9- Ecocardiograma SAX B-Mode: Captura do eixo transversal no momento da diastole
(vermelho) e sistole (verde) e avaliagao do tamanho da camara interna do ventriculo esquerdo.
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Figura 10- Ecocardiograma SAXM-Mode: Captura do eixo transversal com visualizagao das
paredes anterior e posterior e avaliacdo da espessura.

3.11 Anédlises estatistica

As analises dos resultados foram realizadas pelo programa Graph Pad Prism 8.3.0. Para
analises entre dois grupos realizou-se Teste t, ndo pareados considerando mesmo
desvio padréo entre os grupos. Como probabilidade de significancia considerou-se valor
de p < 0.05. Para analisar experimentos que envolvem diferentes linhagens e
tratamentos decidiu-se que comparar linhagens geneticamente modificados aos mesmos
animais controles e analisar as suas respostas em relacdo a estes, seria mais coerente
do que analisar todos os grupos ao mesmo tempo e camuflar possiveis diferencas
significativas. Dessa forma, analisou-se gendtipos WT com KO, e WT com ATPR

separadamente, através do teste One-way Anova com Pés teste Turkey.
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4. RESULTADOS

4.1- Avaliagdo do impacto da redugao da STI-1 na hipertrofia fisiol6gica do desenvolvimento

4.1.1- Avaliacdo da maquinaria chaperonina STI-1

Muito pouco se tem descrito na literatura sobre a STI-1 em coragbes, sabendo-se
apenas que esta esta presente em embrides de camundongos (Beraldo et al., 2013).
Nosso primeiro passo, foi avaliar a presenca da STI-1 em coracdes de humanos e se
existe alteracdo de sua expressao em amostras de pacientes com insuficiéncia cardiaca.
A Figura 11, confirma a presenga da STI-1 no tecido cardiaco de humanos e mostra que
h& uma reducado dos seus niveis em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Tendo esse
resultado em mente e com o objetivo de melhor compreender o impacto da reducédo
dessa proteina para a fisiologia cardiaca, utilizou-se nos proximos experimentos, dois
modelos murinos geneticamente modificados que apresentam diminuicdo na expressao
da STI-1, os camundongos STI-1*- e ATPR.

A- CTR HF

STI-1 E 66 kDa

P=0.0228

-
w
=

-

(=]

=]
1

STI-1/ GAPDH
(normalized/ control group)

1%
=]
1

n=4

=]

CTRL HF

Figura 11- Amostras de coracao de pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentam
reducao na expressédo da STI-1: A- representativo de Western Blot para STI-1, no tecido cardiaco
de pacientes com insuficiéncia cardiaca, e pacientes controles; com respectivo grafico com a analise
semiquantitativa. N= namero de amostras cardiacas. O grafico ilustra o aumento significativo da
expressédo de STI-1 em pacientes humanos com insuficiéncia cardiaca, quando comparados com
pacientes controle.
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Camundongos STI-1*- apresentam reducdo de 50% na expressdo de STI-1 em
cardiomiocitos como apresentado na Figura 12-A. Além disso, utilizando-se da técnica
de imunofluorescéncia para detectar a localizacdo da STI-1 na célula cardiaca (marcacdo
em verde), pode-se observar na Figura 12-B, que a expressdo da STI-1 ocorre
principalmente no sarcolema do cardiomiocito e em regido perinuclear. Cardiomiécitos
provenientes de animais STI-1*- apresentaram reducdo na marcagdo de STI-1 no

sarcolema e auséncia da marcagéao perinuclear.

wWT STI-1**

A sH[Eme—len B
a-actinin E 100 kDa

1.57

STi-1/a-actinin (a.u.)

n=5
0.0 g +/-
WT STI-1

Figura 12- STI-1 esta presente no sarcolema e regido perinuclear de cardiomiécitos:
A- representativo de Western Blot para cardiomiécitos de animais WT e STI-1*" e respectivo grafico com
analise semiquantitativa do Western Blot, n= niimero de animais. P<0.05. As bandas e o grafico ilustram
a reducdo de quase 40% na expressao da STI-1 em animais STI-1*-. B- Imagens adquiridas através de
microscopia confocal, mostrando a expressdao da STI-1 no sarcolema e regido perinuclear de
cardiomiécitos provenientes de animais WT e STI-1*-. Em verde STI-1, em vermelho alpha-actina, em azul

nucleo celular.

Dessa forma os resultados confirmam a reducédo dos niveis de STI-1 no coracédo de
animais STI-1*-, de forma semelhante ao de pacientes com insuficiéncia cardiaca.
Compreendendo-se que a STI-1 esta inserida em uma maquinaria de chaperonas, as
Heat shock proteins, foi avaliado o nivel de expressédo destas. Como apresentado na
Figura 13, a reducéo nos niveis de expressao da STI-1 nao altera a expressao da Hsp90
e da Hsp70.
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Figura 13- Coracdo de camundongos STI-1+/-ndo apresentam alteracdo no nivel de
expressao das HSP: A- Representativo de Western Blot para HSP90 e HSP70 em animais WT e STI-
1*-, com seus respectivos graficos de analise semiquantitativa. N= Niamero de animais. As bandas do gel
e os graficos ilustram um mesmo nivel de expressao das proteinas Hsp90 e 70 nos grupos controle e STI-
1+,

Outra forma de se avaliar a funcionalidade da maquinaria Heat shock, é pela avaliacao
dos niveis de expressao de seus clientes. Esta desempenha um papel importante nao
s6 na maturacao de proteinas, mas também em modificacbes pds traducionais, como a
fosforilagdo de proteinas que ativam de cascatas intracelulares. Para tanto foram
avaliadas proteinas que jA sdo reconhecidamente clientes da maquinaria nessas

categorias.

Nesta etapa foram avaliados os receptores de hormonios esteroidais, como por exemplo
o de mineralocorticoide, que séo tradicionais clientes de maturacdo dessa maquinaria.
(Young, 2000); (Sahasrabudhe et al., 2017) (Alvira et al., 2014). Como o Western Blot
da Figura 14, e sua analise quantitativa mostra, ndo h4 alteracdo nos niveis de expressao

da proteina MR.
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Figura 14- Maturacédo proteica do receptor de mineralocorticoide nos animais STI-1*"
nao estd comprometida: A- Representativo de Western Blot para receptores de mineralocorticoides
(MR) em animais WT e STI-1*-, com seu respectivo grafico de analise semiquantitativa. N= ndmero de
animais. A amostra do gel apresenta duas bandas semelhantes e o gréfico ilustra o indice de expressao

do MR estatisticamente similar.

Proteinas recém traduzidas sdo entregues ao Reticulo Endoplasmatico em sua forma
linear, e a partir deste ponto poderdo seguir dois caminhos: maturacdo sendo
enoveladas; ou degradacdo (ERAD/ ER- associated degradation), (Hampton, 2000).
Portanto, o ER é uma organela rica em chaperonas e co-chaperonas envolvidas na
maturacdo proteica, como por exemplo a proteina GRP78 (glucose regulated protein),
ou Bip (Binding Immunoglobulin protein) (Lee, 2005). No caso de uma sobrecarga com
aumento da entrega de proteinas lineares, ou de um comprometimento na maquinaria
dessas chaperonas, seria observado uma maior expressao de proteinas como o0 GRP78.
Este é, portanto, reconhecido como um marcador de estresse do reticulo endoplasmatico
(Zheng et al., 2014). Como a Figura 15 mostra, ndo ha aumento da expresséo da proteina
GRP78 nos animais STI-1*-, corroborando o resultado anterior de que n&o ha

comprometimento na maturacao proteica, no estado basal desses animais.
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Figura 15- Coracdo de camundongos STI-1*" n&do apresenta alteracdo no nivel de
expressdo do marcador de estresse reticular- GRP78: A- Representativo de Western Blot
para a proteina GRP78 (marcador de estresse reticular) apresenta bandas semelhantes para os animais
WT e STI-1*-. O respectivo gréafico de andlise semiquantitativa indica indices estatisticamente semelhantes

de expressao para o GRP78. N= nimero de animais.

Em continuidade a avaliacdo das proteinas clientes, a AKT, outra proteina ja validada
como cliente da maquinaria HSP, foi escolhida, para avaliar se as transformacdes pés-
traducionais, como a fosforilagdo, ou sua expressdo total estariam ocorrendo
adequadamente (Zhang and Burrows, 2004); (Basso et al., 2002). Como apresentado na
Figura 16, ha uma reducédo nos indices de fosforilacdo da AKT, indicando um possivel
comprometimento dessa maquinaria no aspecto de ativacdo de proteinas por meio de

transformacdes pos traducionais.
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Figura 16- Fosforilagdo da AKT estéd reduzida no sitio Ser473 e Thr 308 em amostras
cardiacas de camundongos STI-1*: A- Representativo de Western Blot para a proteina AKT
fosforilada no sitio Ser473 de animais WT e STI-1*-demonstrando reducéo na fosforilagéo do sitio Ser473.
B- Representativo de Western Blot para a proteina AKT fosforilada no sitio Thr308 de animais WT e STI-
1*- também apresenta diminuigdo nos indices de fosforilagédo no sitio. C- Representativo de Western Blot
para a proteina AKT total, com seus respectivos graficos de andlise semi quantitativa. A figura “C”
comprova que a proteina AKT esta sendo normalmente produzida em animais WT e STI-1*, e assim a
reducdo da fosforilacdo apresentada nos sitios Ser 473 e Thr308 nédo € por menor quantidade de AKT,

mas sim por perda de fun¢do da maquinaria. N= nimero de animais.

4.1.2- Avaliacéo do desenvolvimento corporal

Tendo, entéo, sido confirmada a expressao de STI-1 em coragfes de animais adultos, e
seu impacto na maquinaria chaperonina, o segundo passo foi avaliar se o
desenvolvimento fisico e cardiaco dos animais geneticamente modificados estaria
comprometido, diante da redugéo da expressdo da STI-1. Para isso parametros como:

Peso corporal e tamanho corporal foram avaliados.
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Figura 17- Peso e comprimento corporal semelhante entre animais WT e STI-1*: A-
Imagem demonstrativa e comparativa do tamanho corporal de animais WT e STI-1*- em diferentes fases
do desenvolvimento; animais PO (dia do nascimento); 1 més de idade e 3 meses de idade. B, C- Graficos
de tamanho e peso corporal dos animais adultos aos animais aos 3 meses de idade. N= ndimero de
animais. Nos diferentes estagios representados os animais apresentam tamanho e estrutura corporal

semelhante, sem diferengas significativas.

Pode ser observado na Figura 17, que ndo ha diferenca entre o tamanho e o peso
corporal e assim pode-se concluir que desenvolvimento corporal ndo se encontra

comprometido no genétipo com diminuicdo da expressao de STI-1.
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4.1.3- Avaliacédo do desenvolvimento cardiaco

Em seguida faz-se primordial elucidar o desenvolvimento do 6rgdo em foco, o coracao,
do neonato ao animal adulto, e se ha algum comprometimento na hipertrofia fisiologica
gue ocorre em resposta ao desenvolvimento. Para tanto, foi avaliado ndo so6 a estrutura

fisica do coracdo do macro ao micro, mas também sua capacidade funcional.

Comecando a analise cardiaca pelo o aspecto macroscopico, foi avaliado o peso do

coracao, e como se pode ver nos graficos apresentados naFigura 18, ndo ha diferenca

significativa.
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Figura 18- Animais STI-1*- apresentam razdo de peso cardiaco similar a animais WT,
independente do normalizador: A- Grafico do peso do coracdo normalizado pelo peso corporal. B-
Gréfico do peso do coracao normalizado pela tibia. N= nUmero de animais. Em ambos os graficos o peso

do coracdo normalizado ndo apresenta diferencas estatistica entre os grupos estudados.

4.1.4- Avaliagdo do desenvolvimento cardiaco a nivel morfolégico

Partindo para a andlise da estrutura tecidual, a porcentagem de cardiomiocitos
averiguada, em cortes histolégicos de tecido cardiaco, nos animais geneticamente

modificados foi similar a dos animais controle, como mostrado na Figura 19.
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Figura 19- O percentual de cardiomiocitos é semelhante entre corag8es provenientes
de camundongos selvagens e STI-1*-: A- Imagem representativa da constituicdo histoldgica do
tecido cardiaco em cada linhagem animal. B- Grafico com o percentual de cardiomiécitos nas amostras de

tecido cardiaco se apresenta similar entre animais controle e Knockouts. N= nimero de animais.

Para andlise a nivel celular foi realizado o isolamento de cardiomidcitos, e apés

adequada mensuracdo, averiguou-se que estes apresentavam mesma area celular,
como demonstrado na Figura 20.
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Figura 20- Analise de cardiomi6citos isolados de animais STI-1* indica &area celular

equivalente ao de animais WT: A- Gréfico da area celular de cardiomiécitos em animais WT e STI-
1*- sem diferenca significativa. B- Imagem de microscopia confocal de cardiomicitos isolados

usados para a quantificacao da area celular. Os cardiomiécitos apresentam formato e dimensdes similares.
Em verde- actina, em azul- nicleo celular. N= ndmero de cardiomiécitos.

4.1.5- Avaliagdo do desenvolvimento cardiaco a nivel funcional

Para analise funcional do 6rgéo, foi realizado o exame de ecocardiograma nos animais
com 1 e 3 meses de idade. Nos graficos abaixo, todos os dados foram calculados no
modo M, exceto, SV, CO, LVAW. Estes se aproximam mais aos valores apresentados
na literatura para camundongos adultos sedados por isoflurano 1,5-2%. (Gao and Vatner,
2011), (Vinhas et al., 2013), (Hendrix Sloane, Misuraca, & Moore, 2013), (Picard et al.,
2014).
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Figura 21- Pardmetros da func¢éo sistélica encontram-se normais em animais STI-1*/"

com 1 més de idade:

A- Gréficos da funcdo cardiaca em animais: 1- Fragdo de encurtamento; 2-

Fracdo de ejecdo; 3- Volume sistdlico de ejecdo; 4- Débito cardiaco, todos apresentado resultados

similares entre os grupos estudados. N= nimero de animais.
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Figura 22- Coracao de animais STI-1+/ adultos apresentam func¢éo sistélica e estrutura
cardiaca similares aos animais WT: A- Gréficos da funcdo e estrutura cardiaca em animais com
8-12 semanas de idade. 1- Fracdo de encurtamento. 2- Fracéo e ejec¢do; 3- volume sistdlico de ejecao; 4-
Débito cardiaco; 5- Didmetro interno do ventriculo esquerdo na diastole; 6- Didmetro interno do ventriculo
esquerdo na sistole; 7- Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole; 8- Parede posterior do
ventriculo esquerdo na sistole. Todos os graficos apresentam resultados similares entre os grupos

estudados. N= numero de animais.

Como as Figuras 21 e 22 indicam, os animais STI-1*- ndo apresentaram alteracGes na

funcdo cardiaca com um més de vida até a fase adulta.

O uso da linhagem ATPR teve o objetivo de corroborar os resultados apresentados pela

reducdo da expressao de STI-1 por Knockouteamento.

Nos animais ATPR heterozigotos temos apenas um alelo responsavel pela producéo de
STI-1, o que leva a reducdo do seu nivel de expressdo como pode ser avaliado pelo
Western Blot (Figura 23) e pela imunofluorescéncia de tecido para STI-1 (na Figura 24).
Além disso, uma terceira banda correspondente a proteina STI1 com o sitio TPR1

deletado, pode ser visualizada na membrana do Western Blot da Figura 23. Esta banda
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proteica, por ndo apresentar a estrutura completa da STI-1, com menos um sitio TPR,
tem um peso molecular menor (53 kDa). Se tratando de um gene hipomorfico a traducao
da STI-1-TPR1 transcrita pode ser comprometida e dessa forma o nivel de expressao da
proteina STI-1-TPR1 é bem inferior a da STI1 normal. Portanto, para sua exposicédo na

membrana, as bandas da proteina STI-1 foram cobertas e a membrana foi entdo

overexposed.
WT ATPR
A- e
STI-1 ATPR ——
(Overexposed) | B 5300
GAPDH |:| 37 kDa
g P=0.0018 = P=0.0015
§ 100+ S,
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Figura 23- Reducédo dos niveis de expressado da proteina STI-1 em animais ATPR, e
presenca da proteina STI-1 com sitio ATPR deletado na faixa dos 53 kDa: A-
representativo de Western Blot de tecido cardiaco de animais WT e ATPR apresentando banda
mais fraca no gel para a proteina STI-1 nos animais ATPR. Abaixo, tem-se superexposi¢cao da
membrana com o aparecimento da proteina STI-1-ATPR1. Como os graficos de analise
semiquantitativa indicam ha uma menor expressao de STI-1 nos animais ATPR e uma maior

expressao da proteina STI-1-ATPR1 nos animais geneticamente editados. N=numero de animais.
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Figura 24- Diminuicdo da fluorescéncia representativa para STI-1 no tecido cardiaco
de animais ATPR: A- Imagem representativa de imunofluorescéncia de tecido cardiaco de animais WT
e ATPR para STI-1 em resposta a diferentes concentragBes de anticorpo anti- STI-1.Na microscopia
visualiza-se a STI-1 em vermelho, podendo ser observado uma colora¢cdo menos intensa no animais ATPR
em ambas as concentracdes ( 1:200 e 1:400).

Assim como nos animais STI-1*-, a Figura 25 nos mostra que, ndo ha alteracdo na
maguinaria de chaperonas nos animais ATPR. Nao foi observada nenhuma diferenca na
expressdo das HSP e de seu cliente de maturacao- receptores de glicocorticoides
(Young, 2000); (Sahasrabudhe et al., 2017) (Alvira et al., 2014).
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Figura 25- Membros da maquinaria chaperonina ndo apresentam altera¢cao nos animais
ATPR: A, B, C, D- representativo de Western Blot para a proteina HSP90; HSP70; HSP40 e
Receptor de glicocorticoide com seus respectivos graficos de andlise semiquantitativa,

demonstram bandas semelhantes e resultados similares para os grupos avaliados. N= nimero de

animais.
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A seguir, nas Figuras 26 e 27, foram repetidos nos animais ATPR adultos, os experimentos de

andlise de desenvolvimento corporal (peso e comprimento) e desenvolvimento cardiaco (peso

do coracao/ tibia; morfometria e fungéo cardiaca). Como pode ser observado no conjunto de

resultados da Figura abaixo, a linhagem ATPR de fato valida os resultados obtidos na linhagem

KO, de forma que n&o se observa nenhuma diferenca significativa entre animais ATPR e WT nos

experimentos.
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Figura 26- Animais ATPR apresentam desenvolvimento corporal normal,
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morfometria cardiaca semelhante aos animais WT: A- Gréfico de comprimento corporal; B-

Gréfico de peso corporal, C- Gréfico de peso cardiaco, sendo que em nenhum destes é observado alguma

diferenca entre os grupos. D- Representativo da histologia cardiaca em animais WT e ATPR e E- Gréfico

com o percentual de cardiomiécitos nas amostras de tecido cardiaco, indicando estrutura microscépica

semelhante entre os grupos. N= ndmero de animais.
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Figura 27- Ecocardiograma demonstra funcéo sistélica e estrutura de paredes e
camaras de animais ATPR adultos sem altera¢cfes: A- Gréficos da fungéo e estrutura cardiaca
em animais com 8-12 semanas de idade. 1- Fragcdo de encurtamento; 2- Fragéo e ejecdo; 3- Volume
sistolico de ejecao; 4- Débito cardiaco; 5- Diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole; 6-
Diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole; 7- Parede posterior do ventriculo esquerdo na
diastole; 8- Parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole. Todos os parametros apresentam-se
semelhantes entre os grupos de estudo, sem indicar alteragdes morfol6gicas e funcionais nos coragfes

de animais ATPR. N= ndmero de animais.

Compilando todos os dados adquiridos na avaliacdo do desenvolvimento corporal e
cardiaco de animais STI-1*, podemos concluir que, ndo obstante a reducdo na
expressdo da co-chaperona STI-1, e algumas diferencas na fosforilacdo da AKT, os
coragGes dos camundongos STI-1* se desenvolveram normalmente e de forma similar
aos seus controles. Sob perspectiva estrutural, morfolégica, funcional e molecular
(maquinaria chaperonina operacional), o coracdo apresentou a hipertrofia fisiolégica
cardiaca adequada em todos os aspectos analisados. Pontos chaves avaliados no
animal ATPR basal, validam os resultados obtidos com os animais Knockouts e
confirmam a ocorréncia de uma hipertrofia fisiolégica normal, mesmo diante da perda

parcial de STI-1.
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Assim, 0 proximo passo foi investigar o impacto da reducédo na expressao da STI-1 para
0 coragdo, em resposta ao estresse cardiaco causado pela administracdo do

isoproterenol.

4.2- Avaliacdo do impacto da reducdo da STI-1 em um modelo de estresse cardiaco causado pela
injecao de isoproterenol

4.2.1 Avaliacdo da maquinaria chaperonina STI-1 pds tratamento

Como modelo de inducéo de hipertrofia cardiaca, foi escolhido o tratamento crénico com
o Isoproterenol (IP, 7 dias, 20mg/ Kg/dia); protocolo jA& muito bem estabelecido com
estimulo hipertréfico restrito ao muasculo cardiaco ja4 validado. Por se tratar de um
agonista de receptores adrenérgicos, o primeiro passo foi verificar se os animais STI-1*-
apresentam alteracdes na expressao do receptor beta-1 adrenérgico o principal receptor
adrenérgico cardiaco. Para tanto, foi avaliado os niveis de expressao dos receptores 31,
no tecido cardiaco, que como apresentado na Figura 28 abaixo, encontra-se semelhante
ao dos animais WT, indicando que os camundongos geneticamente modificados também

estariam aptos a responder ao estimulo estressor.
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Figura 28- Amostras cardiacas de camundongos STI-1*- ndo apresentam alteracdo na
expressao do receptor B1: A- Representativo de Western Blot para os receptores 1 nos animais
WT e STI-1*", tratados com salina ou isoproterenol; com seu respectivo grafico de analise semiquantitativa.
Sem diferenca significativa os animais STI-1*/- sdo considerados responsivos ao estimulo estressor.

N= ndmero de animais.
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Como segundo passo, avaliou-se o comportamento da co-chaperona STI-1 pés
tratamento dos camundongos com isoproterenol. A Figura 29 a seguir, mostra o aumento

da expresséo da STI-1 em camundongos WT p0s tratamento.
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Figura 29- Recrutamento da maquinaria STI-1 com aumento da sua expressdo em
animais WT, p6s tratamento: A- Representativo de Western Blot para a proteina STI-1 nos animais
WT salina e WT isoproterenol; com seu respectivo gréfico de analise semiquantitativa. A banda mais
intensa nos animas tratados com a droga indicam o aumento da expressao de STI-1 pds isoproterenol,

confirmado pela andlise estatistica. N= nimero de animais. P<0,05.

Para avaliar se em outros modelos de estresse cardiaco também haveria alteracéo dos
niveis de STI-1, utilizou-se amostras de coracdo de camundongos selvagens submetidos
a cirurgia da TAC (Constricdo da aorta transversa). Este, € mais um modelo bem
padronizado de inducdo de estresse cardiaco, e como controle foram usados animais
WT SHAM. A Figura 30 apresenta resultado um semelhante ao anterior, com o aumento
da expresséo da STI-1 sendo observado no grupo submetido ao estresse cardiaco.
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Figura 30- Animais WT submetidos a TAC apresentam aumento da expressédo de STI-

1: A- Representativo de Western Blot para a proteina STI-1 nos animais WT SHAM e WT TAC, com seu

respectivo gréfico de andlise semiquantitativa. N= nimero de animais. .*p<0.05.

Como observado, tanto o tratamento com o isoproterenol, como a TAC, recrutam a
magquinaria da STI-1; o que poderia ser conjecturado considerando que se trata de uma

proteina induzida pelo estresse.

De forma distinta aos resultados superiores, nos animais STI-1*-, ndo ha esse aumento
significativo nos niveis de expressao da STI-1 frente ao tratamento com o isoproterenaol,
como apresentado na Figura 31. Assim, tem-se o indicativo de que esses animais néo
séo capazes de compensar uma maior demanda da maquinaria diante de uma condic&o

de hipertrofia patoldgica.
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Figura 31- Expresséo da STI-1, em animais STI-1*/-, pés tratamento, com isoproterenol
néo se altera: A- Representativo de Western Blot para a proteina STI-1 nos animais STI-1*-, salina e
isoproterenol respectivamente, apresentando bandas similares, com o gréafico de analise semiquantitativa

sem diferenca significativa. N= nimero de animais.

Considerando, mais uma vez, a conexao intrinseca que ha entre a co-chaperona STI-1
e as Heat shock proteins, avaliou-se 0s niveis de expressdo dessa maquinaria apos o
estimulo com isoproterenol. Esses ndo se encontravam alterados, como apresentado na

Figura 32 abaixo.
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Figura 32- Expressdo do complexo Heat shock protein ndo se altera p6s tratamento

nos grupos experimentais:

A-B- Representativo de Western Blot para a chaperona HSP90 nos

animais WT, STI-1*, salina e isoproterenol, com bandas similares no gel e graficos de andlise

semiquantitativa sem diferenca significativa. N= ndmero de animais.
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Para o0s proximos experimentos, voltou-se a considerar o importante papel
desempenhado por essa maquinaria, na maturacao proteica; e o fato de que a sintese

de proteinas é profusamente exigida durante um quadro de hipertrofia.

Entendendo entéo, que o recrutamento da maquinaria STI-1 se encontra comprometido,
criou-se a hipdtese de que etapas do processo hipertrofico celular poderiam também
estar prejudicados nos animais STI-1*71SO. Assim, decidiu-se avaliar se a maturacdo
proteica desempenhado por essa maquinaria estaria impactada, prejudicando o
enovelamento proteico e a disponibilidade de proteinas para a hipertrofia celular.

De forma complementar, sem uma adequada maturacdo proteica, um aumento de
numero de missfolding proteins no interior do reticulo seria observado (Hampton, 2000),
e essas pela UPR (unfolden protein response) (Hampton, 2000) levariam a organela a
um estado de estresse reticular iniciando cascatas de morte celular (Sano and Reed,
2013) (Schroder, 2008).

Consequentemente, seria observado, também, uma maior ativacdo do sistema
proteassomal, como uma tentativa de evitar este acumulo pela via de degradacédo
proteica. Neste caso as vias de ubiquitinacéo seriam ativadas, levando a um maior nivel

de proteinas ubiquitinadas (Hampton, 2000).

A fim de confirmar essas hipoteses, 0s niveis de marcadores de estresse de reticulo
foram avaliados por gPCR. Como apresentado na Figura 32, ndo ha o aumento desses
marcadores nos animais STI1*- tratados com isoproterenol, e nem o aumento de

proteinas marcadas com ubiquitina como apresentado na Figura 33.
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Figura 33- Auséncia de indicio de estresse reticular em animais STI-1*"1SO, uma vez
que a expressao de marcadores de ER stress se encontra semelhante entre os grupos
experimentais: A-B-C- Graficos de andlise quantitativa dos niveis de RNA para os marcadores de
estresse de reticulo: ATF4, ATF6, CHOP, respectivamente; para os animais WT e KO tratados ou ndo com
isoproterenol. Os resultados ndo apresentam indicios de estresse sem diferencas estatisticas nos

marcadores entre 0s grupos estudados. N= niamero de animais.
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Figura 34 - Nivel de ubiquitinagdo proteica ndo apresenta diferenca significativa entre
todos os grupos experimentais: A- Representativo de Western Blot para proteinas ubquitinizadas
(130 a 50kDa) animais WT, STI-1*/-; salina e isoproterenol; com seu respectivo grafico de anélise
semiquantitativa. O experimento observou proteinas totais de um gel, entre o peso molecular estabelecido,

gue foram marcadas com ubquitinas no geral. N= nimero de animais.
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O que se pode concluir com a associa¢ao dos resultados das Figuras 32 e 33 € que
assim como n&o ha evidéncias de estresse reticular nos animais STI-1*-, também néo
se observa aumento dos niveis de ubquitinizacdo, respectivamente; indicando que, nao
se tem ocorréncia de estresse reticular e nem aumento da ativacdo das vias de
degradacéao proteica. Assim, entende-se que as etapas de maturacao proteica ndo estéo

comprometidas nos animiais STI-1*1SO.

No entanto, o ANP ou peptideo natriurético atrial, que é ndo s6 um hormoénio com funcao
anti hipertréfica local (Song et al., 2015), mas também um horménio marcador para a
ocorréncia de estresse cardiaco, apresenta-se aumentado nos animais STI-1*/I1SO,
indicando a ocorréncia de estresse cardiaco, como pode ser verificado no grafico da
Figura 34.

A-

* k%

ANP mRNA expression (2*-ACt)

Figura 35- Aumento significativo da expressdo de ANP em animais STI-1*1S0O,
indicando estresse cardiaco: A- Graficos de analise quantitativa dos niveis de RNA para o peptideo
natriurético atrial, para os animais WT e STI-1*-, salina e tratados. Animais STI-1*/-1SO apresentam
relevante aumento na expressdo de ANP, apontando maior indicio de estresse nesses. N= nimero de

animais.
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4.2.2- Avaliacdo da resposta cardiaca ao estimulo estressor

Partiu-se para uma analise mais macro dos resultados, buscando observar a resposta

do tecido cardiaco ao estimulo hipertréfico.

Como os animais WT e STI-1* ndo apresentaram variacdo no peso corporal entre o
inicio e o final do tratamento com isoproterenol (Figura 35-A), mas 0s grupos tratados
com a droga apresentaram aumento de peso cardiaco, ocorreu 0 aumento na razao peso
do coracdo/ peso corporal (Figura 35-B). Esse resultado indica que, assim como o
esperado, o isoproterenol foi eficiente para causar o aumento de ganho de peso cardiaco

em ambos os genatipos.
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Figura 36- Aumento da razdo do peso cardiaco pelo peso corporal em camundongos
tratados com isoproterenol: A- Gréfico de comparacdo entre peso corporal nos grupos WT, STI-
1+/; salina e isoproterenol sem diferencas apresentadas. B- Grafico de comparacéo entre peso cardiaco
normalizado pelo peso corporal nos grupos WT, STI-1*; salina e isoproterenol, mostrando que os grupos

tratados com a droga aumentaram a razao estudada, como esperado. N= niumero de animais.

Considerando que os resultados da avaliacdo do desenvolvimento cardiaco mostram a
ocorréncia de uma hipertrofia cardiaca fisiolégica normal, e que os dados p0s tratamento
indicam hipertrofia cardiaca tanto no WT quanto no animal STI-1*"; o intuitivo a se
esperar, seria uma resposta hipertrofica patolégica causada pelo isoproterenol, a nivel
celular, nas duas linhagens. Neste sentido partiu-se para a investigacao da area celular

em ambos 0s grupos apos tratamento.
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4.2.3- Avaliacéo da resposta cardiaca a nivel morfoldgico

Para a ocorréncia da hipertrofia cardiaca concéntrica, como explicado na introducéo,
deve ocorrer a hipertrofia dos cardiomidcitos. Isso se traduz em um aumento de area
celular, que no caso da hipertrofia patologica concéntrica se justifica principalmente pelo

acréscimo de sarcomeros em paralelo, aumentando o didametro da célula.

No entanto, uma vez que os cardiomidcitos de camundongos WT e STI-1*"ISO, sal e
iso, foram isolados e sua area celular mensurada, nota-se que apenas os cardiomiocitos
dos animais WTISO apresentaram o aumento na area celular, como mostradodo na

Figura 36, abaixo.
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Figura 37- Cardiomio6citos provenientes de camundongos STI-1*" ndo apresentam
aumento da area celular em resposta ao tratamento com o isoproterenol: A- Gréfico de
comparacdo da area celular nos grupos WT, STI-1*-; salina e isoproterenol, indicando aumento de area
significativo apenas nos animais WTISO. B- Imunofluorescéncia representativa dos cardiomidcitos de
animais WT e STI-1*- com e sem a influéncia do isoproterenol. Em verde (faloidina)- actina; em azul (DAPI)
nacleo celular. Nas imagens observa-se o aumento destoante do cardiomidcito de animais WTISO.

N= nimero de cardiomidcitos.

De modo a complementar essa analise celular, confirma-se este resultado quando se
observa na Figura 37, que os animais WTISO apresentam ganho na medida ndo sé6 do
comprimento celular, mas de forma mais relevante no didametro, condizente com o quadro

de hipertrofia concéntrica.
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Figura 38- Aumento do comprimento e didmetro de cardiomidcitos WT, pds tratamento
com isoproterenol € compativel com um quadro de hipertrofia cardiaca concéntrica:
A- Gréfico da medida do comprimento celular nos grupos WT, STI-1*-, salina e isoproterenol e B- Gréfico
da medida do diametro celular nos grupos WT, STI-1*", salina e isoproterenol, ambos mostrando aumento

significativo de medidas apenas no grupo WTISO. N= nimero de cardiomidcitos. *p<0.05

Neste ponto, o projeto encontra- se diante de uma incongruéncia entre os resultados de
ganho de peso cardiaco, e auséncia de hipertrofia celular nos animais STI-1*1SO.
Contudo, na andlise de morfometria do tecido cardiaco pode-se observar a explicacao

para o aumento do peso cardiaco nesses animais.
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Figura 39- Aumento da porcentagem de estroma e células inflamatorias no tecido
cardiaco de animais STI-1*/- ap6s tratamento com isoproterenol: A- Imagem histologica
representativa da constituicdo tecidual dos grupos WT e STI-1*- antes e ap6s tratamento com 1SO. Na
seta amarela nota-se a presenca do aglomerado de células inflamatdrias no estroma, em destaque nos
animais STI-1*1SO. B- Gréfico com percentual de estroma no tecido cardiaco dos grupos WT, STI-1*-,
salina e isoproterenol, significativamente aumentado no grupo STI-1*ISO. C- Grafico com percentual de
presenca de células inflamatérias no tecido cardiaco dos grupos WT, STI-1*, salina e isoproterenol,

também, significativamente aumentado no grupo STI-1*1SO. N= nimero de animais. *p<0.05

O aumento de estroma observado na Figura 38, indica ocorréncia de um processo de
remodelamento cardiaco com maior presenca de tecido conjuntivo e células
inflamatorias. Ainda na andlise morfolégica do tecido, observa-se uma diminuicdo da
porcentagem de cardiomidécitos, indicando uma perda celular, Figura 39-A. Essa, foi
avaliada, até o momento por um ensaio de Imuno-histoquimica de caspase 3-ativada
marcada com o DAB, de forma que os resultados da Figura 39-B corroboram o dado de

reducdo do numero de cardiomidcitos.
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Figura 40- Perda celular com diminui¢cao da porcentagem de cardiomidcitos no tecido
e aumento da caspase ativada nos animais STI-1*7ISO: A- Gréafico com percentual de
cardiomiécitos no tecido dos grupos WT, STI-1*", salina e isoproterenol, apresenta uma redugéo no grupo
significativamente aumentado no grupo STI-1*ISO. B- Ensaio de Imuno-histoquimica para caspase 3-
ativada dos grupos WT, STI-1*", salina e isoproterenol, em que uma coloracdo mais amarronzada no grupo
significativamente aumentado nos grupos tratados indicam maior presenca ad caspase clivada. *p<0.05.

N= ndmero de animais

O DAB produzira, por uma reacado do antigeno alvo com a peroxidase, uma coloracéo
amarronzada. Dessa forma pode-se notar na Figura 39-B que os animais STI-1*1SO
apresentam um tom de marrom mais acentuado que seus controles salina e animais WT.
Ha também um discreto aumento da coloracdo nos animais WTISO em relacdo aos
animais salina, pois o tratamento com o isoproterenol por si sé ja leva a inducéo de

apoptose dos cardiomiécitos (Zhuo et al., 2013).

Assim, vemos nesse ponto do trabalho, que os animais STI-1*ISO apesar de
apresentarem um aumento do ganho de peso cardiaco, eles apresentam a hipertrofia
celular comprometida, com concomitante aumento de infiltrado inflamatorio e ocorréncia

de morte celular.

De forma similar ao realizado no estado basal, animais da linhagem ATPR, foram
submetidos aos experimentos mais significativos (recrutamento da maquinaria STI-1,
marcadores de estresse reticular, peso cardiaco, morfometria do tecido cardiaco, analise
da caspase ativada tecidual), apresentados nas Figuras 40, 41, 42; para a confirmagao

da experesséao dos fendtipos observados diante da perda parcial de STI-1.
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Figura 41- Expresséo da STI-1 inalterada nos animais ATPR, assim como o nivel de
proteinas ubiquitinizadas e a expressao de marcadores de estresse reticular: A-
Representativo de Western Blot para a proteina STI-1 nos animais ATPR, salina e isoproterenol
respectivamente; com seus graficos de analise semiquantitativa e sem observagdo de aumento de
expressdo. B- Representativo de Western Blot para proteinas ubquitinizadas (130 a 50kDa) animais WT,
ATPR; salina e isoproterenol; com seu respectivo grafico de analise semiquantitativa sem diferencas
significativas; C-D-E- Graficos de andlise quantitativa dos niveis de RNA indicando niveis de expresséo
similares de marcadores de estresse de reticulo: ATF4, ATF6, CHOP, respectivamente para os animais
WT e ATPR, salina e isoproterenol. F- Gréaficos de analise quantitativa dos niveis de RNA para os
marcadores de estresse cardiaco, peptideo natriurético atrial, sem alteracdes estatisticas. N= nimero de
animais.
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Figura 42- Animais ATPR apresentam aumento da razdo peso do coracao/ peso
corporal com concomitante aumento de estroma e células inflamatérias, e perda de
cardiomiécitos: A- Razao peso cardiaco/peso corporal de animais WT e ATPR, salina e isoproterenol,
aumentada entre 0 mesmo genotipo e diferentes tratamentos; B- Imagem histolgica representativa da
constituigao tecidual dos grupos WT e ATPR antes e apds tratamento, com grande aumento de estroma
em animais ATPRISO. C- Grafico com percentual de estroma no tecido cardiaco dos grupos WT, ATPR,
salina e isoproterenol, com animais ATPRISO apresentando relevante aumento de percentual de
estroma e D- Percentual de presenca de células inflamatérias. E- Grafico com percentual de
cardiomidcitos no tecido cardiaco dos grupos WT, ATPR, salina e isoproterenol, indicando perda de
cardiomidcitos em animais ATPRISO; F- Ensaio de Imuno-histoquimica para caspase 3-ativada dos

grupos WT, ATPR, salina e isoproterenol, com tom mais amarronzado nos grupos tratados com a droga.
N= ndmero de animais.*p<0.05

4.2-4- Avaliacao da resposta cardiaca a nivel funcional

Por, Gltimo ao analisar o ecocardiograma dos animais pés tratamento, pode-se verificar
na Figura 42, que os animais ATPR apresentam alteragdo da funcédo cardiaca
significativa com um tratamento de 7 dias com isoproterenol. Indicando que estes tem

menores condi¢des de adaptacdo ao estresse cardiaco.
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FIGURA 43- Animais ATPR apresentam indicativos de perda da funcado cardiaca, e
padrdo de expressédo da STI-1 semelhante a pacientes com insuficiéncia cardiaca: A-
Grafico de analise da Fragao de encurtamento em animais WT e ATPR, salina e isoproterenol. Animais
ATPRSAL apresentam diminuicdo da FS em relagédo aos animais WT e 0os ATPRISO, também, tém perda
da fragdo de encurtamento quando comparado ao selvagem tratado com isoproterenol. B- Gréfico da
medida do didmetro interno do ventriculo esquerdo em animais WT e ATPR, salina e isoproterenol,
indicando aumento da camara do VE em animais ATPRISO. C- Representativo do padrdo de Western Blot
para a proteina STI-1 de camundongos WT e ATPR , em comparagédo com pacientes humanos controle e
de insuficiéncia cardiaca, podendo-se observar diminuicdo na expressao de STI-1 nos animais ATPRISO

e em pacientes com faléncia cardiaca. N= numero de animais. P<0,05.
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5.DISCUSSAO
O primeiro grande achado desse projeto, se fez na confirmagédo da expresséo da co-

chaperona STI-1 em cardiomiécitos de animais adultos e cardiomiocitos humanos,
abrindo um vasto campo a ser investigado na busca por compreender seu papel, na
fisiologia cardiovascular. Por se tratar de uma co-chaperona, envolvida em uma
maquinaria que tem significativa importancia nas etapas de ativagdo de vias
intracelulares e maturacao proteica, definiu-se como o objetivo deste projeto a avaliacado

da importancia da STI-1 nos processos de hipertrofia fisioldgica e patoldgica.

Levando em consideracéo o primeiro grupo de experimentos deste projeto, no intuito de
avaliar a hipertrofia cardiaca que ocorre durante o desenvolvimento do animal desde o
nascimento até o estagio adulto, pode-se dizer que as linhagens STI-1*- e ATPR
apresentaram fenétipo semelhantes ao dos camundongos selvagens, no que se diz
respeito a expressdo da maquinaria chaperonina, da estrutura morfolégica do coracao e
da funcdo cardiaca. Dessa forma, os experimentos realizados no estado basal,
demonstram que a hipertrofia fisiolégica que ocorre em resposta ao desenvolvimento

acontece normalmente mesmo diante da delegéo parcial da STI-1.

Achado curioso que foi encontrado nos experimentos com cardiomiécitos isolados de
animais no estado basal (Figura 12), € o fato da STI-1 se encontrar no sarcolema da
célula. Sabendo, que os neurdnios apresentam secrecao da STI-1 e acdo extracelular
na patofisiologia do desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Ostapchenko et
al., 2013), torna-se possivel cogitar se essa também seria secretada por cardiomiocitos

e se desempenharia uma possivel acao extracelular.

Na segunda etapa do projeto, foi estudada a relevancia da STI-1 na fisiologia cardiaca
diante de um quadro de estresse. Nos modelos de estresse cardiaco usados, tratamento
crénico com isoproterenol e cirurgia da TAC, foi observado o aumento dos niveis de
expressdo da STI-1, indicando que essa maquinaria foi recrutada; como era de se
esperar pelo préprio nome (Stress inducible protein 1). No entanto, amostras de
pacientes humanos com quadros de insuficiéncia cardiaca mostraram um menor nivel
de STI-1 do que pacientes controles. Assim, os modelos animais, geneticamente

modificados, utilizados no projeto se tornam importantes na investigacao da correlacao
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temporal da diminuigcdo da expresséo da STI-1 e o desenvolvimento de um quadro de
insuficiéncia cardiaca no paciente. Este resultados levam a algumas indagacoes: -
Menores niveis de STI-1 seriam uma consequéncia de um comprometimento da fisiologia
de cardiomidciotos e da sua capacidade de produzi-la; ou individuos que tem a producéo
de STI-1 comprometida por alguma razdo sdo mais susceptiveis a desenvolver
patologias quem podem culminar em quadros de insufuciéncia? O que os modelos
animais com reducéo de STI-1, e 0os experimentos mostraram é que a perda parcial de
STI-1 compromete a resposta cardiaca ao estresse. Nesta condicdo, os animais STI-1*
apesar de ndo apresentarem indicativos de estresse reticular e ativacdo do sistema
proteassdmico, apresentaram aumento do peso cardiaco, decorrente principalmente do
aumento de estroma e infiltrado inflamatorio. Corroborando esses achados a linhagem

ATPR apresentou fenétipo semelhante, além do comprometimento da funcéo cardiaca.

Destrinchando os resultados adquiridos, comeca-se pela primeira hipétese deste projeto.
Por a STI-1 se tratar de uma co-chaperona, a sua reducédo, ainda que parcial, poderia
comprometer os processos de maturacao proteica levando a um quadro de estresse de
reticulo, e ativacdo do sistema proteasémico. Assim haveria ndo s6 a indisponibilidade
para a hipertrofia celular, mas também a ativagcdo das vias de morte celular.

Entretanto, os marcadores de estresse reticular e os indices de ubquitinagcéo
apresentaram-se semelhantes, indicando que a via de maturacdo proteica ndo esta

sendo sobrecarregada e, ou, comprometida.

Diante destes achados, o que se pode hipotetizar é que outras funcdes realizadas pela
STI-1 e sua maquinaria podem estar comprometidas, como por exemplo a ativacéo de
proteinas e iniciacdo de cascatas intracelulares (como observado na via da AKT no
estado basal). Assim, sem a ativagdo de vias, como a de hipertrofia, e de sintese
proteica seria possivel justificar a auséncia da hipertrofia celular de cardimiécitos, e
auséncia de proteinas mal enoveladas. Da mesma forma, outras fungdes, como a
citoprotecdo, desempenhadas pela STI-1 poderiam estar também comprometidas,
tornando as celulas mais susceptiveis a morte celular por outros motivos, que nao um

guadro de estresse reticular.
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A fim de, confirmar se a iniciacdo dessas cascatas de hipertrofia estéo, de fato, sendo
iniciadas amostras de tecido cardiaco de animais WT e STI-1*; salina e isoproterenol,
ja foram enviadas para experimentos de fosfoprotedmica em parceria com outros centros
de pesquisa internacionais. Desta forma, a comparacdo niveis de proteinas totais e
fosforiladas, pode elucidar se as vias de hipertrofia estdo sendo afetadas, e tem sua
ativacdo comprometida.

Em relacdo, a perda de cardiomiécitos que € observada e injustificada pela auséncia de
ERstress, deve-se considerar o efeito citoprotetor da STI-1. Hoje se tem bem
exemplificado como a STI-1, desempenha um papel importante no Sistema Nervoso no
sentido de citoprotecdo neuronal, sobrevivéncia celular e prevencdo de morte celular

programada.

Sabendo-se que a expressao proteica de toda a maquinaria envolvida Hsp-stil encontra-
se semelhante no cérebro e coracdo (ensaios de Western Blot), nas linhagens WT,
STI1* e ATPR, pode-se conjecturar um efeito, também, citoprotetor da STI1 em
cardiomiécitos. De forma a complementar esse raciocinio, tem-se resultados
preliminares de experimentos com a linhagem s7/17*. Nesta linhagem, os camundongos
tém os niveis de expressdo da STI-1 cerca de 2,5x maior. Quando submetidos ao
tratamento com isoproterenol, resultados preliminares do laboratério indicam que nédo ha
aumento do estroma e de células inflamatdrias, e uma possivel tendéncia aos animais
STI1™eAISO sofrerem até menos com o estresse do que os animais WTISO. Assim, ilustra-
se que niveis maiores de STI-1 sdo capazes de proteger o tecido cardiaco de injdrias e
gue diante um estimulo estressor para hipertrofia essa diferenca é capaz de diminuir o

remodelamento do coracéo.

Das diversas vias em que a STI-1 é descrita participando desses eventos (como a da
PKA e MAPK) a via da PI3 quinase/Akt se faz um caminho de significativa importancia,
uma vez que a AKT apresenta um papel protetor no coracdo (Lopes et al., 2005)(Zanata
et al., 2002).
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Em relacdo ao aumento de estroma com células inflamatérias nos animais STI-1*"ISO e
ATPRISO, temos que ressaltar que majoritariamente as células inflamatoérias presentes
no estroma dos animais séo representadas por células mononucleares, com nucleos
descentrados e irregulares, e extenso citoplasma caracteristico de macréfagos.
Ademais, o0 aumento da porcentagem de estroma e células inflamatérias se deu de forma
concentrada, sendo observado focos com maior frequéncia no sentido do miocardio para

o pericardio.

Outra questdo a ser discutida neste projeto € quanto a origem das células inflamatoria
presentes nesse aumento de estroma. Seriam essas células oriundas de um infiltrado
inflamatorio que poderia estar ocorrendo por ocasido da morte celular; ou seriam essas
células macréfagos residentes do tecido cardiaco que diante do estresse comecaram a
se proliferar? Essa € uma questédo que gera bastante repercussao principalmente quando
se considera o papel que macrofagos infiltrados, desempenham no processo de
remodelamento cardiaco (Hulsmans et al., 2017) (Bajpai et al., 2019), (Frantz and
Nahrendorf, 2014).

Por tanto, o primeiro passo € a confirmacdo da constituicdo dessas células por
macrofagos. E para isso, experimento de histologia com a identificacdo de marcadores
celulares de macréfagos como CD45, F4/80, MAC-3, CD11b, CD11c, CD68 e CD115,
tem sido cogitado (Frantz and Nahrendorf, 2014). Usando-se de um raciocinio
semelhante, sabe-se que mondcitos podem ser definidos por sua expressédo de Ly-6C
gue é um antitipo para Gr-1. Tradicionalmente, mondcitos Ly-6C"9" (Gr-1*) apresentam
também, CCR2"9h CX3CR1'°% CD62L*, e sdo chamados de inflamatérios; enquanto Ly-
6CIo% (Gr-17) com CCR2'°% CX3CR1M" CD62L~, sdo caracteristicos de macréfagos

residentes do estado basal (Hilgendorf and Swirski, 2012).

Assim analisando a expressdo das proteinas da superficie celular dessas células,
juntamente com a presenca de marcadores de proliferacdo em células ja identificadas
como macrofagos poderia se tracar a origem principal dessas células, seja de infiltracdo

do sistema hematopoiético ou proliferacdo de residentes.
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Uma reflex&o se faz importante em relagéo aos animais da linhagem ATPR. Esses que
foram utilizados com o objetivo de corroborar os achados dos animais Knockouts,
apresentaram em sete dias de tratamento com isoproterenol perda da funcéo cardiaca.
O que pode explicar tal observacéo € o fato de que a STI-1 desempenha o seu papel

também em dimeros, como observado na Figura 42 dos resultados.

Nesta, pode-se ver as bandas indicativas do monoméros de STI-1 (66 kDa) tanto em
camundongos como nos pacientes humanos. No entanto, é facil a observacao de bandas
superiores bem definidas, com aproximadamente o dobro do peso. Essas né&o
apresentam diferencas de intensidade entre gendtipos e tipo de pacientes, por estarem

saturadas na quantidade de proteinas usadas no gel.

Sabendo-se que ja é descrito que a STI-1 se comporta também como dimeros;
(Prodromou et al., 1999), € possivel concluir que os dimeros de STI-1 formados nos
animais STI-1*-, sdo todos formados, por proteinas STI-1 funcionais. Por outro lado,
animais ATPR que ja apresentam uma diminui¢do da expressao de STI-1 funcionais (por
comprometimento da traducdo proteica), sdo ainda capazes de formar dimeros entre
proteinas funcionais e mutadas. Assim os dimeros apresentam perda de funcéo, levando

a um comprometimento da maquinaria, e cardiaco ainda maior nesses animais.

Esse comprometimento maior pode ser visualizado ndo s6 na perda de funcao sistdlica,
e dilatacdo de camara interna, como também nos niveis de expressdo do ANP. Esses
gue ainda se mantém elevados apos 7 dias nos animais STI-1*-, que estdo em uma fase
de resposta compensatoria ao estimulo estressor, ja se encontram reduzidos nos ATPR
em funcdo do inicio do quadro de faléncia e perda das respostas fisologicas dos

cardiomiocitos.

Vale ressaltar uma terceira banda, bem marcada e definida pelo anticorpo anti-STI-1,
nos pacientes com insuficiéncia cardiaca. Essa banda pode ser expeculada como um
produto de degracdo,ou um pré produto, de uma proteina STI-1, que apresente epitopo

para o anticorpo.

Por dltimo, futuramente, ha a intencdo de comparar estes modelos de estudo de

hipertrofia patoldégica com animais adultos submetidos a protocolos de hipertrofia
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fisiolégica (como a do exercicio fisico) e outros modelos de estresse cardiaco (como
animais submetidos a infarto). Entender o papel da STI-1 em outros modelos se faz
promissor, no sentido de que cada modelo ou protocolo de estresse cardiaco requere
diferentes suportes da fisiologia celular e abrange diferentes vias intracelulares (Shimizu
and Minamino, 2016), (Bernardo et al., 2010), (Nakamura and Sadoshima, 2018). Assim
pode-se desvendar se realmente a STI-1 € importante ha manutencao da funcéo do

cardiomidcito e suas respostas ao estresse em diferentes circunstancias.

6. CONCLUSAO

A confirmacao da expressédo da co-chaperona STI-1 nos cardiomidcitos, que por si s6 se
faz uma grande descoberta, abre um vasto campo de pesquisa no sentido de investigar

sua importancia na fisiologia cardiovascular.

O que se pode concluir € que na diminuicdo parcial da expressao da STI-1, os animais
apresentam desenvolvimento cardiaco normal. No que se diz respeito a maquinaria
molecular dos seus cardiomiécitos, da sua composicdo morfolégica, e sua funcdo
cardiaca, o coracao de animais com menores niveis de expressao da STI-1 se encontram
semelhantes a dos animais selvagens. Assim, afirma-se que a hipertrofia fisioldgica do

desenvolvimento ndo se encontra comprometida.

No entanto, uma vez submetidos a uma condi¢éo patolégica, um estresse hipertrofico os
animais geneticamente modificados apresentam respostas dissonantes dos animais WT.
O aumento de peso cardiaco, que € esperado apos o tratamento com o isoproterenol
como reflexo da hipertrofia cardiaca, é visto em todos os grupos. Todavia, 0s motivos

pelos quais esse ganho ocorre, sao diferentes.

Animais WT, apresentam um aumento da area celular correspondente ao aumento do
comprimento, mas principalmente, do didmetro celular, pela adicdo de sarcémeros em
paralelo, coerente a um quadro de hipertrofia cardiaca concéntrica. Diferentemente, o
que respalda esse ganho de peso cardiaco nos animais STI-1*- e ATPR é na verdade o

aumento significativo do estroma, por majoritariamente aumento da presenca de células
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inflamatérias. Concomitantemente, averigua-se a perda de cardiomiocitos, dada pela

morte celular, corroborada pelos ensaios de imuno-histoquimica para a caspase.

Sabe-se neste momento também, que a morte celular, representada pela perda de
cardiomiécitos, ndo foi culminada por um estresse de reticulo devido acumulo de
proteinas mal enoveladas. O que leva a hipotetizar que o comprometimento da
magquinaria chaperonina pode-se encontrar nas vias superiores de iniciacdo de cascatas

intracelulares para a sintese de proteinas da hipertrofia cardiaca.

Portanto, pode-se concluir que na ocorréncia da hipertrofia fisiolégica a perda de STI-1
ndo comprometeu o desenvolvimento cardiaco. Mas, que diante de uma demanda mais
intensa da maquinaria envolvendo a STI-1, como em um quadro patolégico e de
estresse, 0 coracdo com reducdo de sua expressdo se faz mais susceptivel ao
remodelamento e injaria cardiaca. Assim, a STI-1 tem um papel critico no que se diz a

resposta cardiaca adaptativa ao estresse.

Deve-se por fim, buscar de forma eficaz e pressurosa a importancia da STI-1 nos quadros
de insuficiéncia cardiaca e sua correlagdo temporal com o desenvolvimento do quadro
clinico, elucidando se a observacéo da sua reducdo nesses pacientes se d4 como causa
ou consequéncia. A co-chaperona STI-1, pelos resultados deste projeto, se faz um

significativo alvo de pesquisas futuras, com olhar até mesmo terapéutico sobre ela.
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