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Resumo

Introducgédo: A Hipotensina (Ts 14) € um peptideo vasoativo presente na pegonha do
escorpido amarelo Tityus serrulatus. Um tripeptideo sintético derivado de Ts14 é
capaz de potencializar o efeito hipotensor da Bradicinina (BK) e ativar o receptor B2
da BK, levando a vasodilatagdo. Esse tripeptideo € capaz de promover um efeito
anti-hipertensivo em ratos hipertensos (linhagem SHR). Quando a hipertensédo nao é
tratada, podem ocorrer aterosclerose e infarto do miocardio que podem progredir
para insuficiéncia cardiaca e morte. Um dos tratamentos apds o infarto agudo do
miocardio (IAM) é a reperfusdo coronariana, que por sua vez também pode causar
lesdes no coragcdo, o que torna desejavel a identificacdo de novas moléculas
cardioprotetoras. Nesse sentido, estudos preliminares sugerem que o tripeptideo
induz um efeito inotropico positivo, aumento da pressdo desenvolvida no ventriculo
esquerdo (PDVE), um efeito cronotrépico negativo e reduz as arritmias associadas a
isquemia/reperfusdo (I/R) em coragdes de ratos Wistar apds isquemia/reperfusao
(I/R). Esses efeitos ndo séo dependentes da produgao de oxido nitrico (NO), que &
um mecanismo de agdo comum para moléculas cardioprotetoras. Objetivo: estudar
0 mecanismo cardioprotetor do tripeptideo em coracbdes reperfundidos apos
isquemia experimental. Materiais e Métodos: Foram organizados 3 protocolos
experimentais: no protocolo experimental |, foram utilizados ratos Wistar machos, no
protocolo experimental Il, foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) e no protocolo experimental Ill, foram utilizados ratos normotensos Sprague
Dawley (SD). Cada um dos protocolos foi dividido em 3 grupos experimentais. O
primeiro grupo foi constituido de coragdes saudaveis, sem indugao da I/R, que foi
induzida para o segundo e terceiro grupos. Enquanto nos protocolos experimentais |
e Il foi induzida isquemia regional, no protocolo Il foi induzida isquemia global. Os
experimentos ocorreram no Sistema de Langendorff e a solugao de Krebs-Ringer foi
usada para perfundir o coragao. O pré-condicionamento com o tripeptideo (grupo 3)
dos protocolos | e Il teve um periodo de estabilizacdo de 50 minutos, seguido de 30
minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusao, sendo que a solugcido contendo o
tripeptideo perfundiu o coragdo a partir de 20 minutos de estabilizacado até o final da
reperfusdo. O pré-condicionamento com o tripeptideo (grupo 3) do protocolo Il teve
periodo de estabilizagcdo de 35 minutos, 25 minutos de isquemia e 60 minutos de

reperfusdo, sendo que a solugao contendo o tripeptideo perfundiu o coragao a partir



de 20 minutos de estabilizacao até o final da reperfusdo. A aquisicido de dados foi
feita no programa LabChart e a regido circundante a isquemia foi preservada para
analise molecular (Western blotting). Os experimentos foram desenvolvidos de
acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG — Protocolo n°
213/2016. Resultados: Os parametros fisioldgicos cardiacos avaliados tais como
frequéncia cardiaca, pressbes maxima e minima ainda sao inconclusivos e sera
necessario repeti-los e reavalia-los. Entretanto, mostrou-se que o tripeptideo
aumentou a fosforilagdo de Akt nos coragbes tratados. A Akt fosforilada esta
relacionada a sobrevivéncia celular. Conclusdao: Este trabalho permitiu a

caracterizacao parcial do mecanismo de cardioprotecao do tripeptideo.

Palavras-chave: Isquemia/reperfusdo, coracdo isolado, cardioprotegcdo, peptideo

potenciador de bradicinina, Akt, Tityus serrulatus



Abstract

Introduction: The Hypotensin (Ts14) is a vasoactive peptide that is found in the
venom of the yellow scorpion Tityus serrulatus. A Ts14-derived synthetic tripeptide
can potentiate the hypotensive effect of Bradykinin (BK) and activates the B2
receptor, leading to vasodilation. This tripeptide promotes an anti-hypertensive action
in spontaneously hypertensive rats (SHR lineage). When hypertension is not treated,
atherosclerosis and myocardial infarction can occur and can progress to heart failure
and death. The current treatment for acute myocardial infarction (AMI), which is an
ischemic injury of cardiac myocytes, is coronary reperfusion, but reperfusion can also
lead to tissue damage. Thus, searching for new cardioprotective agents is in great
need. In this regard, preliminary results suggest that this tripeptide induces a positive
inotropic effect, due to increased left ventricle developed pressure (LVDP), and
reduced heart rate. It also reduced the cardiac arrhythmias associated with I/R. All
effects were independent of NO production, which is a common mode of action for
cardioprotection. Objective: To characterize the cardioprotective mechanism of the
tripeptide in reperfused hearts after experimental I/R. Materials and Methods: Three
experimental protocols were organized with male rats: in experimental protocol |,

Wistar rats were used, in experimental protocol Il, spontaneously hypertensive rats
(SHR), and in experimental protocol Ill, normotensive Sprague Dawley (SD) rats

were used. Each of the protocols was divided into 3 experimental groups. The first
group consisted of healthy hearts, without I/R induction, while I/R was induced for the
second and third groups. The main difference between these last two groups was
that the third group was treated with tripeptide before I/R. The experiments were
carried out on the Langendorff System and the Krebs-Ringer solution was used for
cardiac perfusion. In protocols | and Il, preconditioning with the tripeptide (group 3)
had a stabilization period of 50 minutes, followed by 30 minutes of ischemia and 30
minutes of reperfusion. The tripeptide perfused the hearts from 20 minutes of the
stabilization until the end of reperfusion. In protocol Ill, preconditioning with the
tripeptide (group 3) had a stabilization period of 35 minutes, followed by 25 minutes
of ischemia and 60 minutes of reperfusion. The tripeptide perfused the hearts from
20 minutes of the stabilization until the end of reperfusion. Data acquisition was

performed using the LabChart program and the region corresponding to the



per-ischemic of the hearts was reserved for molecular analysis (Western blotting).
The experiments were approved by the local Animal Ethical Commitee (CEUA,
Protocol No. 213/2016). Results: evaluated cardiac physiological parameters such
as heart rate, maximum and minimum pressures are still not conclusive and it will be
necessary to repeat and reassess them. However, tripeptide was shown to increase
Akt phosphorylation in treated hearts. Phosphorylated Akt is related to cell survival.
Conclusion: This project allowed the partial characterization of the tripeptide

cardioprotection mechanism.

Key words: Ischemia/reperfusion, isolated heart, cardioproteccion, bradykinin

potentiate peptide, Akt, Tityus serrulatus.
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1. INTRODUGAO

11  Anatomia do Coragao

O coragdo € um orgao complexo que, no caso de aves e mamiferos, é
composto por quatro camaras — dois atrios e dois ventriculos. O sangue chega ao
atrio direito (AD) através das veias cavas inferior e superior, passa do AD para o
ventriculo direito (VD) apos abertura da valvula tricispide e sai do VD através da
artéria pulmonar. Apds ser oxigenado nos pulmdes, o sangue entra no atrio
esquerdo (AE) pelas veias pulmonares, segue para o ventriculo esquerdo (VE) logo
depois da abertura da valvula mitral e deixa o VE pela artéria aorta em consequéncia
da abertura da valvula aértica. A sequéncia de abertura e fechamento das valvulas e
a contracdo muscular coordenada garantem o fluxo unidirecional do sangue no
coragao. O 6rgao é formado principalmente por cardiomiécitos, fibroblastos, células
murais (pericitos e células de musculo liso), células endoteliais e células imunes
(mieloide e linfoide) (MEILHAC & BUCKINGHAM, 2018; LITVINUKOVA et al., 2020).
O coragao possui ainda células especializadas em gerar e conduzir os impulsos
cardiacos. Essas células estdo organizadas formando o nédulo sinoatrial (localizado
na jungao entre a veia cava superior € o AD), o nédulo atrioventricular (situado no
limite do AD com o VD), o feixe de His (no topo do septo interventricular) e as fibras
de Purkinje (que partem dos ramos do feixe de His e alcangam as paredes livres dos
ventriculos) (PARK & FISHMAN, 2017). A anatomia cardiaca resumida pode ser
verificada na figura 1.

As artérias coronarias sdo as principais responsaveis pelo suprimento de
sangue em toda a extensao do coracgéo. Elas emergem da base do arco adrtico e se
dividem em artéria coronaria direita e esquerda. A artéria coronaria direita perfunde
principalmente o atrio e o ventriculo direitos, enquanto a esquerda perfunde
principalmente o atrio e o ventriculo esquerdos. Na regido anterior do ventriculo
esquerdo, encontra-se 0 ramo descendente da artéria coronaria esquerda
(WHITAKER, 2018), como pode ser verificado na figura 2.
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Figura 2. Esquema adaptado evidenciando as principais ramificacbes das artérias
coronarias esquerda e direita.
1. Disponivel em: https://www.todamateria.com.br/sistema-cardiovascular-exercicios/

2 Disponivel em:
https://www.texasheart.org/heart-health/heart-information-center/topics/the-coronary-arteries/

(Sites acessados em 21/10/2021)
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1.2 Fisiologia Cardiaca

O bombeamento ininterrupto do sangue pelo coragédo ocorre em virtude dos
impulsos elétricos gerados no nédulo sinoatrial, o principal marca-passo fisiolégico
cardiaco. Os impulsos gerados sao rapidamente propagados pelo musculo atrial,
culminando na sua contragéo (sistole), abertura das valvulas tricuspide e mitral e na
ejecao do sangue dos atrios para os ventriculos. Devido aos impulsos serem mais
lentos no ndédulo atrioventricular e demorarem a chegar ao feixe de His, os
ventriculos estdao em diastole (relaxados) no momento em que o sangue é ejetado
dos atrios. Quando os impulsos alcangam o feixe de His, eles se propagam
rapidamente pelos seus ramos (direito e esquerdo) até as fibras de Purkinje, levando
a sistole ventricular, apos abertura das valvulas pulmonar e adrtica
(CHRISTOFFELS & MOORMAN, 2009). Na figura 3, sdo mostradas, de forma

simplificada, a diastole e a sistole ventriculares.

A quantidade de sangue bombeada pelo coragdao por minuto € denominada
débito cardiaco (DC) e depende da frequéncia cardiaca (FC) e do volume sistdlico
(volume ejetado a cada sistole ventricular). A FC é modulada pelo sistema nervoso
autonémico (SNA), podendo ser aumentada através da liberagdo de noradrenalina
por fibras eferentes do sistema nervoso autbnomo simpatico (SNS) ou diminuida em
decorréncia da liberacdo de acetilcolina pelo sistema nervoso autdbnomo
parassimpatico (SNP), através do nervo vago. A modulagdo da FC, induzindo seu
aumento (taquicardia) ou diminui¢cdo (bradicardia) € denominada efeito cronotrépico
positivo ou negativo, respectivamente. Além da FC, a contratilidade, a pré-carga e a
pos-carga sao fatores determinantes do DC. A contratilidade esta relacionada a
forca de contracdo do musculo cardiaco (efeito inotropico). A pré-carga esta
relacionada a distensdo das fibras miocéardicas relaxadas. Dentro de limites
fisioldgicos, quanto maior a distensao das fibras, maior sera a for¢ca de contragao do
musculo cardiaco, de forma que a pré-carga depende do enchimento dos ventriculos
durante a diastole. A pos-carga € a forga contra a qual os ventriculos devem atuar a
fim de ejetar o sangue e depende principalmente da presséo arterial diastdlica e do
tébnus vascular (VINCENT, 2008; ERNST, 2017). As sistoles ventriculares criam

ondas de volume sanguineo através dos vasos, cujas paredes se distendem para
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receber o sangue (complacéncia). A complacéncia cria um potencial de forca capaz
de conduzir o fluxo sanguineo para a regiao subsequente, onde a pressao esta
menor, contribuindo para um fluxo pulsatil através dos vasos. Como o sistema
circulatério € um circuito fechado, o DC deve ser equivalente ao volume de sangue
que retorna ao coragao a partir das vénulas e veias (retorno venoso). O retorno
venoso (RV) depende da pressédo no sistema venoso, a qual é determinada pela

complacéncia e pelo volume sanguineo das vénulas e veias (MAGDER, 2016).

Para que o bombeamento do sangue seja eficiente, as células cardiacas
devem receber constantemente os nutrientes e oxigénio através das artérias
coronarias. O fluxo sanguineo coronariano é regulado por multiplos e complexos
mecanismos, como as forcas compressivas extravasculares a cada batimento
cardiaco, a pressao de perfusdo coronariana, além da modulagdo miogénica,

metabdlica local, endotelial, neural e hormonal (GOODWILL et al., 2018).

Diastole Sistole

Figura 3. Esquema mostrando a diastole e a sistole ventriculares de forma simplificada.

3. Disponivel em: https://www.todamateria.com.br/sistole-e-diastole/ (acesso em 21/10/2021)
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1.3 Cardiopatia Isquémica e Infarto Agudo do Miocardio

A doencga arterial coronariana (DAC), principal causa de morbidade e
mortalidade mundialmente, ocorre principalmente em decorréncia da aterosclerose,
que acarreta a diminuigdo ou interrupgéo do fluxo sanguineo, comprometendo o
suprimento de nutrientes e oxigénio em regides do coracdo (SIQUEIRA et al., 2006;
KOJIMA et al., 2016; TABAS, 2016; LIBBY et al., 2019). A DAC é a principal causa
da cardiopatia isquémica que, na clinica, pode se manifestar como angina (dor
toracica), infarto agudo do miocardio (IAM), além de morte subita, como discutido
por MURRAY & LOPEZ (1997); CARVALHO & SOUSA (2001); WENGER (2003). O
IAM é caracterizado por disturbios eletroliticos, como a sobrecarga celular de ions
calcio (Ca?"), arritmias cardiacas, lesdes teciduais e morte dos cardiomidcitos na
regidao afetada pela isquemia. O IAM é uma das causas mais frequentes de
insuficiéncia cardiaca, morbidade que diminui a qualidade de vida e a sobrevida do
paciente (BARRETO et al., 1998). Devido a sua abrangéncia global, considera-se o
IAM uma pandemia, que acomete pelo menos 26 milhdes de pessoas em todo o
mundo (SAVARESE & LUND, 2017).

O atendimento ao individuo que sofre um IAM deve ser imediato para que, em
ambiente hospitalar, possa haver uma rapida reperfusdo coronariana. Restabelecer
o fluxo sanguineo e, com ele, o suprimento de oxigénio e nutrientes na regiao
afetada, diminui a extensdao do comprometimento cardiaco e possibilita alcangar um
progndéstico mais favoravel para o paciente. Apesar da necessidade da reperfusao
coronariana, o restabelecimento do fluxo sanguineo causa danos teciduais. Esses
efeitos deletérios, denominados lesbes de perfusao, se devem, principalmente, ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e alteragbes no transiente de
calcio intracelular ([Ca*],), culminando em arritmias cardiacas e morte celular, que,
dependendo da gravidade e extensdo, podem levar o paciente a obito (BOLLI &
MARBAN, 1999; PESARO et al., 2004; HAN et al., 2013; MOKHTARI-ZAER et al.,
2018). Em razao disso, varios grupos de pesquisa vém buscando alternativas

cardioprotetoras que possam minimizar essas lesoes.
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1.4 Cardioprotegao

KUBLER & HAASS (1996) apresentaram a definicdo de cardioprotegdo como a
preservacdo da funcdo cardiaca através de mecanismos que, direta ou
indiretamente, reduzem ou previnem danos ao tecido cardiaco. Diversas pesquisas,
como as de SANTOS et al. (2004); LOCHNER et al. (2009); BASALAY et al. (2012);
DE BRITO et al. (2018) e SILVA et al. (2021) tém sido feitas com o objetivo de
elucidar os mecanismos de cardioprotecéo e, assim, desenvolver medicamentos ou
técnicas para a melhora da fungéo cardiaca em doencas cardiovasculares (DCVs),
como apos o IAM. Essas pesquisas tém apontado que os mecanismos envolvidos
na cardioprotecdo apds eventos de isquemia/reperfudo (I/R) envolvem a ativagéo de
vias que reduzem ROS, normalizam o transiente de calcio e protegem as células
cardiacas da morte celular. Na figura 4, sdo apresentadas as duas principais vias
cardioprotetoras estudadas atualmente: a RISK (sigla em inglés para: cinases de
recuperacdo de lesdo de reperfusdo), que estda associada a vias candnicas
PI3K/Akt/eNOS e MAPK/ERK, e a SAFE (sigla em inglés para: aumento do fator de
ativacdo de sobrevivéncia), que induz cardioprotegcdo através da cascata de
transducgao de sinais JAK/STAT.
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Figura 4. Principais vias de cardioprotegao resumidas (RSAND & HAYDAL, 2021).
GPCR: Receptor acoplado a proteina G; PI3K: Fosfatidilinositol-3 cinase; Akt: Proteina
cinase B; GSK3B: Glicogénio Sintase Cinase 3 B; mPTP: Poro de Transicdo de
Permeabilidade Mitocondrial; eNOS: Oxido nitrico sintase endotelial; NO: Oxido nitrico; PKG:
Proteina cinase G; mTOR: alvo da rapamicina em mamiferos; ERK 1/2: cinase 1/2 regulada
por sinal extracelular; Ras: proteina do virus Sarcoma de rato; Raf: enzima codificada pelo
gene RAF1; Mek: cinase ativadora da MAPK; STAT: Transdutor de sinal e ativador de
transcricdo; JAK: Janus cinase; Bax e Bad: proteinas pro-apoptéticas; NHE: trocador de
sodio e hidrogénio.

MURRY et al. (1986) descreveram um método de cardioprotecdo denominado
pré-condicionamento isquémico, que consiste em episédios breves e repetidos de
isquemia antes de um periodo sustentado de isquemia cardiaca. Esse procedimento
reduziu a taxa de deplecado de ATP e a morte celular cardiaca, diminuindo a area
infartada. Nas ultimas décadas, varios estudos tém utilizado diversas formas de
condicionamento que ativam vias cardioprotetoras em protocolos de I/R cardiaca. O
condicionamento é dividido em isquémico, caracterizado por breves episddios de
isquemia, e farmacolégico, pela utilizagdo de algum farmaco cardioprotetor. O

condicionamento isquémico (Cl) pode ser realizado no proprio 6rgdo que sofrera a
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isquemia sustentada, podendo ocorrer antes (pré-condicionamento isquémico) ou
depois (pos-condicionamento isquémico) do periodo sustentado de isquemia
(PINHEIRO et al., 2009; HEUSCH, 2015). Além disso, pode ser feito em 6rgao ou
tecido distante daquele que passara pela isquemia sustentada, sendo denominado
condicionamento isquémico remoto (CIR). Este procedimento tem sido utilizado em
cirurgias de pacientes com infarto do miocardio e submetidos a revascularizagéo do
coragdo (THIELMANN et al., 2013; HEUSCH et al., 2015; WHITE et al., 2015;
HAUSENLOQY et al.,, 2019). O CIR pode ser efetuado antes (pré-condicionamento
isquémico remoto), durante a isquemia (percondicionamento isquémico remoto) ou
apos o inicio da reperfusdo cardiaca (pds-condicionamento isquémico remoto),
como explica BASALAY et al. (2016).

O condicionamento farmacoldgico € baseado na administracdo de farmacos que
mimetizam o efeito cardioprotetor do Cl e pode ser realizado antes ou apds a
isquemia. Tal condicionamento pode ativar varias vias que culminam na
cardioprotecdo, como as vias eNOS/PKG, RISK e SAFE (figura 4). Na via RISK,
apos ativagcado de GPCR (receptor acoplado a proteina G) ocorre a ativagao da PI3K
(Fosfatidilinositol-3 cinase), da Akt (proteina cinase B) e inativagdo da GSK3p
(Glicogénio Sintase Cinase 3 B), atenuando a abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial e evitando a morte celular. Na via da eNOS/PKG,
através da ativagao de PI3K e Akt, ocorre a ativagdo da eNOS (éxido nitrico sintase
endotelial) e consequente liberagao de éxido nitrico (NO), culminando na abertura de
canais mitocondriais de potassio sensiveis a ATP (mK,p). Com a abertura desses
canais, ocorre influxo de potassio (K*) na mitocondria, diminuindo o influxo de Ca* e
protegendo a mitocdndria de sobrecarga deste cation, além de diminuir a produgao
de ROS e promover a ativacdo de cascatas de cinases relacionadas a
cardioprotecao (CHEN et al., 2018; MARCK & PIERRE, 2018; SAEID et al., 2018;
ROTH et al., 2021). Quando realizado antes da isquemia, o condicionamento
farmacolégico €& denominado pré-condicionamento farmacologico e tem sido
utilizado por diversos grupos de pesquisa para estudar o efeito cardioprotetor de
moléculas tais como alguns anestésicos (RIESS et al., 2004). Quando efetuado logo
antes ou apds o inicio da reperfusdo, como ocorreu nos estudos de WU et al. (2020),
é classificado como pds-condicionamento farmacologico. Em varios estudos, como o

de FERREIRA et al. (2001), que reportaram os efeitos cardioprotetores da
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Angiotensina-(1-7), o condicionamento farmacoldgico ocorreu durante todo ou quase

todo o tempo de perfusdo do coracao.

Tanto o condicionamento isquémico quanto o farmacolégico tém sido estudados
em outros 6rgdos além do coragdo, ativando vias que protegem os o6rgdos do
estresse oxidativo e da morte celular. DERYAGIN et al. (2017), por exemplo,
pesquisaram os efeitos protetores do pré-condicionamento em protocolo de I/R no
cérebro. DAL et al. (2020) estudaram os efeitos farmacologicos da bradicinina (BK)
em intestino de ratos em protocolo de I/R e demostraram que, assim como o
pré-condicionamento isquémico, o farmacoldégico com BK também protege o érgao
das lesbes causadas pela I/R — mostrando o potencial efeito protetor deste peptideo

endogeno.

1.5 Sistema Calicreina-Cininogénio-Cininas

Cininas sao oligopeptideos vasoativos endégenos envolvidos em processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos, como, por exemplo, a regulagdo da presséo arterial
(DUKA et al., 2006), inflamagao (CAMPBELL, 2000) e cardioprotegao (GOTO et al.,
1995). Esses oligopeptideos sdo formados a partir de diferentes isoformas de
cininogénio (de alta massa molecular e de baixa massa molecular), principalmente
através de clivagem pela cininogenase denominada calicreina. Existem varias
cininas e as mais importantes fisiologicamente sao a calidina (Lys-bradicinina), a BK
e a des-Arg®-bradicinina (des-Arg-BK), sendo a calidina (KD) e a BK formadas pela
acao da calicreina. Calicreinas s&o serino-proteases divididas em duas grandes
categorias: calicreinas plasmaticas e calicreinas teciduais ou glandulares. Os
precursores das calicreinas (pré-calicreinas) e o cininogénio plasmaticos séao
sintetizados no figado (BAXTER & EBRAHIM, 2002; MARCEAU et al., 2018).
MANDLE & KAPLAN (1977) demonstraram que a calicreina plasmatica é formada a
partir da clivagem de sua precursora, a pré-calicreina, pelo fator Xl ativado (fator
Xlla) ou por fragmentos do fator Xll (fator XlIf). A partir da agcdo da calicreina
plasmatica no cininogénio de alta massa molecular (CAMM), é formada a BK que,
por estar no plasma, atua de forma sistémica. As calicreinas teciduais podem ser

expressas, por exemplo, nos rins, nos testiculos, seios, utero, ovarios e sdo muito



28

estudadas como possiveis marcadores em pesquisas com diversos tipos de cancer
e outras doengas (CLEMENTS et al., 2004; YOUSEF et al., 2005).

Em estudo com coragdes de ratos, NOLLY et al. (1994) demonstraram que as
calicreinas teciduais, assim como o cininogénio, sao sintetizadas no tecido cardiaco.
Eles consideraram que as calicreinas produzidas no tecido cardiaco podem clivar
tanto o cininogénio tecidual quanto aquele proveniente do plasma para formar as
cininas. Tanto a BK quanto a KD sdo peptideos com uma meia vida curta (~ 30
segundos) na circulagdo sanguinea (CYR et al., 2001), sendo rapidamente
degradados por diversas cininases, como a enzima conversora de angiotensina
(ECA), a endopeptidase neutra (NEP), a carboxipeptidase N (CPN) e a
carboxipeptidase M (CPM) (QADRI & BADER, 2013).

Os efeitos das cininas sao mediados por dois receptores (B1 e B2) que
pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR). O receptor B1
geralmente € expresso apdés uma injuria tecidual, tem afinidade maior pela
des-Arg®-BK e esta relacionado a hiperalgesia e inflamagao crénica. O receptor B2,
por outro lado, € expresso constitutivamente nos vasos sanguineos, no cérebro, no
utero, nos testiculos, nos pulmdes, nos rins e no coragao, por exemplo, com maior
afinidade pela BK e sua ativagdo é relacionada a vasodilatagdo e hipotensao,
broncoconstrigdo, dor e inflamagdo (HESS et al., 1992; MENKE et al., 1994,
PATHAK et al., 2013). A ativagdo desses receptores leva a liberacdo de inositol
fosfato (IP) e ao aumento de [Ca?"], dependentes de fosfolipase C (PLC). Em células
endoteliais, o aumento de [Ca?'], resulta na ativacdo do acido araquiddnico via
fosfolipase A2 (PLA2) e no aumento da produgao de NO, que esta relacionado com
a formacdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e monofosfato de
guanosina ciclica (GMPc), exercendo efeitos como vasodilatagao e protegao contra
injuria isquémica (TSCHOPE et al., 2000). As cascatas de formag&o e degradagéo
das cininas, assim como a ativacdo dos receptores B1 e B2, estdo resumidas na

figura 5.
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Figura 5. Adaptada de PATHAK et al. (2013). Resumo das cascatas de formacéo e
degradacao de cininas e ativagcdo dos receptores B1 e B2. FXlla: Fator XlI ativado; CAPM:
Cininogénio de alto peso molecular; CBPM: Cininogénio de baixo peso molecular; BK:
Bradicinina; KD: Calidina; Des-Arg-BK: Des-Arg-bradicinina; AP: Aminopeptidase; B1:
Receptor B1 de bradicinina; B2: Receptor B2 de bradicinina.

O nome bradicinina foi dado por ROCHA E SILVA et al. (1949), devido as
contracdes lentas que o peptideo causava no ileo de cobaia (Cavia porcelus) na
presenca de peconha da serpente Bothrops jararaca. Aléem dos experimentos com
ileo, os pesquisadores também verificaram um efeito hipotensor da BK quando
injetada pela via intravenosa em coelhos. Em estudo com o coragéo isolado de rato,
BAYDOUN & WOODWARD (1991) demonstraram que o efeito vasodilatador da BK
era mediado pela ativacao do receptor B2 de bradicinina. Além de ser um modulador
da pressao arterial, a BK pode desencadear efeitos protetores no tecido cardiaco.
ITO et al. (2003) estudaram o efeito da BK nos receptores B2 em modelo in vivo de
infarto do miocardio (IM) em ratos. A ativacao dos receptores B2 reduziu a extensao

da area infartada e, consequentemente, a severidade do IM. Eles atribuiram a
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cardioprotecdo ao aumento do fluxo sanguineo proximo a regido afetada pela
isquemia. CHAO et al. (2008) demonstraram que a ativagdo do receptor B2
melhorou a funcdo das células cardiacas através da inibicdo de apoptose e
inflamacé&o, tanto em modelo de infarto do miocardio in vivo quanto em cultura de
cardiomiécitos de rato. DONG et al. (2013) estudaram o efeito da administragao de
BK exdégena em linhagem H9C2 de cardiomidcitos de rato tratados com perdxido de
hidrogénio (H,0,). O H,O, causa senescéncia celular, induzindo dano no DNA, pois
aumenta a atividade da NADPH oxidase, um complexo enzimatico que constitui uma
das principais fontes de produgdo de ROS, além de regular negativamente a
expressdo e a atividade de superéxido dismutases (SOD), enzimas com fungao
antioxidante. O pré-tratamento com BK reduziu o numero de células com dano no
DNA, diminuiu a geragcdo de ROS ao reduzir a atividade da NADPH oxidase e
preveniu a diminuicdo da expressao e da atividade das SOD, sendo esses efeitos
protetores mediados pela liberagdo de NO. No trabalho de POTIER et al. (2013), foi
utilizado um protocolo de I/R in vivo em camundongos sadios e foi verificado o efeito
cardioprotetor da ativagdo dos receptores B2 pelo agonista sintético
[Hyp(3),Thi(5),(N)Chg(7),Thi(8)]-bradicinina aplicado pela via intravenosa no periodo
de reperfusdo. Através da ativacdo dos receptores B2, esse agonista, que é
resistente a inativagao por peptidases pulmonares, foi responsavel por hipotensao,
ativacdo da cascata cardiprotetora da Akt/PI3K e reducdo da area infartada.
SGARRA et al. (2014) comprovaram o efeito cardioprotetor da ativagdo de
receptores B2 por losartan, que € um medicamento utilizado como bloqueador de
receptores AT1 de angiotensina (BRA), mas atuou como agonista de receptores B2.
ApoOs a ativagdo dos receptores B2, foi constatada a reducédo da area infartada e
fosforilagdo da cinase B (Akt) e Glicogénio Sintase Cinase 3 B (GSK3pB). Essas duas
cinases pertencem a um complexo integrado de sinalizagdo responsavel pelo efeito
protetor (figura 4), em que Akt ativada por fosforilagéo (no sitio de serina 473) induz
a inativacdo da GSK3p através de fosforilagdo (no sitio de serina 9). Esse efeito
cardioprotetor do losartan foi alcangado somente quando ele foi administrado
intermitentemente no inicio do periodo de reperfusdo, apds protocolo de I/R em
coragdes isolados de ratos. JEAN et al. (2016) compararam, em experimentos in
vivo com ratos Sprague-Dawley (SD), o efeito vasodilatador e hipotensor da BK e
dos peptideos sintéticos B-9972 (D-Arg-[Hyp3,Igl5,0ic7,1gl8]-BK), BK-Arg,

BK-His-Leu e BK-Ala-Pro, demonstrando que esses peptideos sintéticos se



31

comportam como agonistas do receptor B2 ativados por peptidases. Sendo assim,

fica claro o potencial efeito protetor da via BK/B2 no coracéo.

1.6 Peptideos Potenciadores de Bradicinina

FERREIRA (1965) descreveu os efeitos de uma molécula isolada da pegonha
da serpente Bothrops jararaca que potencializou as agdes da BK in vitro e in vivo.
Como foi verificado que se tratava de um peptideo, a molécula foi denominada
peptideo potenciador de bradicinina (PPB). Baseando-se no conhecimento sobre o
PPB descrito por FERREIRA e em estudos com outros peptideos isolados de B.
Jararaca e sobre as propriedades da enzima conversora de angiotensina (ECA) e
seus potenciais inibidores, CUSHMAN e ONDETTI alteraram um desses peptideos
potenciadores de BK e desenvolveram o Captopril, um farmaco anti-hipertensivo
capaz de inibir a ECA, que é amplamente conhecido e utilizado atualmente no
tratamento da hipertensao arterial (CUSHMAN & ONDETTI, 1991). Varios PPB tém
sido isolados de pegonhas de algumas espécies de serpentes e escorpides, e de
venenos secretados pela pele de sapos (PIMENTA & DE LIMA, 2005). IANZER et al.
(2004) identificaram cinco novos PPB extraidos da peconha de B. jararaca que
contrairam ileo de Cavia porcelus, assim como ocorre com a BK. Em seu trabalho de
revisdo sobre os PPB encontrados na pegonha de B. jararaca, CAMARGO et al.
(2012) enfatizaram a importancia de um decapeptideo que foi responsavel pelo
aumento da formagcao de NO e consequente efeito vasodilatador similar ao da BK.
JIANG et al. (2014) isolaram, clonaram e testaram oito PPB da secrec¢éo da pele de
trés géneros de sapos em diferentes preparagdes de musculo liso de rato. Eles
verificaram que alguns tinham uma maior afinidade pelo receptor B1, porém a
maioria dos peptideos descritos eram ligantes preferenciais do receptor B2,
promovendo a contracdo de musculo liso e vasodilatagdo, tendo um dos PPB, o
Hyp3-RD-11, apresentado vasodilatagdo maior que a BK. GAO et al. (2020)
identificaram um decapeptideo que apresentou contragcdo potente em preparacdes

de musculo liso de rato e afinidade pelo receptor B2.

VERANO-BRAGA et al. (2008) trabalharam com uma nova familia de PPB

descoberta por eles, denominada hipotensina, presente na peconha do escorpiao
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amarelo Tityus serrulatus. Os peptideos dessa familia possuem um efeito hipotensor
dose-dependente e independente da administragcdo de BK. A Ts14, inicialmente
denominada Hipotensina-l e o membro mais estudado dessa familia, foi capaz de
induzir o relaxamento de anéis de artéria aorta de ratos Wistar, de uma maneira
dependente de concentracdo, da presenca de endotélio funcional e da producéo de
oxido nitrico (NO). Diferentemente dos PPB classicos, que s&o inibidores da ECA, a

Ts14 néo foi capaz de inibir essa enzima.

Em cardiomiécitos isolados de ventriculo esquerdo de camundongos, o
Ts14 induziu a liberacdo de NO mediada pelo seu efeito agonista no receptor B2,
sendo o primeiro estudo que demonstrou que um PPB poderia ativar esse receptor.
Foi verificado que haveria clivagem dessa molécula de 25 aminoacidos por
carboxipeptidases, que sdo enzimas presentes no organismo (VERANO-BRAGA et
al., 2008). Sendo assim, foram produzidos peptideos minimizados a partir dela e
testados para verificar quais continuavam com a mesma funcdo. Um tripeptideo
(H-Lyz-Pro-Pro-OH) produzido através de minimizacao estrutural do Ts14 mostrou os
mesmos resultados que a molécula original, causando o relaxamento de anéis de
aorta (ex vivo), potenciacdo dos efeitos cardiovasculares da BK e redugdo da
pressao arterial em ratos Wistar acordados (in vivo), tudo isso sem inibir a ECA em
ensaios in vitro (VERANO-BRAGA et al., 2010).

Em um estudo que avaliou o proteoma e o fosfoproteoma de cardiomiécitos
isolados de camundongos C57BL/6 apds tratamento com o tripeptideo,
GOMEZ-MENDOZA et al. (2020) demonstraram que, apds 5 minutos de tratamento,
o tripeptideo aumentou a fosforilagdo e consequente ativacdo da Akt, induziu a
fosforilagdo de ERK 1/2 e, consistente com a ativacdo da via RISK de
cardioprotecao (figura 4), além disso, provocou a redugdo da contratilidade dos

miocitos cardiacos.

1.7 Modelos experimentais disponiveis para estudar as doengas isquémicas

do coragao

Para estudar os mecanismos envolvidos nas doengas isquémicas e

desenvolver novas terapias, varios modelos experimentais (in vitro, ex vivo e in vivo)
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podem ser utilizados e sdo escolhidos de acordo com a abordagem dada em cada
projeto. Apesar de o coragdo ser composto por varios tipos celulares, os
cardiomiécitos sao maioria e estdo diretamente relacionados a fungao cardiaca,
portanto sdo muito estudados em modelos in vitro. Quando n&o é possivel utilizar as
células primarias, sédo utilizados cardiomiocitos induzidos de linhagens celulares
imortalizadas ou de células-tronco. A vantagem do estudo in vitro € que os efeitos da
hipoxia e da reoxigenagao podem ser verificados sem interferéncia de outros tipos
celulares ou de fatores circulantes. Para avaliar a fungao cardiaca em estudos de
I/R, o coragéo isolado (modelo ex vivo) € muito utilizado, pois os resultados sao
reproduziveis, é possivel verificar a regido infartada, varios mecanismos podem ser
estudados, além de serem eliminadas as interferéncias dos fatores circulantes
sisttmicos e neuro-hormonais. Quando o objetivo é entender as influéncias
sistémicas relacionadas a funcéo cardiaca, os modelos in vivo sao utilizados. Neste
caso, podem ser estudados desde animais invertebrados até mamiferos, sendo os
roedores os mais utilizados, sendo empregadas varias linhagens, de acordo com as
necessidades de cada estudo (LINDSEY et al., 2018; OH et al., 2019).

A técnica de Langendorff € um modelo de perfusdo de coragéo isolado
desenvolvido no final do século XIX e utilizado até os dias atuais apds adaptacdes
que se fizeram necessarias. No aparato de Langendorff, uma solugdo-tampéao
fisiologica, a solugdo de Krebs-Ringer, cuja composi¢cao € descrita na Tabela 1 (no
tépico de materiais e métodos) e na qual ha injegao constante de mistura carbogénio
(95% de oxigénio e 5% de dioxido de carbono) é retrogradamente perfundida
através da aorta de um coracdo isolado acoplado a este aparato. O sistema é
preenchido pela solugcdo nutridora e deve ser retirada qualquer bolha que se forme
antes do experimento ser iniciado, a fim de evitar interferéncias nos resultados. A
solugao € mantida aquecida continuamente, permanecendo a 37°C durante todo o
experimento. O sistema possui dois transdutores: um acoplado ao circuito de
passagem da solug¢ao nutridora, que possibilita a obtengdo da pressao de perfuséo.
O outro ¢é inserido dentro do ventriculo esquerdo do coragéao isolado apds este estar
acoplado ao sistema, permitindo a obtengcdo da pressdo intraventricular e
possibilitando verificar parametros cardiacos e hemodinamicos, tais como frequéncia
cardiaca e pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo. (ZIMMER, 1998; BELL et
al., 2011).
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1.8 Resultados preliminares indicam um efeito cardioprotetor do tripeptideo
derivado de Ts14

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa, utilizando o modelo
experimental ex vivo de I/R em coragéao isolado de ratos Wistar, sugerem um efeito
cardioprotetor do tripeptideo. Foram testadas trés concentracdes diferentes deste
peptideo: 10 nM, 50 nM e 100 nM, que foram dissolvidas na solucdo de Krebs,
perfundindo os coragbes a partir de 20 minutos de estabilizacdo até o final da
reperfusdo (pré-condicionamento). O tripeptideo induziu alteragdes significativas e
dependentes de concentragdo na frequéncia cardiaca (FC), pressao desenvolvida
pelo ventriculo esquerdo (PDVE), dP/dT maxima (velocidade de contragdo dos
miocitos) e no indice de gravidade de arritmias (IGA). Foi observado um efeito
cronotropico negativo na fase de reperfusdo nas trés concentragdes testadas, com
maior redugdo na concentragcdo de 50 nM (Figura 6). O peptideo induziu um efeito
inotropico positivo, pois aumentou significativamente a PDVE, mostrando uma
melhora da forca de contratilidade cardiaca apenas na concentragdo de 50 nM
(Figura 7). Houve também um aumento da derivada maxima da dP/dt, evidenciando
uma melhora da contratilidade, nas concentragées de 50 nM e 100 nM (Figura 8).
Os coragdes também foram protegidos das arritmias cardiacas que sdo muito
comuns durante o periodo de reperfusao, tanto na concentragao de 50 nM quanto na
de 100 nM (Figura 9).
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Figura 6. Frequéncia cardiaca dos grupos ‘“isquemia”, “isquemia com perfusdo do
tripeptideo na concentracdo de 10 nM’, “isquemia com perfusdo do tripeptideo na
concentracdo de 50 nM” e “isquemia com perfusdo do tripeptideo na concentracdo de 100
nM”. BPB: batimentos cardiacos por minuto. Fase E: fase de estabilizacdo. Fase |: fase de
isquemia. Fase R: fase de reperfusdo. P<0,05: * isquemia com perfusdo do peptideo na
concentracdo de 10 nM versus isquemia; ** isquemia com perfusdo do peptideo na
concentracdo de 50 nM versus isquemia; *** isquemia com perfusdo do peptideo na
concentracao de 100 nM versus isquemia (one-way ANOVA).
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Figura 7. Pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) dos grupos “isquemia”,
“isquemia com perfusdo do tripeptideo na concentragdo de 10 nM”, “isquemia com perfuséo
do tripeptideo na concentracdo de 50 nM” e “isquemia com perfusdo do tripeptideo na
concentracao de 100 nM”. Fase E: fase de estabilizacdo. Fase |: fase de isquemia. Fase R:
fase de reperfusdo. P<0,05: * isquemia com perfusdo de peptideo na concentragcédo do 50

nM versus isquemia (one-way ANOVA).
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Figura 8. Derivada maxima ou positiva da dP/dt dos grupos “isquemia”, “isquemia com
perfusdo do tripeptideo na concentracao de 10 nM”, “isquemia com perfusdo do tripeptideo
na concentracdo de 50 nM” e “isquemia com perfusao do tripeptideo na concentracédo de
100 nM”. Fase E: fase de estabilizagdo. Fase |. fase de isquemia. Fase R: fase de
reperfusdo. P<0,05: * isquemia com perfusido do peptideo na concentracdo de 50 nM versus
isquemia; ** isquemia com perfusdo do peptideo na concentracdo de 100 nM versus

isquemia (one-way ANOVA).
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Figura 9. indice de Gravidade de Arritmias (IGA) de reperfusdo dos grupos “isquemia”,
“isquemia com perfusdo do tripeptideo na concentracado de 10 nM”, “isquemia com perfuséo
do tripeptideo na concentracdo de 50 nM” e “isquemia com perfusdo do tripeptideo na
concentracdo de 100 nM”. Fase R: fase de reperfusdo. P<0,05: * isquemia com perfusido do
peptideo na concentragcao de 50 nM versus isquemia; ** isquemia com perfusido do peptideo

na concentracdo de 100 nM versus isquemia (one-way ANOVA).
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Apo6s observar uma melhor indugcdo de cardioprotecdo com 50 nM do
peptideo, essa concentracao foi escolhida para os experimentos posteriores. Nesse
sentido, o proximo passo foi verificar se os efeitos cardioprotetores observados
dependiam da liberacdo de NO pelo tecido cardiaco. Para isso, o NG-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), um inibidor nao seletivo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
foi adicionado a solugcao de perfusado e o efeito cardioprotetor ndo sofreu alteragdes,
demonstrando que ndo ha dependéncia de NO para ocorrerem os efeitos
cardioprotetores desencadeados pelo peptideo. Resumidamente, ndo houve
diferenca significativa na PDVE entre o grupo tratado com o peptideo e o tratado
com o peptideo na presenca de L-NAME (Figura 10). O mesmo foi observado em
relacdo a FC (Figura 11), dP/dt (Figura 12), e ao IGA (Figura 13).
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Figura 10. Pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) nos grupos “isquemia”,
“isquemia com perfusado do tripeptideo na concentracdo de 50 nM”, “isquemia com perfusao
do tripeptideo na concentragcdo de 50 nM com L-NAME”. P<0,05: Nao houve diferenca
significativa entre o grupo tratado com o peptideo e o tratado com o peptideo na
presenca de L-NAME: nds. (one-way ANOVA).
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Figura 11. Frequéncia cardiaca nos grupos “isquemia”, “isquemia com perfusdo do
tripeptideo na concentracdo de 50 nM’, ‘“isquemia com perfusdo do tripeptideo na
concentragdo de 50 nM com L-NAME”. P<0,05: Nado houve diferenca significativa entre o

grupo tratado com o peptideo e o tratado com o peptideo na presenca de L-NAME:
nds. (one-way ANOVA).
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Figura 12. Derivada maxima da dP/dt nos grupos “isquemia”, “isquemia com perfusdo do
tripeptideo na concentracdo de 50 nM”, ‘“isquemia com perfusdo do tripeptideo na
concentragdo de 50 nM com L-NAME”. P<0,05: Nado houve diferenca significativa entre o

grupo tratado com o peptideo e o tratado com o peptideo na presenca de L-NAME:
nds. (one-way ANOVA).
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Figura 13. indice de gravidade de arritmias (IGA) nos grupos “isquemia”, “isquemia com
perfusdo do tripeptideo na concentracao de 50 nM”, “isquemia com perfuséo do tripeptideo
na concentracdo de 50 nM com L-NAME”. P<0,05: Nao houve diferenca significativa entre o
grupo tratado com o peptideo e o tratado com o peptideo na presenca de L-NAME:

nds. (one-way ANOVA).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Por décadas, numerosos estudos em todo o mundo como, por exemplo, os de
KRISHNAMURTHI et al. (2013), BARQUERA et al. (2015), SAVARESE & LUND
(2017), tém relatado a alta prevaléncia e a importancia das DCVs nas populag¢des
humanas. De acordo com a Organizagdao Mundial de Saude — OMS (2021), em
2019, 32% das mortes no mundo foram em decorréncia de DCVs, sendo que 85%
desses Obitos ocorreram em consequéncia da doenga arterial coronariana (DAC) ou
do acidente vascular encefalico (AVE). No Brasil, em 2016, a doenga coronariana
isquémica era a principal causa de mortes prematuras no Brasil, enquanto o AVE era
a quarta (MARINHO et al., 2018).

A DAC pode ser tratada farmacologicamente com diferentes classes de
medicamentos, como os beta-bloqueadores (BBs), antagonistas de calcio e nitratos.
Ao bloquear os receptores adrenérgicos (31, os BBs reduzem a FC, a contratilidade
miocardica, a tensdo da parede ventricular esquerda e a pressao arterial. A reducéo
da FC aumenta a duracdo da diastole, permitindo uma melhora na perfusao
coronaria. Dessa forma, ha um aumento do equilibrio entre a demanda e o
suprimento de oxigénio. Os antagonistas de calcio bloqueiam os receptores de
calcio do tipo L, diminuindo o influxo de calcio nas células, produzindo vasodilatacéo
e diminui¢cdo na pdés-carga. Os nitratos aumentam a liberagdo de NO para o musculo
liso vascular, causando vasodilatacdo (SANTUCCI et al., 2020). Outros
medicamentos também utilizados no tratamento das DAC s&o os inibidores da ECA
e os bloqueadores do receptor de angiotensina Il (BRAs) por reduzirem a presséo
arterial e a resisténcia vascular. Quando ocorre o IAM e é verificada a obstrucéo
arterial, é realizada a reperfusdo o mais rapido possivel para minimizar o
comprometimento da funcédo cardiaca, pois a restauracdo da circulagdo coronaria
limita a extensdo da area infartada, melhorando o prognostico do paciente. A
reperfusdo, porém, também causa injurias, tais como arritmias cardiacas, que
podem ser fatais. Devido aos danos causados tanto pela I/R, muitos pacientes que
sofrem |IAM desenvolvem insuficiéncia cardiaca, doenca que diminui a qualidade de
vida e sobrevida. Para reduzir os problemas causados pela I/R é importante

encontrar formas de proteger o coragdo dessas lesbes. Muitas pesquisas tém sido
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feitas nas ultimas décadas, utilizando diversos protocolos de condicionamento em
modelos animais, mostrando mecanismos de cardioprote¢cdo. Poucas técnicas ou
drogas, porém, chegam aos estudos translacionais. Por isso, € importante continuar
pesquisando potenciais farmacos cardioprotetores (HEUSCH & RASSAF, 2016;
IBANEZ et al., 2018; TROMP et al., 2021).

Considerando o potencial efeito cardioprotetor induzido pelo tripeptideo
sintético derivado de Ts14, é importante aprofundar os estudos e analisar os efeitos

relacionados a cardioprotegao, o que justifica a pesquisa proposta nesta dissertacéo.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral: Estudar o efeito cardioprotetor desencadeado pelo tripeptideo
sintético derivado de Ts14 em modelo ex vivo de isquemia-reperfusao, tanto em

ratos normotensos quanto hipertensos.

3.20bjetivos especificos:

3.2.1 Estabelecer o modelo de isquemia-reperfusdo com obstru¢cdo do ramo
descendente da artéria coronaria esquerda de coragdes isolados de ratos
Wistar em aparato de Langendorff.

3.2.2 Estudar o modelo de isquemia-reperfusdo com interrup¢ao global do fluxo de
solugdo de Krebs-Ringer + carbogénio em ratos normotensos Sprague
dawley.

3.2.3 Estudar o potencial efeito cardioprotetor do peptideo em linhagens de ratos
normotensos e hipertensos.

3.2.4 Verificar o possivel envolvimento da via RISK, incluindo Akt e ERK, no efeito

protetor induzido pelo tripeptideo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos das linhagens Wistar, Sprague dawley (SD) e
espontaneamente hipertensos (SHR), com peso entre 250-350g. Os ratos Wistar
foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFMG. Os ratos SD e SHR foram gentiimente cedidos pelo Biotério de
Ratos do Laboratério de Hipertensédo do ICB-UFMG. Os animais receberam alimento
e agua ad libitum até o momento do experimento. Todos os procedimentos foram
realizados em consondncia com o Comité de Etica em Uso de Animais,
CEUA-UFMG, com o protocolo CEUA 213/2016.

E pertinente relatar que foram utilizadas duas linhagens de ratos normotensos
(Wistar e SD) em virtude de limitagdes técnicas durante os experimentos realizados
no periodo de pandemia do coronavirus SARS-CoV-2. Ou seja, em principio, apenas
os ratos Wistar seriam utilizados, pois essa linhagem é o controle experimental de
SHR.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Protocolo experimental | — Isquemia regional em coragdes de ratos Wistar: O

desenho experimental foi organizado em 3 grupos de coragdes:

e Grupo Controle: o coragédo foi perfundido com a solugdo de Krebs-Ringer
(Tabela 1) e a mistura de carbogénio durante 1 hora e 50 minutos (tempo total
de todos os experimentos) sem nenhuma intervengao;

e Grupo Isquemia: apos 50 minutos de estabilizagdo (fase de estabilizacdo), foi
realizada a obstrucdo do ramo descendente esquerdo da artéria coronaria
(fase de isquemia) por 30 minutos, seguida de reperfusdo (fase de

reperfusao), por 30 minutos.
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Grupo Tratamento (pré-condicionamento com o tripeptideo): apdés 20 minutos
de estabilizacdo, a solucdo de Krebs-Ringer + mistura carbogénica que
estava perfundindo o coragao passou a conter o peptideo na concentragao de
50 nM por 30 minutos, totalizando 50 minutos (fase de estabilizagéo). Foi
realizada a obstrucdo do ramo descendente da artéria coronaria esquerda
(fase de isquemia) por 30 minutos, seguida de reperfusdo (fase de
reperfusao) por 30 minutos. Do total de 1 hora e 50 minutos de protocolo, o
tecido cardiaco foi perfundido com a solugao de Krebs-Ringer + carbogénio +
peptideo (50 nM) por 1 hora e 30 minutos.

Protocolo experimental Il — Isquemia regional em coracdes de ratos SHR: O

desenho experimental foi organizado em 3 grupos de coragdes:

Grupo Controle: o coragéao foi perfundido com a solugéo de Krebs-Ringer e a
mistura de carbogénio durante 1 hora e 50 minutos (tempo total de todos os
experimentos) sem nenhuma intervengao;

Grupo Isquemia: ap6és 50 minutos de estabilizagao (fase de estabilizagao), foi
realizada a obstrucdo do ramo descendente esquerdo da artéria coronaria
(fase de isquemia) por 30 minutos, seguida de reperfusdo (fase de
reperfusao), por 30 minutos.

Grupo Tratamento (pré-condicionamento com o tripeptideo): apds 20 minutos
de estabilizacdo, a solucdo de Krebs-Ringer + mistura carbogénica que
estava perfundindo o coracio passou a conter o peptideo na concentracédo de
50 nM por 30 minutos, totalizando 50 minutos (fase de estabilizagc&do). Foi
realizada a obstrucdo do ramo descendente da artéria coronaria esquerda
(fase de isquemia) por 30 minutos, seguida de reperfusdo (fase de
reperfusdo) por 30 minutos. Do total de 1 hora e 50 minutos de protocolo, o
tecido cardiaco foi perfundido com a solugao de Krebs-Ringer + carbogénio +

peptideo (50 nM) por 1 hora e 30 minutos.
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Protocolo experimental Ill — Isquemia global em coragbes de ratos SD: O

desenho experimental foi organizado em 3 grupos de coragdes:

Grupo Controle: o coragéao foi perfundido com a solugéo de Krebs-Ringer e a
mistura de carbogénio durante 2 horas (tempo total de todos os
experimentos) sem nenhuma intervencéo;

Grupo Isquemia: apos 35 minutos de estabilizagao (fase de estabilizagao), foi
realizada isquemia global (fase de isquemia) por 25 minutos, seguida de
reperfusdo (fase de reperfusao), por 60 minutos. Na esquemia global, ocorre
a interrupgao total do fluxo tanto de carbogénio quanto da solugdo de
Krebs-Ringer nos coragoes.

Grupo Tratamento (pré-condicionamento com o tripeptideo): apés 20 minutos
de estabilizacdo, a solugdo de Krebs-Ringer + mistura carbogénica que
estava perfundindo o coracéo passou a conter o peptideo na concentragao de
50 nM por 15 minutos, totalizando 35 minutos (fase de estabilizag&o). Foi
realizada isquemia global (fase de isquemia) por 25 minutos, seguida de

reperfusao (fase de reperfusédo) por 60 minutos.

Convém mencionar que, inicialmente, seriam realizados apenas os protocolos

experimentais com os ratos Wistar e SHR, com isquemia regional através da

obstrucdo do ramo descendente da artéria coronaria esquerda. Devido a

problemas técnicos, principalmente durante o periodo pandémico causado pelo

coronavirus SARS-CoV-2, optou-se por realizar também o protocolo experimental

com ratos SD com isquemia global, através da interrupcao total do fluxo de

solugdo Krebs-Ringer + carbogénio nos coragdes. O objetivo de usar outra

linhagem de rato normotenso, na falta temporaria de ratos Wistar sadios, foi ter

dados relacionados a area infartada, porém nao € possivel comparar os

resultados dos ratos SD com os de SHR.
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Tabela 1. Concentragao final da solugdo de Krebs-Ringer

Reagentes Concentragao final (mM)
NaCl 118,4

KCI 4,69

KH,PO, 1,17

MgSO,.7H,0 1,17

CaCl,.2H,0 2

Glicose 11,62

NaHCO, 26,24

4.3 Preparagao do coracao e o Aparato de Langendorff

Para iniciar o experimento, foi injetada heparina 100U.l. intraperitonialmente e,
apos pelo menos 10 minutos, foi realizada a decaptagdo do animal, seguida de
incisdo da pele e musculos a partir do processo xifoide até as margens costais de
ambos os lados e, entdo, feito o levantamento do esterno para a dissecacgao e
retirada do coragcdo com parte da artéria aorta. Cada coracdo foi colocado
imediatamente em solugédo gelada de Krebs-Ringer, separado dos pulmdes e outras
estruturas, acoplado através da artéria aorta a uma cénula que foi anexada ao
aparato de Langendorff (ADInstruments, S&o Paulo, Brasil), como pode ser visto na
figura 14. Logo apdés o acoplamento, foi inserido baldo de material flexivel no
ventriculo esquerdo através da valva mitral. Este baldo € conectado a um transdutor
de pressao que registra a pressao intraventricular para aquisicdo dos parametros
cardiacos. ApoOs sua insercdo no ventriculo, o baldo é preenchido com agua
deionizada e seu volume é ajustado para conseguir uma pressao diastdlica entre 10
e 15 mmHg no inicio do experimento e mantido constante até o final do mesmo. A
partir do acoplamento, cada coracao passou a ser perfundido em fluxo constante de
8 mL/min., em temperatura constante de 37°C com a solug&o de Krebs Ringer: 118,4
mM de NaCl, 4,69 mM de KCI, 1,177 mM KH,PO,, 1,177 mM de MgSO,.7H,0, 2 mM
de CaCl,.2H,0, 11,62 mM de glicose e 26,24 mM de NaHCO;, com pH igual a 7,4.

Todos os reagentes utilizados nos experimentos com os coragdes isolados possuem
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grau analitico. Os dados hemodinamicos foram obtidos pelo sistema de aquisigdo de
dados PowerlLab, LabChart 7 (ADInstruments, Sao Paulo, Brasil).

Os parametros foram medidos no final da estabilizacdo, em intervalos na
isquemia regional e em intervalos na reperfusdo. Os resultados dos parametros na

isquemia parcial e na reperfusao sdo médias desses intervalos.

Figura 14. Foto de parte do aparato de Langendorff com coragdo acoplado evidenciando
obstrucdo parcial do ramo descendente da artéria coronaria.

4.4Concentracao do Peptideo derivado do Ts14

O tripeptideo (H-Lys-Pro-Pro-OH) foi gentiimente cedido por pesquisadores
colaboradores do Departamento de Quimica da Universidade de Alberta, no
Canada, e purificado no Laboratério de Hipertensdo para a utilizagdo nos
experimentos. Foi utilizado na concentragado de 50nM, por ter mostrado melhor efeito

cardioprotetor nos estudos preliminares em coragao isolado.
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4.5indice de Gravidade de Arritmias

Para o calculo das arritmias durante todo o periodo de reperfusdo dos
coragdes dos protocolos | e Il, que passaram por isquemia regional, foi utilizado o
indice de Gravidade de Arritmias (IGA), de acordo com NEVES et al. (1997). O
indice é calculado de acordo com a duragdao das arritmias, sendo consideradas
irreversiveis aquelas com duracdo de 30 minutos. E utilizada uma pontuacéo
arbitraria de 1 a 12 da seguinte forma: para arritmias de até 5min é creditada uma
pontuacao arbitraria de 1, até 10min sera dado valor 2, até 15min valor 3, até 20min,
valor 6, até 25min valor 9 e até 30min valor 12. A duragao das arritmias é conferida
no LabChart a partir da pressao intraventricular, registrada em verde, como pode ser
verificado na figura 15.

Para as arritmias durante o periodo de reperfusdo dos corag¢des do protocolo
lll, que passaram por isquemia global (sem fluxo) por 30 minutos, seguida de
reperfusdo de 60 minutos, foi calculada a razdo do tempo em que coragao

apresentou arritmia/tempo total de reperfuséao.
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Figura 15. Detalhe ilustrativo de registro da pressao intraventricular em verde e da pressao
de perfusdo em vermelho. A seta laranja aponta para um curto intervalo apresentando
arritmia cardiaca.
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4.6 Area infartada

Apos a perfusdo, os coragbes foram retirados do aparato de Langendorff e
preparados de acordo com a técnica descrita por FENG et al. (2005). Os coragdes
foram congelados por 2 h em freezer de -20°C, depois divididos em fatias de 2 mm
de espessura. As fatias foram incubadas a 37°C durante 30 minutos com cloreto de
tetrazdlio (2,3,5 triphenyltetrazolium chloride) em solu¢do de fosfato a 0,1M, com pH
de 7,4 e, logo apds, foram fixadas em solugdo de formaldeido a 10% por 24h. Apds
este periodo, as fatias foram fotografadas e analisadas no software ImageJ. O tecido
que nao foi afetado pela isquemia aparece em vermelho, corado pelo cloreto de
tetrazdlio (TTZ), enquanto a area infartada fica esbranquigada. O formaldeido

aumenta o contraste entre as regides sadias e infartadas.

4.7 Western Blot

Os coragdes foram retirados do aparato apds o término da reperfusao e
pesados. A regido apical do ventriculo esquerdo de cada o6rgdo, cerca de 3 mm
abaixo da regido em que foi feita a obstrugdo da artéria coronaria, foi separada. O
tecido cardiaco foi rapidamente congelado por nitrogénio liquido e guardado para

analise posterior em freezer a -80°C.

O tecido cardiaco foi homogeneizado em equipamento ULTRA-TURRAX®
(IKA) em tampéao de lise (50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
0,1% SDS, 5 mM EDTA) contendo inibidores de fosfatases (50 mM de pirofosfato de
sédio (Na,P,0;), 50 mM de fluoreto de sédio (NaF), 1 mM de pervanadato de sodio
(Na;VO,) e inibidores de proteases (Roche, Estados Unidos). O homogenato
cardiaco foi submetido a ultrassonicacdo (3 vezes de 10 segundos em gelo) e
centrifugado a 14000 RPM, 4°C por 20 minutos para separar o sobrenadante,
contendo as proteinas, dos “debris” celulares. O sobrenadante foi recolhido e a
concentragao proteica estimada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) em
espectrofotobmetro (695 nm). Para cada amostra, 50 ug de proteina total foram
ressuspendidos em tampao de carregamento Laemmli 5X (Tris-HCI 312,5 mM/pH
6,8, 50% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 10% de SDS, 0,01% azul de bromofenol) e
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o volume final (10 pL) corrigido com agua Milli-Q, quando necessario. As amostras
foram aquecidas a 95°C durante 5 minutos para reducdo das pontes de sulfeto.
Logo apds, foram carregadas em gel de SDS-poliacrilamida 10% (1,5 M Tris HCI/pH
8,8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos em
tampéao de eletroforese (25mM de Tris HCI ,190 mM de glicina e 0,1% de SDS) e
submetidas a uma corrente constante de 120V por aproximadamente 1 hora e meia.
Para transferéncia, o gel, a membrana e o papel Whatman foram montados de
forma sobreposta em uma solugdo tampao de transferéncia que foi mantida em
aproximadamente 4°C durante todo o processo (Tris 25mM, glicina 190 mM e
Metanol 20%) com corrente constante de 100V por 2 horas.

Para minimizar potenciais ligacbes inespecificas, as membranas foram
incubadas overnight a 4°C com solugao de bloqueio - leite desnatado 5% em TBS-T
(Tris HCI 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,6). Em seguida, as
membranas foram incubadas overnight a 4°C, sob agitacdo, em TBS-T adicionado
dos seguintes anticorpos primarios: p-AKT Serd73 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA - diluigdo 1:1000), AKT (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA - diluigdo 1:1000), p-ERK1/2 — Thr202/Tyr204 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA - diluigdo 1:1000), ERK1/2 (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA - diluicdo 1:1000. Apés lavagem com TBS-T por trés vezes de 10 minutos,
as membranas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com anticorpo
secundario quimioluminescente (HRP) (Sigma-Aldrich — diluigdo 1:20.000),
imunoglobulina 1gG anti-coelho (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA -
diluicdo 1:3000) para os anticorpos primarios de p-AKT Ser473, AKT, p-ERK1/2 —
Thr202/Tyr204 e ERK1/2. A detecgao das proteinas foi realizada por scanner de
quimioluminescéncia (GE). A expressdo proteica foi estimada por densitometria
(Image Studio Lite™).
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4.8 Analise estatistica

Para a analise de Western blot, foi utilizada one-way ANOVA com corregao de
Tukey. Os testes foram realizados utilizando o Programa Prisma 6.0. Foi considerado
significativo P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlises Moleculares com Pré-condicionamento com o Tripeptideo

(Protocolo I)

O Western Blot foi realizado com trés grupos de coracdes de ratos Wistar: .
controle, no qual o coracao foi mantido por 1 hora e 50 minutos acoplado ao aparato
de Langendorff, Il. isquemia e Ill. grupo tratado com o peptideo a 50 nM,
concentragcdo que mostrou melhor desempenho no tratamento de coragdes que
passaram por isquemia parcial (resultados nao publicados e apresentados na

introducéo desta dissertagdo).

5.1.1 Western Blot - ERK fosforilada normalizada pela ERK total

Nao houve diferenga significativa na fosforilagdo de ERK nos sitios
Treonina-202 e Tirosina-204 entre os 3 grupos (figura 16), embora houvesse uma
tendéncia para a sua desfosforilagdo, em decorréncia da isquemia, tendo o
tratamento com o peptideo também apresentado uma tendéncia para normalizagao

dos niveis de fosforilagdo da ERK.
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Figura 16. Efeito do peptideo na fosforilagdo da ERK apds isquemia parcial/reperfusdo em
coracao isolado de ratos Wistar. Os valores estao representados em média + EPM. Grupo
“controle” € aquele em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o
tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4). Grupo “isquemia” € o grupo que
passou por isquemia regional (n=4); Grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou
por tratamento com o peptideo a 50nM a partir dos 20 minutos de estabilizagdo (n=4).
ANOVA unidirecional com Correcao de Tukey.

5.1.2 Western Blot - AKT fosforilada normalizada pela AKT TOTAL

O tratamento com o tripeptideo promoveu um aumento significativo da
fosforilacdo de Akt, a Proteina Cinase B, no sitio da Treonina-308. Foi possivel
perceber uma reducgao significativa da fosforilagcdo de Akt no grupo “isquemia”, além
de um aumento significativo da fosforilagao desta molécula no grupo “tratado” tanto

em relacao ao grupo “controle” quanto ao grupo “isquemia” (figura 17).
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Figura 17. Efeito do peptideo na fosforilacdo da AKT apds isquemia parcial/reperfusdo em
coracdo isolado. Os valores estdo representados em média £+ EPM. Grupo “controle” é
aquele em que os coragdes nao passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de
perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4). Grupo “isquemia” € o grupo que passou por
apenas isquemia parcial (n=4); Grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por
tratamento com o peptideo a 50nM a partir dos 20 minutos de estabilizacdo (n=4). ANOVA
unidirecional com Correcao de Tukey.

5.2 Efeito do tripeptideo na fung¢ao cardiaca

Como ficara evidenciado a seguir, os dados da funcéo cardiaca referentes aos
protocolos experimentais I, Il e Ill ndo foram conclusivos, devido a varios problemas
enfrentados durante a implementacdo da técnica, ocasionando em dados nao
confiaveis. Decidimos incluir estes resultados como uma forma didatica para
demonstrar problemas que podem ser enfrentados durante a implementacdo da
técnica de coracdo isolado mantido em aparato de Langendorff e submetido ao

protocolo de isquemia/reperfusao.
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5.2.1 Protocolo experimental I: ratos Wistar

O efeito do tripeptideo sobre a pressao sistdlica final (PSF, figura 18),
pressao diastdlica final (PDF, figura 19), frequéncia cardiaca (FC, figura 20), dP/dT
maxima (+dP/dT, figura 21) e minima (-dP/dT, figura 22), que indicam,
respectivamente, a velocidade de contracédo (+dP/dT) e relaxamento (-dP/dT) das
fibras cardiacas, pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE, figura 23) e

indice de gravidade de arritmias (IGA, figura 24) estao representados a seguir.

A analise dos graficos permite concluir que os resultados s&o preliminares e
que os experimentos deverdo ser repetidos, seja por problemas na aquisi¢ao dos
parametros funcionais do coragdo e/ou na indugdo da isquemia/reperfusdo. Por
exemplo, ao analisar a pressao diastdlica final (PDF, figura 19), percebe-se que a
PDF esta elevada ja no periodo de estabilizacdo (fase E) no grupo “isquemia’,
evidenciando que havia coragdes insuficientes antes da fase de isquemia (fase |), o
que compromete a analise dos parametros cardiacos. Outro problema encontrado foi
em relagao a velocidade de contragao, representada pela dP/dT maxima, que estava
diminuida tanto no grupo “isquemia” quanto no grupo “isquemia + tripeptideo” na

fase de estabilizacéo (fase E) (figura 21).

Enquanto todos os coragcdes que passaram apenas por isquemia
apresentaram poucos intervalos curtos de arritmia, um coragéo do grupo “controle” e
um do grupo “isquemia + tripeptideo” apresentou arritmia por longos intervalos, o
que causou o0 aumento geral no seu IGA, como pode ser visualizado na figura 24,

mais uma vez evidenciando os problemas com estes resultados.
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Figura 18. Efeito do tripeptideo na pressao sistélica final (PSF) de coragdes isolados de
ratos Wistar. Grupo “controle” é aquele em que os coragdes nao passaram por nenhuma
interferéncia durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4;) Grupo
‘isquemia” é o grupo que passou por apenas isquemia parcial (n=4); Grupo “isquemia +
tripeptideo” € o que passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos
de estabilizagao (n=4).
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Figura 19. Efeito do tripeptideo na pressao diastélica final (PDF) de coragdes isolados de
ratos Wistar. Grupo “controle” é aquele em que os coragdes nao passaram por nenhuma
interferéncia durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4); grupo
‘isquemia” & o grupo que passou por apenas isquemia parcial (n=4); grupo “isquemia +
tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20
minutos de estabilizacdo (n=4).
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Figura 20. Efeito do tripeptideo na frequéncia cardiaca (FC) de coracdes isolados de ratos
Wistar. Grupo “controle” é aquele em que os coracbes ndo passaram por nenhuma
interferéncia durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4); grupo
‘isquemia” € o grupo que passou por apenas isquemia parcial (n=4); grupo “isquemia +
tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20
minutos de estabilizacado (n=4).
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Figura 21. Efeito do tripeptideo na dP/dT maxima de coracdes isolados de ratos Wistar.
Grupo “controle” & aquele em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia
durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4); grupo “isquemia” € o grupo
gue passou por apenas isquemia parcial (n=4); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que
passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacao
(n=4).
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Figura 22. Efeito do tripeptideo na dP/dT minima de coracdes isolados de ratos Wistar.
Grupo “controle” é aquele em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia
durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4); grupo “isquemia” é o grupo
gue passou por apenas isquemia parcial (n=4); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que
passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacao
(n=4).
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Figura 23. Efeito do tripeptideo na pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE)
de coracgdes isolados de ratos Wistar. Grupo “controle” € aquele em que os coracdes nao
passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfusdo no aparelho de
Langendorff (n=4); grupo “isquemia” € o grupo que passou por apenas isquemia parcial
(n=4); grupo “isquemia + tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento com o peptideo a
50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacdo (n=4).
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Figura 24. Efeito do tripeptideo no indice de gravidade de arritmias (IGA) de coracdes
isolados de ratos Wistar. Grupo “controle” € aquele em que os coragdes ndo passaram por
nenhuma interferéncia durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=4);
grupo “isquemia” é o grupo que passou por apenas isquemia parcial (n=4); grupo “isquemia
+ tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20
minutos de estabilizacdo (n=4).

5.2.2 Protocolo experimental ll: ratos SHR

Neste protocolo foram utilizados coragdes isolados de animais espontaneamente
hipertensos (SHR). Apresentamos, a seguir, os dados referentes a presséao sistélica
final (figura 25), pressao diastélica final (figura 26), frequéncia cardiaca (figura 27),
+dP/dT (figura 28), -dP/dT (figura 29), pressdo desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo (figura 30) e indice de gravidade de arritmias (figura 31). Nao foram
realizadas analises estatisticas porque os grupos “controle” e ‘“isquemia +

tripeptideo” nao possuem um tamanho amostral suficiente (n=2).
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Figura 25. Efeito do tripeptideo na pressao sistolica final em ratos SHR. Grupo “controle” é
aquele em que os coragdes nao passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de
perfusdo no aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” € o grupo que passou por
apenas isquemia parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por
tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagao (n=2).
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Figura 26. Efeito do tripeptideo na pressao diastélica final em ratos SHR. Grupo “controle” é
aquele em que os coragdes nao passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de
perfusdo no aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” € o grupo que passou por
apenas isquemia parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por
tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagao (n=2).
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Figura 27. Efeito do tripeptideo na FC em ratos SHR. Grupo “controle” € aquele em que os
coracbes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfusdao no
aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” &€ o grupo que passou por apenas isquemia
parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por tratamento com o
peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacao (n=2).
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Figura 28. Efeito do tripeptideo na dP/dT Maxima em ratos SHR. Grupo “controle” é aquele
em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfuséo
no aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” é o grupo que passou por apenas
isquemia parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento
com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacédo (n=2).
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Figura 29. Efeito do tripeptideo na dP/dT Minima em ratos SHR. Grupo “controle” é aquele
em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfuséo
no aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” € o grupo que passou por apenas
isquemia parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento
com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagéo (n=2).
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Figura 30. Efeito do tripeptideo na PDVE em ratos SHR. Grupo “controle” € aquele em que
os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfusdo no
aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” &€ o grupo que passou por apenas isquemia
parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por tratamento com o
peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagdo (n=2).
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Figura 31. Efeito do tripeptideo no indice de gravidade de arritmias (IGA) em ratos SHR.
Grupo “controle” € aquele em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia
durante o tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=2); grupo “isquemia” é o grupo
gue passou por apenas isquemia parcial (n=5); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que
passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacao
(n=2).

5.2.3 Protocolo experimental lll: ratos SD

No protocolo Ill, os coragdes foram isolados de ratos normotensos Sprague
Dawley (SD). O protocolo Il foi realizado devido a problemas encontrados em varios
ratos normotensos Wistar, isto &, foi uma tentativa de ter resultados em ratos
normotensos suficientes para fazer a analise estatistica e, posteriormente, fazer
analises também em rato hipertenso comparavel com SD. Devido a dificuldade
experimental de se conseguir uma isquemia regional eficiente, como sugerem os
dados anteriores, foi realizada a isquemia global (equivalente ao que ocorre em
coragdo que sera transplantado). Como os resultados apresentados sao
preliminares, compostos apenas por um individuo por grupo experimental, os dados
nao apresentam erro padrao da média (EPM) e sao insuficientes para fazer a analise

estatistica.
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Figura 32. Efeito do tripeptideo na presséao sistolica final em ratos SD. Grupo “controle” &
aquele em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de
perfusdo no aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que passou por
isquemia global (n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por tratamento
com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacédo (n=1).
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Figura 33. Efeito do tripeptideo na presséo diastolica final (PDF) em ratos SD. Grupo
“controle” é aquele em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o
tempo de perfusdo no aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que
passou por isquemia global (n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” &€ o grupo que passou por
tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacao (n=1).
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Figura 34. Efeito do tripeptideo na FC em ratos SD. Grupo “controle” € aquele em que os
coracdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfusdo no
aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que passou por isquemia global
(n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento com o peptideo a
50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagao (n=1).
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Figura 35. Efeito do tripeptideo na dP/dT Maxima em ratos SD. Grupo “controle” € aquele
em que os coragdes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfuséo
no aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que passou por isquemia
global (n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por tratamento com o
peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagdo (n=1).
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Figura 36. Efeito do tripeptideo na dP/dT Minima em ratos SD. Grupo “controle” € aquele
em que os coragdes nao passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfuséo
no aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que passou por isquemia
global (n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por tratamento com o
peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagdo (n=1).
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Figura 37. Efeito do tripeptideo na PDVE em ratos SD. Grupo “controle” é aquele em que os
coracbes ndo passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de perfusdao no
aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que passou por isquemia global
(n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” é o grupo que passou por tratamento com o peptideo a
50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizacdo (n=1).
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Figura 38. Efeito do tripeptideo nas arritmias de reperfusdo em ratos SD. Grupo “controle” é
aquele em que os coracdes nao passaram por nenhuma interferéncia durante o tempo de
perfusdo no aparelho de Langendorff (n=1); grupo “isquemia” € o grupo que passou por
isquemia global (n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” € o grupo que passou por tratamento
com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de estabilizagéo (n=1).

5.3 Efeito do tripeptideo na area infartada (Protocolo experimental lll)

Como nos outros resultados do protocolo experimental Ill, ndo é possivel fazer a

analise estatistica, uma vez que cada grupo contém apenas um exemplar.

Figura 39. Fotografias das fatias ap6s técnica com TTZ. Em A, fatia do coragédo do grupo
‘isquemia”; em B, fatia do coragao do grupo “isquemia + tripeptideo”.
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Figura 40. Efeito do tripeptideo na area infartada em ratos SD com isquemia global. Grupo
‘isquemia” € o grupo que passou por isquemia global (n=1); grupo “isquemia + tripeptideo” é
0 que passou por tratamento com o peptideo a 50 nM a partir dos 20 minutos de
estabilizacdo (n=1).
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6 DISCUSSAO

A isquemia parcial causada pela diminui¢cao temporaria do diametro do lumen
do ramo descendente da artéria coronaria causa varias alteragdes moleculares e
danos teciduais ao coragao. Para simular o que geralmente ocorre na clinica, que &
a isquemia regional do coragdo, os experimentos preliminares referentes aos
protocolos | e Il do presente trabalho empregaram a isquemia regional, com
obstrugao parcial do ramo descendente anterior da artéria coronaria esquerda. O
tripeptideo ja havia mostrado efeitos protetores em estudos feitos em artéria aorta de
ratos, cardiomiocitos de camundongos e coragdes isolados de ratos normotensos
apos isquemia e foi demonstrado em cardiomiocitos de camundongos que 0s
receptores B2 de bradicinina participam dessa cardioprotecao (VERANO-BRAGA et
al., 2008; VERANO-BRAGA et al., 2010; GOMEZ-MENDOZA et al., 2020).

A BK induz efeitos cardioprotetores quando interage com os receptores B2
acoplados a proteina G, desencadeando a ativagdo da via GPCR/PI3K/Akt/NO,
consequentemente regulando o aumento da expressao e atividade de proteinas
antioxidantes, além da reducido da atividade da NADPH oxidase, e resultando na
diminuicdo da producdo de ROS, e culminando na redugédo das injurias de
isquemia/reperfusdo miocardicas (DONG et al., 2013; POTIER et al., 2013). Em
estudos anteriores com anéis de aorta de ratos e cardiomiocitos de camundongos, o
tripeptideo mostrou efeitos protetores através da liberagdo de NO (VERANO-BRAGA
et al., 2008; VERANO BRAGA et al., 2010; GOMEZ-MENDOZA et al., 2020).

No estudo que reportou o tratamento de cardiomiocitos isolados de
camundongos C57BL/6 com o tripeptideo, em norméxia, verificou-se o aumento
significativo da fosforilagdo de Akt e ERK1/2 (GOMEZ-MENDOZA et al., 2020). No
presente estudo, o tripeptideo ndo alterou a fosforilacdo de ERK1/2 (figura 16),
porém aumentou significativamente a fosforilagdo de Akt (figura 17) nos coragdes
isolados de ratos Wistar. Contudo, esse efeito parece ndo depender de NO, ja que o
bloqueio da sintese de NO através do L-NAME nao diminuiu os efeitos protetores do
tripeptideo nos estudos preliminares com coragdes isolados de rato (figuras 10-13).
MARTIN et al. (2007) verificaram que uma quantidade significativa de NO é formada

de maneira ndo enzimatica durante o periodo de isquemia cardiaca, sugerindo que
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ele pode estar disponivel para participar de mecanismos cardioprotetores no periodo
de reperfusdo. Porém, geralmente, os estudos com outras moléculas com efeitos
cardioprotetores dependentes de NO mostram que o efeito cardioprotetor é perdido
quando ha o bloqueio da NOS. GAO et al. (2002) estudaram o efeito cardioprotetor
de insulina exégena em modelo de I/R miocardica in vivo em ratos SD. A
administracao de insulina ativou Akt através de mecanismo dependente de PI3K e
reduziu a morte celular por apoptose. Foi verificada a contribuicdo da fosforilacdo de

eNOS e a consequente liberacdo de NO no efeito antiapoptético da insulina.

Tem sido demonstrado em diversos estudos que a ativagao da cascata de Akt,
através de sua fosforilagdo, esta envolvida na prote¢cao do tecido cardiaco apds os
efeitos deletérios da isquemia seguida de reperfusdo (YUAN et al., 2017). No
musculo cardiaco, a Akt é fosforilada via PI3K, impedindo a expressao de varias
proteinas pré-apoptdticas, como p53, Bad, Bax, além de caspases, culminando na
sobrevivéncia celular (YAO et al., 2013). Por esse motivo, realizamos a analise de
Western Blot para avaliar se havia alteracdo da Bad em consequéncia do tratamento
do coragao com o tripeptideo. Devido a problemas técnicos, porém, nao foi possivel

identificar se houve alteracao.

A protecdo contra morte celular também pode estar relacionada com a
modulagao da abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP)
que ocorre em casos de estresse oxidativo e sobrecarga de calcio, sendo a maior
causa de injuria de reperfusdo. Alguns autores sugerem a via PISK/Akt/GSK-33, em
que a Akt regula negativamente a GSK-3B, atenuando a abertura do MPTP,
consequentemente protegendo as células de deplegdo de adenosina trifosfato (ATP)
e morte celular por necrose (HALESTRAP, 2009; YI et al., 2010; VELEZ et al., 2020).
Pretende-se, entdo, avaliar futuramente se ha alteracdo da abertura do MPTP em

consequéncia do tratamento de coragdes com o tripeptideo.

Apos analise dos resultados da fungao cardiaca nos protocolos | e Il, verificou-se
que ocorreram problemas durante o registro dos parédmetros cardiacos que
impossibilitaram a utilizacido desses resultados para avaliagao da fungao cardiaca.
Durante o periodo de estabilizacdo, em muitos coragdes nao foi possivel fazer os
ajustes necessarios para que a pressao diastoélica ficasse entre 10 e 15mmHg (BELL

et al., 2011), para assegurar o registro correto dos dados. A pressao diastélica de
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alguns coragdes estava acima de 20 mmHg, apontando a inviabilidade destas
preparacdes. Os dados inviaveis foram mostrados a fim de apresentar as tentativas

de conclusao do trabalho com maior robustez.

Os resultados de fungdo cardiaca, IGA e area infartada dos protocolos |, Il e lll
nao foram conclusivos, pois 0 numero amostral em cada grupo, apds exclusao dos
coragdes que apresentaram arritmia irreversivel ou que ndo mantiveram pressao de
perfusdo intraventricular minima de 5mmHg, ndo foi suficiente para avaliagcado
estatistica. Apesar disso, percebe-se, no protocolo Ill, que a area infartada no
coragao tratado com o peptideo € menor que a area infartada no coragdo nao
tratado, como pode ser visualizado nas figuras 39 e 40. No protocolo lll, foi
realizada isquemia global (YUAN et al., 2015) para verificar os efeitos do tripeptideo
em relagdo a area infartada, apesar de ser comum na clinica a obstrugao regional de
artéria coronaria com consequente isquemia regional. Contudo, os estudos com
isquemia global sdo importantes quando se trata de promover cardioprotecdo em

coragdes que serao transplantados (FARINE et al., 2016).
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7 CONCLUSAO

O tripeptideo aumentou a fosforilacdo de Akt, que esta envolvida na
cardioprotecao apds isquemia/reperfusao, havendo a possibilidade de a via
PI3K/Akt/GSK-33 estar sendo ativada, uma vez que o efeito cardioprotetor parece
nao depender da liberacdo de NO. Considerando as principais vias de
cardioprotecdo e os resultados moleculares, sugere-se uma possivel via de
cardioprotecao ativada pelo tripeptideo, como pode ser visualizado na figura 41. Foi
verificada uma tendéncia de cardioprotecao através da analise da area infartada,
como pode ser verificado nas figuras 39 e 40, corroborando com os resultados
preliminares descritos no item 1.8. Devido a esse achado, pretende-se realizar

novos experimentos e fazer a analise estatistica para entender melhor essa

tendéncia.

Figura 41. Sugestao de via de ativagao cardioprotetora do tripeptideo. RB2: Receptor B2 de
BK acoplado a proteina G. Pep: tripeptideo; PI3K: Fosfatidilinositol-3 cinase; Akt: Proteina
cinase B; GSK3B: Glicogénio Sintase Cinase 3 B; MPTP: Poro de Transicdo de
Permeabilidade Mitocondrial. PG: Proteina G.
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8 PERSPECTIVAS

A intencdo é analisar outros marcadores que possam estar alterados apos o
tratamento com o peptideo, como Bad, Bad-p, Bax-p, Bax, GSK-33, PLN, PLN-p,
p91-phox e PTPM para entender melhor os mecanismos de ag&o do tripeptideo e
avancgar na caracterizacdo do mecanismo de cardioprotecdo em que ele esta

envolvido.
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9 LIMITAGOES

O desenvolvimento do presente projeto teve inicio apds o projeto inicial ter
sido abandonado, devido ao defeito de um equipamento essencial para os
experimentos e a inviabilidade de conserto do mesmo. Houve a necessidade, entao,
de aprender novas técnicas hum cenario em que nao foi possivel um treinamento
minucioso para alcangar a maestria, de forma que o aprendizado se deu muito em
funcao de tentativas e erros, apos explicagdes basicas de funcionamento do aparato
de Langendorff. Além dessas dificuldades, o aparato e outros equipamentos
apresentaram problemas no funcionamento, inclusive a leitura do eletrocardiograma
nao pbéde ser realizada porque o equipamento estava com defeito. Nos casos de
outros equipamentos, como pHmetro, por exemplo, foi possivel contornar o
problema utilizando equipamentos de outros laboratérios. Contudo, alguns
problemas no aparato de Langendorff e de calibragdo atrasaram bastante os
experimentos por nao terem substitutos em outros laboratérios e ndo haver
assisténcia técnica disponivel. Apesar das diversas dificuldades, algumas ocorridas
durante a pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, os experimentos no
aparato de Langendorff foram realizados, as regides dos coragbes para analise
molecular foram acondicionadas em freezer a -80°C e foi possivel fazer o western
blot de ERK e Akt. Contudo, os experimentos de western blot de Bad, Bad-p, PLN,
PLN-p e p91-phox nao deram certo, mesmo apos varias tentativas, apontando algum
problema nao identificado durante o processo. O projeto inicial em coragao isolado
incluia os protocolos | e Il, pois o objetivo era verificar os efeitos do tripeptideo em
coracbes de ratos normotensos e hipertensos. Apesar de ter verificado a area
infartada em ratos Wistar normotensos, a isquemia foi leve e ndo houve diferenca
entre os coragdes do grupo controle e isquemia, por este motivo os dados ndo foram
apresentados. Como o desenvolvimento do projeto ja estava muito atrasado, a
reproducao de ratos SHR ¢ limitada e os problemas com a técnica e o aparato ainda
nao haviam sido resolvidos, 0 numero amostral com dados viaveis dos grupos nao
foi suficiente para avaliagao estatistica. O protocolo Ill com ratos SD e isquemia
global foi desenvolvido em um momento em que muitos corag¢des de ratos Wistar

apresentaram arritmias irreversiveis e era importante verificar os efeitos do
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tripeptideo em relacdo a area infartada. Nao foi possivel, porém, alcancar niumero

amostral suficiente para analise estatistica.
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