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1.0 INTRODUCAO
1.2 COMPREENDENDO MELHOR O CORACAO

O coracado, 6rgao pulsatil tetracavitario, tem sido considerado
desde os primérdios da ciéncia como uma das principais pegas em seres
humanos. Para o filosofo grego Aristdteles, que observou o coracdo de
galinhas, este 6rgéo seria o primeiro a se formar durante o desenvolvimento
dos organismos “que possuem sangue” e portanto, atribuiu a ele importancia

maior que todos os demais componetes de um ser vivo.

O coracao é composto por quatro camaras bombeadoras, dois
atrios (superiores) e dois ventriculos (inferiores), sendo que a musculatura dos
ventriculos € consideravelmente mais espessa que a dos atrios uma vez que
aqueles estdo sujeitos a maiores pressdes. A funcdo destas camaras é
bombear 0 sangue, através dos grandes vasos localizados na base do érgéo,
em direcdo aos tecidos de forma a remover os residuos provenientes do
metabolismo das células além de transportar nutrientes, oxigénio e
mensageiros, como horménios e neurotransmissores. A figura 1 mostra um

desenho esquematico das cavidades e vasos que compdem o coragao.

Aorta Artéria Pulmonar

Atrio Esquerdo
Atrio Direito
Valva Bicuspide

Ventriculos direito

e esquerdo
Valva Tricaspide

Valvas semi-lunares

Fig. 1: Ilustragdo de um corte transversal identificando as suas cavidades
cardiacas bem como suas artérias e valvas componentes.
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Como é possivel observar pela figura, na margem superior direita esta
localizada a veia cava que desemboca no atrio direito, e na margem superior
esquerda a artéria pulmonar que recebe o sangue vindo do ventriculo direito.
Entre estes vasos encontra-se a artéria aorta que esta diretamente conectada
ao ventriculo esquerdo. Lateralmente a aorta estdo as veias pulmonares que
direcionam o sangue vindo dos pulmdes para o atrio esquerdo. No apice
localiza-se a juncao das paredes ventriculares e o septo ventricular. Revisto

por Fuster et al., 1998.

O sangue venoso originario dos tecidos chega ao coracdo via
veia cava superior e desemboca no atrio direito, onde € armazenado durante a
sistole ventricular. Durante a diastole ventricular o sangue flui através da valva
tricuspide em direcao ao ventriculo direito que entdo bombeia 0 sangue para a
artéria pulmonar atravessando a valva semi-lunar. Este sangue circula pelo
pulmao onde ocorre a liberagdo de CO. e a oxigenagdo da hemoglobina. O
atrio esquerdo recebe o sangue oxigenado através das veias pulmonares e
durante a sistole atrial prové sangue ao ventriculo esquerdo fazendo-o
distender e preparando-o para ejecdo. A medida que a contracdo ventricular
aumenta, a valva atrio-ventricular se fecha, a valva semi-lunar se abre e o
sangue é direcionado para a aorta. Este processo é seguido da didstole atrial e

ventricular reiniciando o ciclo cardiaco (Fuster et al., 1998).

Para suprir as necessidades fisiolégicas de um individuo as
camaras cardiacas precisam realizar movimentos de contragéo e relaxamento
de maneira sincronizada aproximadamente setenta vezes a cada minuto e cem
mil vezes ao longo de um dia. Em uma pessoa com setenta anos de idade o
coragdo tera batido mais de dois bilhdes de vezes sem nenhuma pausa. A
observacdo do médico e filésofo Claudio Galeno de que as fibras cardiacas
superam todos os demais tecidos em resisténcia a injurias, tensao e forca é

aceita ainda hoje pela comunidade cientifica como verdadeira .

A fim de realizar o bombeamento de sangue de maneira sincrona, o
coracao utiliza de diferentes tipos celulares como os midcitos contrateis,

especializados na contragdo; as fibras de Purkinje, especializadas na
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conducéo rapida dos estimulos elétricos; e as células nodais responsaveis pela
atividade de marca-passo. Cada um deles com papel fundamental para a
atividade cardiaca (Katz A. M., 1992). Além disso, o nodo sinoatrial, uma
pequena area especializada localizada entre a veia cava superior e o atrio
direito que contém tecido nervoso além outros tipos celulares,
espontaneamente despolariza-se e envia sinais elétricos que estimulam a
contracdo dos atrios forgando a passagem de sangue para os ventriculos. A
sistole ventricular inicia-se quando o estimulo elétrico é propagado em direcao
ao apice cardiaco através do nédulo atrio-ventricular. Este impulso entra entdo
no sistema His- Purkinje e determina a contragdo ventricular. A sincronia da
atividade de contracdo e relaxamento destas duas camaras é dada também
por um complexo sistema de membranas e compartimentos intracelulares que
permitem a comunicacdo intima entre as células e um rapido fluxo de
informacdo (estimulos elétricos e/ou mensageiros moleculares) através do
tecido cardiaco (Boyden et al., 2010) (Katz, A. M., 1992) (Fabiato and Fabiato,
1972) (Silverman et al., 2006).

Além de sua funcdo contratil, o coragdo também apresenta
atividade enddcrina. Se observados ao microscépio dptico de luz, os midcitos
cardiacos atriais apresentam granulos densamente corados que representam
estoques intracelulares do peptideo atrial natriurético (ANP) (Lattion et al.,
1986). Desta forma, o coracdo ndo € apenas uma bomba, mas também um
6rgao enddcrino. Pequenas quantidades de ANP e de BNP (‘brain natriuretic
peptide’), uma molécula estruturalmente relacionada ao ANP, sdo também
encontradas nos ventriculos, porém em pequenas quantidades. Estes
peptideos sao liberados dos estoques internos quando as paredes dos atrios
e/ou ventriculos séo distendidas e podem ser vistas como sensores de volume
(Lattion et al., 1986; Katz, 1992). O ANP é encontrado como um horménio
circulante e atua também em diversos processos biolégicos como
vasodilatacado, diurese, natriurese, regulacao da pressao sanguinea e inibicao
da secrecao de renina e aldosterona (de Bold, 1985; Laragh, 1985; Cantin and
Genest, 1987).
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1.3 MICROESTRUTURA DO CORACAO

Uma analise microscépica da estrutura dos cardiomidcitos
mostra que aproximadamente metade do volume destas células é ocupada por
miofibrilas, o arranjo molecular basico do tecido cardiaco que executa a
contracdo. Cada miofibrila é constituida principalmente das proteinas actina,
miosina e titina, além do envoltério que as mantém unidas. Estas proteinas se
organizam de maneira a formar filamentos finos (dupla fita de actina
juntamente com tropomiosina e trés proteinas do complexo troponina) e
flamentos grossos (polimeros de miosina e titina). O encurtamento do
musculo cardiaco durante a contragdo é dado pelo deslizamento dos
flamentos finos sobre os filamentos grossos. O restante da célula é
densamente ocupada por mitocéndrias responsaveis suprir o tecido com
energia suficiente para realizar o bombeamento vigoroso e continuo de sangue
(Stenger and Spiro, 1961; Katz, 1992).

Na figura 2, a regido de coloragdo escura contém os miocitos
responsaveis pela contracdo e € denominada banda A. A regido mais clara,
banda |, contém apenas os filamentos finos. Cada banda | & delimitada por
uma linha altamente corada, a linha Z. Um sarcomero esta contido entre duas
linhas Z e é composto, portanto, por uma banda A e duas bandas I. O disco
intercalar representa uma juncao célula-célula e apresentam baixa resisténcia
elétrica. A figura 3 apresenta um esquema simplificado de um sarcémero e

seus componentes.
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Fig. 2: Micrografia eletronica das miofibrilas -
unidades bdsicas do tecido cardiaco. (M) mitocondrias;
(Z) linha Z; (D) disco intercalar; (L) lipideos; (A)
banda A; (I) banda I; Adaptado de Katz et al.

i] L oy

| < Sarcomero >|
Bandal | < Banda A >| Bandal
Filamentos de actina Filamentos de miosina

Linha Z Linha M Linha Z

Fig. 3: Desenho esquemadtico apresentando como seria a interagdo entre as bandas
A, I e linhas Z. Adaptado de Ferreira-Castro, 2011.
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1.4 A IMPORTANCIA DOS CANAIS IONICOS PARA ATIVIDADE
CARDIACA

A partir da descoberta de que o calcio seria 0 mensageiro responsavel
pela ativacao das proteinas contrateis, C. A. V Hill concluiu ainda em 1949 que
devido a intensa atividade cardiaca esse ion ndo poderia ser propagado por
difusdo através da superficie das células. De acordo com o autor, um estimulo
excitatério deveria ser propagado ao interior da célula para ser controlado por

mecanismos mais rapidos (Fabiato & Fabiato, 1979; Hill, 1949).

Como predito por Hill, o coragdo de um mamifero adulto depende da
interacdo de dois sistemas de membranas para superar as limitagdes impostas
pela difusdo e para realizar de maneira eficiente o processo de
excitagdo-contragdo. O primeiro deles, denominado tubulos transversos (ou
tubulos-T) sdo projecbes da membrana plasmatica que rapidamente
propagam os potenciais de agdo para o interior das células cardiacas. O
segundo sistema, o reticulo sarcoplasmatico (RS), € uma regido especializada
do reticulo endoplasmatico capaz de armazenar ions calcio. A propagacao do
potencial de acdo através dos tubulos-T e a liberacéo e recaptacéo de calcio

pelo RS explica a rapida atividade cardiaca.

Juntamente com este complexo sistema de membranas, os canais
ibnicos, poros transmembranares que permitem a passagem seletiva de
substancias carregadas através da bicamada lipidica, controlam o fluxo rapido
de informacgdes entre 0 meio extracelular e o intracelular bem como entre duas

células justapostas (Hille, 2001).

Uma elaborada sequéncia de abertura e fechamento de canais i6nicos
resulta em mudancas no potencial elétrico através da membrana plasmatica
que, dependendo da magnitude, pode desencadear o potencial de acdo. No
coragao, o potencial de agédo consiste em diversas fases (Fig. 4) que podem
ser diferentes de acordo com a regido analisada. Em cada fase podemos
identificar a prevaléncia do fluxo de um ion especifico sem entretanto, alterar a

composicao quimica do meio intracelular (Katz, 1992; Hille, 2001)).
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Fig. 4: Potencial de agdo do musculo cardiaco mostrando suas cinco
fases componentes (0-4). O eixo X representa o tempo e milisegundos
e o eixo Y representa o potencial de membrana em milivolts.
Adaptado de Katz, A.M.

De maneira simplificada, o potencial de acdo cardiaco dura
aproximadamente 300ms e consiste em cinco fases: fase zero
(despolarizacdo, onde cations sodio fluem em direcdo ao citossol); fase 1
(repolarizagéo inicial, relativa a saida de ions potassio para 0 meio
extracelular); fase 2 (plateau, onde ha um intercambio de ions em ambas as
direcdes sendo que as correntes de saida de potassio sdo balanceadas pelas
correntes de entrada de célcio); fase 3 (repolarizagdo consistindo basicamente
pela saida de ions potassio); e fase 4 (correspondente ao potencial de
repouso) (Draper And Weidmann, 1951; Katz, 1992; Hille, 2001).

Assim, o fluxo de ions através de canais dependentes de voltagem
regulam ndo apenas os batimentos cardiacos através do potencial de acéo
mas também sdo responsaveis pela despolizagdo do nodo sinoatrial e sua
consequente atividade de marca-passo; e sao 0s principais responsaveis pelo
transporte de informagéo para o interior da célula (que é feito especialmente
através do influxo de ions calcio) (Carmeliet And Lacquet, 1956) (Guilbault

and Coraboeuf, 1965). Além dessas fungdes no coracdo de um individuo
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adulto, os canais idnicos, particularmente os canais para calcio dependentes
de voltagem do tipo T (Cav. 3.2) e do tipo L (Ca. 2.1) tém papel fundamental no
correto desenvolvimento do coragédo durante o estagio embrionario. Ca.. 3.2 ,
prevalece principalmente nos estagios precoces do desenvolvimento do
embrido enquanto C,,. 2.1 se torna mais abundante a partir do nascimento do
individuo (Yasui et al., 2005). O controle da expressdo dos genes para estes
canais em cada estagio de vida é, portanto, necessario para a correta
formacdo do sistema circulatério e para a fisiologia cardiaca saudavel em um

individuo adulto como discutiremos posteriormente.

1.5 HIPERTROFIA CARDIACA

A faléncia cardiaca € uma desordem clinica grave que representa a
causa primaria de internacdes hospitalares e morte na Europa e nos Estados
Unidos. Devido a alta prevaléncia na populagdo americana (em torno de 10%)
aproximadamente 28 bilhées de dolares sdo gastos anualmente com
tratamento pelo governo americano. No mundo, mais de 15 milhdes de
pessoas sao acometidas por esta doenga, sendo o grupo de risco composto
por hipertensos, fumantes, diabéticos, pessoas que ja sofreram infarto ou
possuem alguma doencga que afete as artérias coronarias (Srivastava et al.,
2008)(Rapp, 2000)(Mill et al., 1998)(Widgren et al., 1993)(Cooper, 1987). No
Brasil, o numero de mortes por doengas associadas ao aparelho circulatério
tem crescido assustadoramente ao longo dos anos de acordo com dados do
Sistema Unico de Salde - SUS (Fig. 5).
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Fig. 5: Numero de brasileiros mortos por ano devido a problemas associados
ao aparelho circulatério. Freitas & Cruz, 2011
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A maior parte das doengas que acometem o sistema
cardiovascular prejudicam o fluxo sanguineo e geram uma sobrecarga
hemodinamicca no coragao. Portanto, para compensar essa reducdo no fluxo
de sangue e suprir as demandas energéticas aumentadas do érgao, o coragao
precisa passar por um remodelamento morfolégico e molecular que leva ao
aumento em massa deste tecido. Esse estimulo, entretando, se persistente,
gera danos ao coragdo e aumenta as taxas de morbidade e mortalidade dos
pacientes (Mudd and Kass, 2008).

A hipertrofia cardiaca é classificada em patoldgica e fisiolégica:
(i) Hipertrofia cardiaca patologica € aquela em resposta ao aumento no stress
biomecanico induzido tanto por fatores extrinsecos (aumento de pressao e/ou
volume em doengas como hipertenséo e/ou disfun¢des nas valvulas cardiacas)
ou em resposta a fatores intrinsecos (como o remodelamento cardiaco
induzido por isquemia ou cardiomiopatias hipertréficas). O aumento em massa
do 6rgéao pode ser explicado pelo aumento nas dimensdes do cardiomidcitos,
aumento no numero de células, e proliferagdo do tecido fibroso intersticial
(Abduch et al., 2009; Du et al., 2010; leda and Fukuda, 2009). Além destas
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alteracdes ainda sao identificados um aumento no nimero de mitocéndrias, no
numero de miofibrilas por sarcémero e de sarcémeros em série (Anversa et al.,
1984; Bernardo et al., 2010; Grossman et al., 1975).(ii) Hipertrofia cardiaca
fisiol6gica € aquela que também induz ao aumento em massa do coragao mas
ndo acarreta danos como fibose, arritimias e faléncia do 6érgdo, nem
compromete a salde do paciente. Este processo € comum em atletas e
gestantes, pessoas que por certo periodo de tempo apresentam uma maior
demanda energética. Diversos estudos tentam entender os mecanismos
moleculares que determinam as principais consequéncias dos tipos de
hipertrofia, com o objetivo de gerar conhecimentos para minimizar os danos
em pacientes acometidos pela hipertrofia cardiaca patolégica (Ligeti, 1960;

Santacruz et al., 2013).

Durante o processo hipertréfico patoldgico, o 6rgdo passa por
duas fases distintas, sendo a primeira chamada de compensatéria e a
segunda, descompensada. Durante a fase compensatoéria, a resposta do
coragao ao estimulo hipertréfico corresponde ao aumento no trabalho realizado
e portanto, ndo exitem impactos negativos a sua morfologia e performance
contratil. Em contraste, a fase descompensada da hipertrofia cardiaca inicia-se
logo apds a fase compesada e é nesta fase onde se inicia processos de
disfuncéo cardiaca e faléncia do 6rgao (Luethy et al., 1964; Meerson and P
Ogosova, 1962).

Caso a sinalizacao hipertrofica patolégica persista, ha um aumento
exponencial do risco de faléncia cardiaca e/ou morte subita. Essa observagao
sugere que a hipertrofia cardiaca apesar de ser considerada uma adaptacao,
se torna mal adaptativa e leva a faléncia cardiaca se prolongada. A faléncia
aparece, portanto, como um desfecho desfavoravel da hipertrofia cardiaca
patolégica (Bi, 2012; Clemo et al., 1998).

No nivel celular, a hipertrofia cardiaca patoldégica pode ser
considerada como uma resposta dos cardiomiocitos ao estresse biomecanico
incluindo o aumento da presséo e do volume saguineos, espécies reativas de

oxigénio, citocinas e neuro hormdénios circulantes, os quais podem ativar
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cascatas intrinsecas e especificas de sinalizagdo. Muitas destas vias de
sinalizacdo terminam no nucleo com a ativacdo de fatores de transcrigao,
co-reguladores e microRNAs levando a alteracbes na expressao génica
cardiaca (Chien et al., 1997; Swynghedauw, 1999; Swynghedauw et al., 2010).
As altera¢des moleculares observadas durante o desenvolvimento do processo
hipertrofico patolégico sdo similares a aqueles observados durante o
desenvolvimento fetal do coracdo e portanto, a hipertrofia cardiaca patoélogica
é frequentemente descrita como sendo acompanhada da reativacao de genes
fetais. Apesar da reativagdo deste programa génico fetal ser apenas uma
resposta adaptativa ao stresse, esta claro que a expressao aberrante de genes
fetais envolvidos na contratilidade, no mauseio do calcio intracelular e também
de moléculas envolvidas com processos energéticos levam a mudangas

mal-adaptativas da funcdo cardiaca (Haberland et al., 2009; Molkentin, 2004).
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1.5.1 MECANISMOS MOLECULARES DA HIPERTROFIA
CARDIACA PATOLOGICA

Os processos que desencadeiam a hipertrofia cardiaca sao
considerados complexos e, apesar de muito estudados nédo séo
compreendidos em sua totalidade e diversos mecanismos ja foram descritos
como reguladores do processo hipertréfico patoldgico. Arber e colaboradores
escreveram sobre a participacdo de proteinas do citoesqueleto e dos
receptores ativados por estiramento (proteinas LIM) na cardiomiopatia dilatada
(Arber et al., 1997), enquanto outros autores focaram-se nas complexas vias
envolvendo quinases como a GSK3B, p38, MAPK, GATA-4, JNK e etc
(Marber et al., 2011; Rohini et al., 2010; Sugden et al., 2008; Wilkins and
Molkentin, 2004).

Dentre 0s mecanismos propostos 0 mais bem estudado é o
desencadeado pela ativagédo de receptores associados a proteina G. A partir
da ligagdo de um agonista a proteina receptora de membrana, ocorre a
dissociagdo do complexo alfa e beta-gama, componentes das proteinas G,
levando e a ativacdo da fosfolipase C. Esta realiza a hidrolise de lipidios de
membrana formando diacil glicerol (DAG) - responsavel por ativar a proteina
quinase C (PKC) que fosforila proteinas citosélicas e nucleares criticas para o
crescimento celular - e inositol- 1,4,5-trifosfato (IP3) (Komuro et al., 1991;
Poggioli et al., 1986; Sadoshima et al., 1992). O IP3 liga-se a receptores no
reticulo endoplasmatico (RE) ou no envelope nuclear e mobiliza estoques
internos de calcio (Berridge, 2009). O calcio liberado destes estoques
associa-se a calmodulina quinase (CaMK) e ativa a fosfatase calcineurina. A
calcineurina promove a ativagédo por desfosforicdo, de residuos de serina no
dominio N-terminal, do fator nuclear de células T ativadas (NFAT), o que
possibilita seu translocamento para o interior do nucleo onde participa da
transcricdo de genes envolvidos na hipertrofia (Prasad and Inesi, 2011;
Yamaguchi et al., 2011; Zarain-Herzberg et al., 2011). Parte dos genes
ativados durante o remodelamento hipertréfico em um animal adulto atuam, em

condigdes normais, durante o desenvolvimento embrionario e, portanto os
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mecanismos moleculares da hipertrofia cardiaca estdo associados a
re-expressao de proteinas do estagio fetal como o ANP, a enzima conversora
de angiotensina |, a subunidade beta da creatina quinase, a subunidade M da
lactato desidrogenase, algumas isoformas de proteinas contrateis e de canais
para célcio do tipo T (Bjernstad et al., 2012; Eppenberger-Eberhardt et al., 1990;
Lompré et al., 1984; Naito et al., 2006; Weikert et al., 2003). Dependendo do
estimulo, quinases presentes no nucleo podem cessar a expressao destes
genes fetais a partir da fosforilacdo do NFAT, evento que determina o retorno
desta molécula para o citosol. O calcio liberado dos estoques internos participa
ainda da acetilacdo de histonas, desenovelando-as do DNA e permitindo que
algumas regides do genoma estejam disponiveis para a transcricao
(Haberland et al., 2009; Molkentin, 2006).

1.5.2 O PAPEL DOS CANAIS PARA CALCIO SENSIVEIS A
VOLTAGEM NO PROCESSO HIPERTROFICO PATOLOGICO

O célcio é o segundo mensageiro que controla 0 maior numero
de processos celulares inclusive a hipertrofia cardiaca. Durante a sinalizacédo
hipertréfica a dindmica citosélica deste ion regula a atividade de proteinas
como a calcineurina, a proteina quinase C (PKC) e a calmodulina quinase I
(CaMKIll) (Molkentin, 2006; Wilkins and Molkentin, 2004). Por influenciar
diretamente diversas classes de proteinas intracelulares o fluxo de calcio
determina a regulacdo de processos importantes para o correto
desenvolvimento e funcionamento da maquinaria celular, de érgaos e
consequentemente para a sobrevida do individuo. Nas células cardiacas, o
fluxo de célcio é controlado principalmente por dois tipos de canais para calcio
ativados por voltagem: os canais do tipo T (Cav 3.2) e os canais do tipo L (Cav
2.1). Ambas as classes de canais coexistem em um individuo adulto saudavel,
entretanto ha a prevaléncia de uma das classes dependendo do estagio de
desenvolvimento do individuo. Yasui e colaboradores demonstraram em 2005

que durante o desenvolvimento de um individuo normal ocorre uma clara
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inversdo da concentracdo de canais para calcio do tipo L e T (Yasui et al.,
2005; Freitas and Cruz, 2011) (Figura 6).

Desenvolvimento
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Estagio
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Remodelamento cardiaco (hipertrofia)

Fig. 6: Perfil de expressdo dos canais para cdlcio do tipo T e
tipo L no coragdo ao longo do desenvolvimento. Adaptado de
Yasui, 2005

No estdgio embrionario, o calcio necessario para ativar a
contracdo lenta, caracteristica dos midcitos cardiacos fetais, vem do fluido
extracelular e atravessa a membrana plasmatica majoritariamente por meio de
canais para calcio do tipo T. Para garantir a rapida contracdo dos
cardiomiécitos de um coracédo adulto, € necessario que o célcio extracelular
induza a liberagéo de célcio dos estoques internos (RS) - processo conhecido
como liberag&o de calcio induzida por calcio. Nesta fase do desenvolvimento o
calcio que flui para o interior da célula utiliza os portdes para calcio do tipo L.

Alteracbes na atividade dos canais para calcio do tipo L respondem por
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patologias cardiacas como arritmias, mas nao estdo implicados no

desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (Houser, 2009).

Por outro lado, a superexpressao de canais para calcio do tipo T
nado induz ao desequilibrio contratil do coragdo, mas estimula a ativacdo de
mecanismos proé-hipertroficos (Cribbs, 2010; David et al., 2010; Nakao et al.,
2009). Desta forma, podemos entender que estes complexos
macromoleculares, mais do que transportar ions através da bicamada lipidica,

regulam o transporte de informagbes especificas ao interior da célula.

1.5.3 AFUNCAO DO ANP E DO BNP

Assim como o0s canais para calcio do tipo T, o ANP é
estritamente controlado durante o desenvolvimento. Durante os estagios fetais
essa molécula é abundantemente encontrada em midcitos ventriculares
(especialmente no ventriculo direito) e ap6s o nascimento sdo raramente
detectadas nestas células em individuos saldaveis (Bloch et al., 1986;
Tsuchimochi et al., 1987; Wei et al., 1987). Acredita-se que a producéo e
estocagem de ANP no ventriculo direito durante os estagios fetais sejam
desencadeadas devido ao maior estresse mecéanico desenvolvido por esta
camara durante as primeiras etapas do desenvolvimento. Em pacientes
adultos com cardiomiopatia dilatada grave as fibras ventriculares (em especial
as do ventriculo esquerdo) sintetizam e estocam novamente o ANP (Ding et al.,
1987; French et al.,, 1988). Sabe-se que esse processo patolégico €
caracterizado por dilatacdo das camaras ventriculares e aumento da
resisténcia dos vasos aferentes, corroborando, portanto com a hipétese de que
a producdo e liberacdo do ANP ocorrem em condicbes de estresse e

estiramento das cAmaras cardiacas.

A producédo e secregdao de BNP também podem estar alteradas em
diversos quadros clinicos como durante a fibrilacdo atrial, doencas
pulmonares, hipertensdo, faléncia renal e sobrecarga de pressdao ou

volumétrica. A producao de BNP é desencadeada por estiramento mecanico e
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pode ocorrer tanto nos atrios quanto nos ventriculos. O aumento na
concentracado deste peptideo no plasma é associado com disfuncdo sistélica
ventricular e é caracteristico de diversas doencgas cardiacas (Paelinck et al.,
2006; Selvais et al., 1998). Apesar das evidéncias de que o BNP & secretado
devido ao estiramento mecéanico e a sobrecarga ventricular, ha uma grande
variacao entre individuos tornando, portanto a interpretacao dos niveis de BNP
dificeis (Burke and Cotts, 2007).

1.6 O USO DE AGONISTAS DOS RECEPTORES BETA
ADRENERGICOS E A INDUCAO DA HIPERTROFIA CARDIACA

No coragdo, a ativacdo de receptores beta adrenérgicos sé&o
responsaveis por modular a forca e a frequéncia cardiaca (Kadambi et al.,
1996). Diversos autores mostraram que a atividade simpética do sistema
nervoso € importante para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
(Bristow, 2003; Cohn et al., 1984; Kaye et al., 1995). Este sistema é
responsavel por liberar altas concentragcées de catecolaminas na circulagdo
resultando, portanto na ativacéo crénica dos receptores beta adrenérgicos. E
possivel que este seja um mecanismo compensatorio para aumentar a

contratilidade do érgao (Ni et al., 2011).

Entretanto, a ativacdo sustentada destes receptores € nociva ao
coragao por induzir o crescimento patolégico do 6rgao, disfuncdo ventricular,
apoptose e insuficiéncia cardiaca (Port and Bristow, 2001). Desta forma, a
ativacao cronica dos receptores beta adrenérgicos contribui para a progressao
de patologias cardiacas e aumenta a mortalidade tanto em modelo animal

quanto em pacientes humanos.

As cascatas intracelulares ativadas apds estimulagdo beta
adrenérgica envolvem a ativacdo da proteina quinase A (PKA) e consequente
regulacdo das proteinas SERCA, fosfolamban (PLB), receptores rianodina
(RyR2) e canais para célcio do tipo L presentes no sarcolema. A hiperatividade

dos RyR2 induzida pela fosforilacdo da PKA, provoca o vazamento de calcio
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do RS durante a diastole e consequentemente causa a deplegéao dos estoques
internos de calcio. Este processo contribui para o 'estresse’ do RS - um
conhecido mecanismo indutor da insuficiéncia cardiaca, arterosclerose,
isquemia e cardiomiopatia dilatada (Maier and Bers, 2007; Marx et al., 2000;
Okada et al., 2004; Orrenius et al., 2003).

Os modelos animais de cardiomiopatias sdo importantes para o
estudo dos processos bioquimicos e cascatas celulares envolvidas no
desenvolvimento patol6égico do coracdo. O entendimento destas vias fornece
0S substratos necessarios a manipulagdo do sistema e elaboracdo de
estratégias terapéuticas visando a reversao do quadro patologico ou a melhora
na qualidade de vida dos pacientes. Estes modelos, entretanto, podem nao
representar fielmente os cenarios produzidos em um quadro de hipertrofia
cardiaca desenvolvida espontaneamente em um paciente humano. Desta
forma, é importante que estes modelos sejam testados para os diversos
parametros caracteristicos de um processo patoloégico especifico para que os
resultados obtidos destes estudos ndo se tornem mera especulagdo

desprovida de qualquer sentido fisiopatoldgico.

O modelo de hipertrofia cardiaca induzida através da administragéo
subcutanea de isoproterenol é confiavel, reprodutivel e utilizado por diversos
grupos no mundo. A existéncia de informacdes abundantes acerca dos
processos envolvidos na hipertrofia cardiaca estimulada por este agonista

beta-adrenérgico foi essencial na determinacao do tratamento a ser estudado.
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Objetivos

Os objetivos gerais deste trabalho foram 1) avaliar as proteinas
diferencialmente expressas entre os grupos controle e tratado de forma a
entender os mecanismos responsaveis pelo processo hipertrofico patolégico
induzido pelo Isoproterenol; e 1l) verificar a participacdo de canais para calcio

do tipo T (Cav3.2) na cascata de sinalizacdo da hipertrofia cardiaca.

Como obijetivos especificos destacamos:

l) Induzir a hipertrofia cardiaca através da administracdo do agonistra
beta-adrenérgico isoproterenol na dose de 50mg/Kg/dia durante sete dias

consecutivos em camundongos machos da linhagem C57BLE6;

II) Verificar as alteracbes morfoldgicas induzidas pelo isoproterenol no

coragao dos animais do grupo tratado apds uma semana de tratamento;

lIl) Obter o padrdao protéico bidimensional do ventriculo esquerdo dos
coragOes hipertréficos e identificar as proteinas diferencialmente expressas

entre os grupos controle e tratado;

IV) Inferir a fungcédo bioldgica das proteinas identificadas e seu papel no

processo hipertréfico patologico;

V) Investigar os mecanismos responsaveis pela hipertrofia cardiaca induzida
pelo Isoproterenol e a funcao da sinalizacao de célcio via canais para calcio do
tipo T neste processo.
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3.0 Métodos

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados de
acordo com o guia para utilizagdo de animais de laboratoério e foram aprovados
pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da UFMG sob o protocolo
numero 129/08.

3.2 INDUCAO DA HIPERTROFIA CARDIACA

Camundongos C57BL6 (8-10 semanas de idade) foram cedidos
pelo CEBIO/UFMG. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
com dimensdes de 27 x 18 x 13 cm. No maximo quatro animais foram
alocados por gaiola, mantidos com agua e racao (Nuvilab) ad libtum em ciclo
claro / escuro de 12h. Ao completarem 12 semanas os animais foram
selecionados aleatoriamente para compor 0s grupos experimentais (controle e

tratado).

Os animais do grupo tratado receberam durante 7 dias consecutivos,
50mg/kg/dia de isoproterenol, a qual foi administrada via subcutdnea em duas
aplicagbes diarias com intervalo de 6 horas entre elas. O (-) isoproterenol
(Sigma-Aldrich) foi dissolvido em solucéo salina composta de NaCl 140mM,
NaH:PO, 1,86mM, Na:HPO. 8,4mM e acido ascorbico 0,02%. Os animais
controle receberam duas aplicacbes didrias de solugdo salina proporcional a

massa corporal aferida no dia.

No oitavo dia os animais foram heparinizados (Hemofol, Cristalia
5000UlI) por via intraperitoneal, sacrificados por decaptacao e adequadamente

preparados para 0os experimentos posteriores.
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3.3 ANALISES HISTOMORFOLOGICAS

Para a obtencdo dos parametros morfométricos, apds o sacrificio o
torax dos animais foi aberto e o coracdo foi rapidamente dissecado e
imediatamente transferido para uma placa “Petri” contendo solucdo salina
fisiolégica Tyrode gelada (Glicose 5mM, NaCl 135mM, KCI 5,4mM, MgCl.
0,5mM, CaCl. 1,8mM, HEPES 10mM) a 4°C. Apés remocdo dos vasos da
base por excisdo e do sangue por seguidas lavagens em solugdo salina, o
coracdo foi pesado rapidamente em béquer contendo Tyrode gelado.
Posteriormente, o ventriculo esquerdo e os atrios foram separados e
mensurados. Um dos membros posteriores foi dissecado e apds a limpeza de

todo o tecido em torno do o0sso, fez-se as medidas da tibia.

3.4. PREPARO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

Para o preparo das laminas para a avaliacao morfolégica da hipertrofia
cardiaca, primeiramente os coragdes inteiros foram mantidos por 10 minutos
em solugao fixadora formalina neutra tamponada 10% por tempo suficiente
para criar uma resisténcia superficial e permitir o corte e a separacao das
camaras cardiacas em duas metades longitudinais. As partes obtidas foram
mantidas por mais 24 horas em solucdo fixadora. Posteriormente foram
lavados em agua corrente (3 banhos rapidos), e transferidos para o alcool
70%. As pegas foram posteriormente desidratadas em séries crescentes de
alcool (70 %, 80%, 90% seguidos de mais 3 banhos de alcool absoluto) por
meia hora cada, diafanizadas em xilol (3 banhos de 20min) e incluidas em

parafina (3 banhos a 58 graus por 20 minutos cada).

Os blocos de parafina contendo os coragbes foram submetidos a
microtomia sendo obtidos cortes de 6 um de espessura para montagem das
laminas. Os tecidos aderidos as laminas foram corados pelo método HE
(hematoxilina - eosina) e submetidos a analise morfométrica para medidas das
camaras e paredes musculares em ganho de 20X. Todos os parametros foram

obtidos na regido central do coragdo (metade do comprimento longitudinal do
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0rgao), considerando que a espessura da cavidade e parede cardiacas podem
variar de acordo com a regido escolhida. As analises ocorreram de maneira

similar para atrios e ventriculos.

O diémetro dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo foi mensurado,
em ganho de 400X, em dois cortes representativos de cada amostra,
tomando-se como referéncia a medida de 100 cardiomidcitos/animal. Somente
cardiomiocitos bem definidos em secgdes longitudinais, com nucleos claros e

em posicao central nas fibras tiveram suas medidas aferidas.

As analises foram realizadas com a ajuda do programa Image J.

analise células_parede Image) =
pi | File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Oozlol—< L alalo 2@ sw g | 4| & >

x=1444, y=265, angle=-207. length=64 14

WT2C-3452 40X HE 1.tif (75%) = [ [

2048x1526 pixels; RGE; 12ME

| .
Fig. 7: Exemplo de cardiomidcito contendo ntcleo oval, claro e

central que foi utilizado nas medidas de diGmetro das células
cardiacas. GanhoX e coloragdo HE.

Para identificar areas de lesdes dos coracdes € o aparecimento de
tecido fibroso, uma parte dos cortes obtidos foi corada com tricrémico de
Gomori ou tricrdmico de Masson, a qual permite visualizagdo de fibras de
colageno (tecido corado em verde por Gomori ou em roxo por Masson). A
identificacédo de regides de lesao foi feita por imagens capturadas com ganho

de 200X e analisadas também através do programa Image J. Todas as
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imagens foram capturadas através de uma microcamera Q-color 3 (Olympus)
acoplada ao microscopio BX-41 (Olympus). As medidas foram calibradas a
partir de uma régua micrométrica fotografada com cada uma das objetivas
utilizadas nas morfometrias. Um unico examinador foi responsavel por todas

as analises.

3.5 DOSAGEM DE ANP

O ANP foi quantificado no extrato protéico do atrio direito e esquerdo de
animais do grupo controle e tratados, utilizando radioimunoensaio de duplo
anticorpo (RIE) de acordo com método descrito por Gutkowska e
colaboradores em 1987 (Gutkowska et al., 1987). Para esta analise o coracéo
foi dissecado conforme item 3.3, e as camaras atriais foram homogeneizadas
com um politron automatico (Euroturrax IKA Labortechnix) em solu¢cdo de
acido acetico (0,1N) contendo inibidores de proteases (PMSF 100mM, EDTA
100mM e pepstatina 1mM). O homogenato resultante foi centrifugado a 18000
rpm por 20 minutos a 4°C e uma aliquota do sobrenadante diluida 3000 vezes
em tampéo fosfato (NaCl 49 mM, albumina bovina 0,01mM, Triton X100 1%,
NaNO; 1,17mM, pH 7,4) foi utilizada para a dosagem. Uma curva padrao foi

empregada para determinar a concentracdo de ANP nas amostras em analise.

Para a obtenc&o da curva de calibragao, realizamos a diluicdo seriada
do ANP marcado com iodo radioativo ('**I - 156pg/ml) em tampéo fosfato.
Uma parte desta diluicdo (100 pl) foi transferida para tubos de ensaio
(identificados de B a L, Tabela 1) onde adicionamos também 100 pl do
anticorpo primario (diluigdo 1:60.000). A solugao foi incubada durante 24 horas

em geladeira comum (~4°C).

Apos este periodo adicionamos 100 pl do ANP marcado (a 10.000 cpm
- contagens por minuto) e os tubos retornaram a geladeira por mais 24 horas.
Ao terceiro dia de experimento, acrescentamos 100 ul do anticorpo secundario

(diluicdo 1:10), seguidos de 100 pl de SNC (Soro Normal de Coelho) (diluicdo
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1:30 em tampé&o fosfato) e deixamos por mais 2 horas de incubacgéo a
temperatura ambiente visando a formagdo dos imunocomplexos.
Acrescentamos a cada tubo 0,5ml de polietilenoglicol (massa molecular
15000-2000 Da) a 6,25% em agua. Apos centrifugarmos esta mistura a 3000
rpm por 20 minutos a 4°C, retiramos o sobrenadante para a contagem em
contador gama (LKB Perkin Elmer). Cada diluicdo foi lida em triplicata para

maior homogeneidade dos resultados.

Além da diluicdo seriada e dos tubos para a dosagem das amostras,
também medimos a atividade (em CPM) de: duplicatas contendo apenas o
ANP radioativo (tubo T); de um tubo branco (BK); e de duplicatas contendo
todos os reagentes descritos exceto a amostra contendo ANP (A). A tabela 1
apresenta a descricdo dos reagentes encontrados em cada um dos tubos

deste ensaio.

Tampéo C““’“! O | IANP | Anticorpo 1° Anﬁ;f‘l” SCN PEG

T . _ 100 pl ; _ _ ]
BK 200 pl - 100 pl - 100 pl 100 pl 500 pl
100 pl - 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 500 pl
B - 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 500 pl
- 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 500 pl
- 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 500 ul
L - ol 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 500 pl
— ) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 500 pl

Tabela 1: Composigdo dos tubos utilizados na dosagem de ANP por RIE. Os tubos
numerados de B a L foram usados na diluigdo seriada para a quentificagdo das
amostras.
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3.6 MENSURACAO DA EXPRESSAO DE CANAIS PARA CALCIO

A expressao de canais para calcio (tipo T e L) foi medida no ventriculo
esquerdo de cinco animais de cada grupo através da técnica de Western Blot.
Apés lavagens consecutivas do ventriculo esquerdo em TBS (Tris-base
16mM, NaCl 136mM, pH 7,6) a 4°C amostras do tecido foram
homogeneizadas com solucdo de lise (Trizima 65mM, NaCl 154mM, 0,25% de
Na-deoxicolato a 10%, MP40 1%, 1% de EDTA 100mM e 0,1% de SDS a 10%
contendo inibidores de protease (Sigma-Fast, Sigma) na concentracdo de
0,0016g/mL. O procedimento foi conduzido em banho de gelo com auxilio de

um homogeneizador tipo Potter.

AplGs o processamento, as amostras foram centrifugadas a 3.600g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado em freezer
a -80°C para posterior utilizagdo. A concentragcéo de proteinas nas amostras foi

determinada pelo método de Lowry em 1951 (Lowry et al., 1951).

Amostras do extrato protéico dos tecidos, foram diluidas com o
tampao da amostra (4X tris-HCI/SDS, pH 6.8, glicerol 3%, SDS 1%,
B-mercaptoetanol 0.6% e azul de bromofenol 1%) na proporcdo de 1:3 v/v.
Aliquotas desta solucdo contendo 50ug de proteina foram aplicadas na

eletroforese.

A eletroforese foi realizada conforme descrito por Laemmli em 1970
(Laemmli, 1970) utilizando um mini sistema de eletroforese (Bio-Rad) com

placas de 10 cm de comprimento por 8,2 cm de largura.

O gel de separacao (7%) foi preparado a partir de uma solucédo de
acrilamida-bis-acrilamida em agua (49,5% T e 3% C), contendo 0,1 % de SDS
p/v, 0,033% de persulfato de ambnio p/v, 0,033% de TEMED v/v e 1,0 M de
Tris-HCI pH 8,45.

O gel de concentracédo foi preparado a 4 % a partir da mesma solugcéao
de acrilamida-bisacrilamida, contendo as mesmas proporgbes de SDS,

TEMED e persulfato de aménio do gel de separacao.
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A eletroforese foi conduzida a uma diferenga de potencial de 90 V por
90 minutos e apds a separagdao por massa molecular as proteinas foram
transferidas para uma membrana PVDF (Milipore, USA) com poro de 0.45um
(100 V por 120 min). Ao fim deste processo a membrana foi corada com
solucéo de Ponceu (0.3%) para verificar a eficiéncia da transferéncia. Apés a
lavagem da membrana com TBS-tween (solucdo TBS adicionada de
Tween-20 0.3%) até o desaparecimento de todo corante esta foi incubada em
solucéo de bloqueio (TBS-Tween 0.1% e leite em pé Molico desnatado 2.5%)
por uma hora. O excesso de solucéo de bloqueio foi lavado com TBS-Tween
anteriormente a adi¢cdo da solugdo contendo o anticorpo primario especifico
(diluido em TBS, leite 0,2% e albumina bovina 2%) para canal T ou para canal
L (MiliPore). Apds 3 horas de reagdo com o anticorpo primario, o excesso de
anticorpo foi lavado com TBS-Tween e a membrana foi exposta a solucao
contendo o anticorpo secundario conjugado com peroxidase por duas horas
(anticorpo diluido em TBS adicionado de 1% leite) (Santa Cruz). O excesso de
anticorpo foi novamente lavado em solucao salina e a visualizagdo das bandas
protéicas de interesse foi feita através da sensibilizacdo de um filme fotogréafico
por quimioluminescéncia apos a exposicao da membrana a solugdo Luminata
Forte (Milipore). A andlise das imagens foi realizada através do programa

Imaged.

3.7 ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS
MORFOMETRICOS

Os resultados dos parametros morfométricos dos grupos controle e
tratados foram apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e

comparados através teste-T de student através do programa Excel (Microsoft).

Para estas andlises assumimos que a variancia entre os grupos €
homogénia (homocedastica) e a distribuicdo de probabilidade bicauldal. O

nivel de significancia adotado foi a=0,05.
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3.8 ANALISE PROTEOMICA

Para a andlise protedmica comparativa do ventriculo esquerdo de
animais dos grupos dos experimentais, o0 coracdo dos animais foi rapidamente
removido, e lavado com solugao salina (4X) e posterior lavagem com agua milli
Q a 4°C. O excesso de solucao de lavagem foi removido por contato com papel
de filtro. Em seguida, os atrios e tecidos adjacentes foram removidos e a
massa restante do coracdo (ventriculos) foi rapidamente mensurada. O
ventriculo esquerdo (VE) foi separado do direito, pesado e alocado em
criotubo, o qual foi imediatamente mergulhado em nitrogénio liquido e

posteriormente armazenado a -80°C até o momento da analise.

3.8.1 OBTENCAO DO EXTRATO PROTEICO DOS VENTRICULOS
ESQUERDOS

Para a extracdo das proteinas do ventriculo esquerdo de animais dos
grupos controle e tratado foi utilizada a metodologia descrita por Burniston em
2009 (Burniston, 2009), com algumas modificacbes. Aliquotas de
aproximadamente 100mg de tecido do ventriculo esquerdo de trés animais de
cada grupo foram pulverizadas utilizando-se grau e pistilo de porcelana sob
atmosfera de nitrogénio liquido. Ao pé resultante foi adicionado tampéo de lise
(8M de uréia, 2M de tiouréia, 40mM de Tris, 4% (p/v) de CHAPS 0,2% de
anfélitos e 1% (v/v) de coquetel inibidor de proteases na proporcdo de 1:12
(p/v). Posteriormente, o material foi submetido a sonicagédo (3 ciclos de 15
segundos, 15 Hz, com intervalos de 1 minuto, em banho de gelo) usando um
sonicador ultrassénico. Para remocao do material insollvel do lisado celular, o
homogenato foi centrifugado a 12.000 g por 45 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a -80°C para posterior
analise. O conteudo protéico das amostras foi determinado utilizando o kit de

dosagem de proteina 2-D Quant Kit, conforme especificacées do fabricante.
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3.8.2 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2DE)

As amostras protéicas do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos
controle e tratado foram submetidas a eletroforese bidimensional. Foram
obtidos seis géis (3 para cada grupo experimental cada um correspondendo a

um animal diferente).

3.8.3 FOCALIZACAO ISOELETRICA (PRIMEIRA DIMENSAO)

Amostras de 1000 pg de proteinas soluveis (obtidas conforme o item
3.8.1) foram diluidas em tampao de reidratacdo (Destreak) contendo 0,2% de
anfélitos, para um volume final de 350 pL. As solucdes resultantes foram
transferidas para uma bandeja de reidratacdo, e sobre estas foram colocadas
as IPG strips desidratadas (17 cm, pH 3-10 ndo linear) durante 30 minutos.
Posteriormente as IPG strips carregadas com as amostras foram alocadas
adequadamente no sistema IEFCell (Bio-Rad) a 20°C com corrente maxima de
50 mA/gel. A programacéo utilizada foi: reidratacdo ativa (50 V por 12 horas a
20°C) e focalizacao isoelétrica (12 etapa: 300 V por 3 horas; 2% etapa: aumento
gradual da voltagem, por rampa rapida, até 10.000 V em 2 horas; 3? etapa:
acumulo de 60.000 Vh; 4% etapa: 500 V por 5 horas), seguindo especificacao

do fabricante para strips de 17 cm.
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3.8.4 REDUCAO E ALQUILACAO DAS PROTEINAS
ELETROFOCALIZADAS

As proteinas eletrofocalizadas nas IPG strips foram reduzidas e
alquiladas. Esse processo foi realizado pela incubacéo sequenciada das strips
com: DTT (10 mg/mL), e posteriormente iodoacetamida (25 mg/mL), em
tampao de equilibrio (50 mM Tris- HCI pH 8,8, 6 M de uréia, 30% (v/v) glicerol,
2% (p/v) SDS e 0,002% de azul de bromofenol) por 15 minutos cada a

temperatura ambiente.

3.85 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
(SEGUNDA DIMENSAO)

A segunda dimensao foi realizada por SDS-PAGE, utilizando o sistema
Protean Il XL (Bio-Rad) e seguindo o método descrito por Laemmli (1970). As
IPG strips contendo as proteinas reduzidas e alquiladas foram transferidas
para a superficie do gel de poliacrilamida (12%), as quais foram seladas com
solucdo de agarose 0,5% preparada no tampédo de corrida (tampéo
Tris/Glicina/SDS, pH 8,8). A eletroforese foi conduzida a 16 mA/gel por 30
minutos e, em seguida, a 24 mA/gel até o término da corrida. Decorrido o
tempo da eletroforese, o gel foi retirado da placa e submetido a coloragéo pelo
método Coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250) de acordo com Neuhoff e
colaboradores em 1988 (Neuhoff et al., 1988) com algumas modificagdes.
Inicialmente o gel foi incubado trés vezes (30 minutos cada) com solucéo 2%
de acido ortofosférico em etanol 30%, em seguida lavado trés vezes (10
minutos cada) com solucdo 2% de acido ortofosférico. Posteriormente o gel foi
incubado por 30 minutos em solugdo &cido ortofosférico/sulfato de
aménio/etanol (2%:12%:18%), e em seguida corado durante 5 dias pela
adicdo de Coomassie G-250 na solucdo acima para concentracao final 0,01%
do corante. O excesso do corante foi removido do gel com solucéo de etanol
20%.
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3.8.6 AQUISICAO, PROCESSAMENTO E ANALISE DAS IMAGENS

Para obtencdo das imagens, os géis bidimensionais foram digitalizados
utilizando scanner ImageScanner Il (GE Healthcare Life Sciences) no modo
de transmissao calibrado. Foram obtidos trés géis bidimensionais para cada
um dos grupos, perfazendo um total de seis imagens. As imagens foram
analisadas pelo software Image Master 2D Platinun v 7.05 (GE Healthcare Life
Sciences). A autenticidade de cada spot foi validada por inspecédo visual e

editada quando necessario.

Apdés normalizacdo da intensidade de cada spot em % do volume total
dos spots, utilizando a equacao descrita abaixo, foram realizadas as analises
quantitativas para a identificacdo de spots com diferenca de expressao

protéica.

%Vof:ﬂxlﬂﬂ

i

Z Vol

=1

- Vol = area da base do pico do spot (a 75% do cume) x intensidade do

spot

- Volsé o volume do spot s em um gel contendo n spots
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3.8.7 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS DIFERENCIALMENTE
EXPRESSAS ENTRE OS GRUPOS

3.8.7.1 DIGESTAO DAS PROTEINAS, EXTRACAO DOS
PEPTIDEOS E ANALISE POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS

As fracGes dos géis contendo os spots de interesse, selecionados
conforme item acima, foram manualmente removidas do gel, com auxilio de
pipetas Pasteur de plastico, e descoradas por 3 lavagens de 15 minutos com
400 pL de solucéo de acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de aménio 25mM
pH 8,0, sob agitacdo. Ap6s a remogao da solucdo descorante, as fragdes dos
géis foram tratadas com 200 uL de acetonitrila, até a opacificacao do gel. Em
seguida este solvente foi removido da amostra por concentrador a vacuo
(Concentrador Plus, Eppendorf). As fracdes foram reidratadas com 10 uL de
solugéo de bicarbonato de aménio 50 mM, contendo 20 ng/uL de ftripsina
(Golden) e mantidas por 30 minutos em banho de gelo para incorporacao da
solucdo. Para manter as fragdes Umidas durante a hidrdlise triptica, 20 pL de
solugcdo de bicarbornato de aménio 50 mM foram adicionados, e a mistura foi

incubada por 14 horas a 37°C.

Em seguida, a solugé&o ndo incorporada ao gel foi recolhida e as fragdes
do gel foram submetidas a duas lavagens sucessivas com 30 uL de solugéo de
acido férmico 5% em acetonitrila 50% (30 minutos cada, sob agitacdo), para
completa remocgao dos fragmentos tripticos. As solu¢des foram agrupadas € o
volume resultante foi reduzido até aproximadamente 10 pL, por concentragéo a
vacuo. Posteriormente, as amostras obtidas foram dessalinizadas em micro
coluna Zip-Tip (resina C18; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA)
equilibrada com solugéo 0,1% de acido trifluoracético (TFA). Os fragmentos da
hidrélise enzimatica foram eluidos da resina com 6 pL de solugdo 50% de
acetonitrila, TFA contendo 0,1% de TFA (Vergote et al., 2005). Como controle
negativo e positivo para as analises, foram utilizados, respectivamente, uma
fracdo do gel destituida de spot protéico e o spot protéico correspondente a

albumina bovina (BSA) do padrdo de peso molecular. Aliquotas de 0,5 e 1,0 yL
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de cada solucao dos fragmentos tripticos dessalinizados foram aplicadas em
placa anchorship 600 (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA) e em seguida
co-cristalizadas com 0,25 uL de solugédo saturada da matriz 5 mg/mL de CHCA
em acetonitrila 70%/TFA 0,1%) a temperatura ambiente. Os espectros de
massas foram obtidos em sistema MALDI-TOF/TOF - Autoflex Il TM,
softwares FlexControlTM e FlexAnalysisTM (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA),
operando no modo positivo/refletor. A calibracdo externa do modo MS foi
realizada utilizando a mistura de peptideos Peptide Calibration Standard Il
(bradicinina m/z = 757,39; angiotensina |l m/z = 1046,54; angiotensina | m/z =
1296,68; sustancia P m/z = 1347,73; bombesina m/z = 1619,82; substrato da
renina m/z = 1758,93; ACTH (1-17) m/z = 2093,08; ACTH (18- 39) m/z =
2465,19; e somatostatina (28) m/z = 3147,47) da Bruker Daltonics, Bilerica
(EUA). Os sinais dos ions mais intensos foram selecionados como precursor
para aquisicdo do MS/MS. As andlises por espectrometria de massas foram
realizadas no Nucleo de Biomoléculas do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da UFMG.
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3.8.7.2 PESQUISA EM BANCO DE DADOS

Os espectros de massas obtidos de cada spot protéico (MS e MS/MS)
foram combinados pelo software BioTools (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA) e
posteriormente investigados nos bancos de dados do Centro Nacional de
Informacdes Biotecnoldgicas ndo redundante (NCBInr), por meio do software
MASCOT® (www.matrixscience.com). Os parametros de busca utilizados no
MASCOT® foram: Mus como taxonomia; peptideos tripticos com auséncia de
um unico fragmento; auséncia de restricdes no peso molecular da proteina;
oxidacdo da metionina e carbamidometilacdo da cisteina como modificacoes
variavel e fixa, respectivamente; valores de massa monoisotépica; carga do
peptideo 1*; e tolerancia de 0,8 Da na massa do MS e do MS/MS. Score global
do MASCOT ® correspondente a significancia estatistica de a<0,05 foi
utilizado para validagdo da identificacdo das proteinas, quando estas
apresentavam homologia com Mus musculus. A categorizagdo funcional das
proteinas identificadas foi realizada por meio das anotacées dos processos
bioldégicos e fungbes moleculares obtidas nos bancos de dados do “Gene
Ontology” (GO) e PANTHER (Thomas et al., 2003) para Mus musculus.

3.9 ANALISE ESTATISTICA DOS EXPERIMENTOS DE
PROTEOMICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). A andlise de fatores para determinagdo dos grupos foi realizada com
auxilio do software Image Master 2D Platinun v 7.05, utilizando os seis géis
como fatores. Os valores de volume normalizado dos spots dos grupos
controle e tratado foram analisados por meio de teste t ndo pareado. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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4.0 RESULTADOS

4.1 INDUCAO DA HIPERTROFIA CARDIACA

4.1.1 PARAMETROS MORFOMETRICOS

(tratamento com isoproterenol) foi efetivo em induzir a hipertrofia,
realizamos afericbes de estruturas que poderiam ser influenciadas pelo
tratamento. Foram medidas a massa do coragdo, massa do ventriculo

esquerdo e a massa total dos atrios, nos dois grupos de animais (tratado

Para determinarmos se 0 protocolo experimental proposto

e controle). Os dados foram sintetizados na figura 8.
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Fig. 8: Valores absolutos obtidos para (a)

massa do coragdo; (b)

ventriculo esquerdo; e (c) dos dtrios de animais do grupo controle (verde)
e tratado (vermelho). MCr = massa do coragdo(g); MVe = massa do
ventriculo esquerdo(g); MAts = massa dos dtrios(g). *p<0,05; **p<0,005




51

Posteriormente, buscamos por correlagdes que nos permitissem
comparar amplamente os individuos de cada grupo de forma a entender
os parametros que sao influenciados pela perturbagdo provocada no
sistema. Para alcangarmos este objetivo, inicialmente correlacionamos
0s parametros de interesse com aqueles que sabidamente ndo sao
influenciadas pelo tratamento. As aferi¢cdes utilizadas nesta analise foram
ralizadas durante os sete dias de tratamento e também apds o sacrificio.
As estruturas de nosso interesse consistiram na massa do coragao,
massa do ventriculo esquerdo € a massa total dos atrios; enquanto as
estruturas utilizadas como padrdes foram massa corpdrea e tamamnho
da tibia. A massa corpérea, como demonstrado pela figura 9 nado foi

significativamente alterada pelo tratamento.
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Fig. 9: Variagdo da massa corporal dos animais ao longo do
tratamento com isoproterenol (vermelho) e solugcdo salina
(verde). Ndo houveram diferengas significativas entre os dois
grupos (n=30).
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A partir da comparacao entre as estruturas de interesse e as
estruturas invariaveis obtivemos as seguintes correlagbes que nos

permitiram analisar o crescimento cardiaco relativo como demonstrado

na figura 10:
Relagdao Massa Coragao Relagdo Massa Coracéao
versus Massa Corporal versus Tamanho da Tibia

0.010 7 g Controles
@ Tratados 0.014 1 B Controles

* %k % [ Tratados
*& % %k

0.010
0.006 -

0.006

0.002
0.002 4

n=23

Fig. 10: Correlagdes obtidas para os grupos controle e tratado da massa do
coragdo vs massa corporal (a) e da massa do coragdo vs tamanho da tibia (b)

Além destes parametros, também verificamos o crescimento do
ventriculo esquerdo a partir da correlagéo desta estrutura com a massa

corporal, massa do coragé@o e com o tamanho da tibia (Fig. 11).
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Relagdao Massa Ventriculo Esquerdo
versus Massa Corporal
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Relagao Massa Ventriculo Esquerdo Relagao Massa ventriculo Esquerdo
versus Massa Coragdo versus Tamanho Tibia
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Fig. 11: Relagdo morfométrica entre a massa do ventriculo esquerdo e (a)
massa do corporal; (b) massa do coragdo; e (c) tamanho da tibia. Os dados
mostram que o aumento em massa do cora¢do ndo é percebido quando
comparado com a massa total do coragdo. *p<0,05

Visto que as células que compdem os atrios sdo responsaveis
pela produgdo e armazenamento da maior parte do ANP (a Fig. 12
apresenta o resultado da dosagem de ANP nos atrios, onde houve um
aumento significativo na producdo de ANP nos animais tratados com
isoproterenol, corroborando com a literatura existente) e BNP durante os

processos hipertroficos patolégicos, nos questionamos também se estas
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estruturas passariam por um remodelamento morfolégico. Os dados

foram sintetizados na tabela 2 a seguir:
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Fig. 12: Dosagem do ANP presente nos dtrios de animais do grupo

controle e tratado por RIE. ***p<0,00001

0,00146 +- 0,0088
0,0005 +- 0,0018
0,0986 +- 0,0243
0,0008 +- 0,0021

0,0180 +- 0,078

0,0006 +- 0,0015
0,1053 +- 0,0192
0,0010 +- 0,0019

Tabela 2: Correlagbes obtivas a partir das massas dos dtrios quando
comparadas as massas corporeas, do coragdo e ao tamanho da tibia. MA =
massa dos dtrios(g); MCp = massa corporea (g); MCr = massa do coragdo

(g); TTb = tamanho da tibia (mm).

Diversos autores argumentam que a hipertrofia cardiaca € dada

unicamente pela proliferagdo do tecido fibroso intersticial e pelo

crescimento em largura e didmetro das células, uma vez que as células

cardiacas, extremamente ativas, ndo poderiam se multiplicar. Entretanto,

ao realizarmos uma busca mais cuidadosa da literatura, encontramos
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autores que defendem que a hipertrofia cardiaca patolégica é também
uma consequéncia do aumento em numero do miécitos cardiacos. Para
verificar estas divergéncias, realizamos a mensuracdo do didmetro das
células em cada grupo (Fig. 13) e também a contagem manual das

células cardiacas (Figura 14):
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Fig. 13: Diametro aferido das células cardiacas em
animais do grupo controle (verde) e em animais do
grupo tratado (vermelho). ****p<0,00001
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Fig. 14: Contagem dos miocitos cardiacos nos grupos
controle e tratado em um total de 40 micrografias para
cada grupo (ganho 400X). *p<0,05
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4.2 PARAMETROS HISTOMORFOMETRICOS

Diversos parametros foram avaliados a partir das laminas
histélogicas dos tecidos de animais que integraram ambos 0S grupos
deste estudo. Inicialmente, a observacao do tecido cardiaco dos animais
do grupo tratado poderia indicar que houve crescimento longitudinal
deste 6rgao (Fig. 15). Entretando, uma avaliacdo mais detalhada mostra
que este parametro nao diferiu significativamente dos animais do grupo

controle (Tabela 3).

-

Fig. 15: Micrografia representativa do tecido cardiaco de um animal controle (a) e
de um animal tratado (b). Ganho 20X e colora¢cdo HE. A barra horizontal
corresponde a 650 Um.
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385 +- 2.47 575 +- 2,24*
429 +- 1,81 416 +- 1,1

236 +- 2,08 238 +- 2,02
1710 +- 2,86 1902 +- 2,44

Tabela 3: Andlise do tamando do coragdo (TC); da espessura do ventriculo
esquerdo (VE); do diametro do ventriculo esquerdo (DVE); e do didmetro dos
datrios (DA) a partir das micrografias dos coragbes de individuos de ambos os
grupos (tratado e controle). *p<0,05

Outro parametro morfométrico de grande importdncia para a
constatacdo do processo hipertréfico patoldgico, a substituicdo do tecido
cardiaco por tecido fibroso, também foi verificado por nés através do
estudo das laminas histolégicas em coloracao Tricrdmico de Gomori. A
figura 16 apresenta uma lamina representativa de cada grupo sendo que
somente podemos visualizar regibes mais claras relativas ao tecido

fibroso intersticial nos animais tratados com isoproterenol.

Fig. 16: Micrografias do tecido cardiaco de animais do grupo controle (a) e
tratados com isoproterenol (b). As setas vermelhas indicam a presenca de tecido
fibroso entre as células musculares cardiacas. Ganho 200X e coloragdo com
tricrébmico de Gomori.
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Além da fibrose no tecido cardiaco, também observamos que
nos animais submetidos ao tratamento com isoproterenol células do
sistema circulatério encontravam-se fora dos vasos sanguineos
permeando as fibras contrateis do coracéo (Fig. 17). Essa evidéncia nos
instigou a investigar se as células sanguineas encontradas fariam parte
de um infiltrado inflamatério no tecido destes animais. Entretanto, até o
presente momento n&o obtivemos os resultados definitivos para provar

nossa hipotese.

Fig. 17: Células sanguineas (indicado pelas setas vermelhas) encontradas fora
dos vasos e entre as fibras musculares cardiacas. Ganho 400X e coloragdo HE.

4.3 DETERMINACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DAS
PROTEINAS DOS CANAIS PARA CALCIO DO TIPO T E L POR
WESTERN BLOT

Para averiguar nossa hipétese de que os canais para célcio
dependentes de voltagem sdo essenciais no processo hipertréfico
patologico, também realizamos experimentos de Western Blot de forma a
comparar os niveis protéicos deste canal existentes no tecido cardiacdo
dos animais de cada grupo. Nossos resultados demonstram que nao
houveram diferengas significativas (Fig. 18). Nosso grupo deu inicio a

outros experimentos para investigar se 0 numero de moléculas de mRNA
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(RNA mensageiro) teria sido afetada pelo tratamento, entetando os

resultados ainda ndo haviam sido analisados até a presente data.
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Fig. 18: Expressdo protéica de canais para cdlcio do tipo T e L em animais
controle (verde) e tratados com isoproterenol (vermelho). n=5

4.4 ANALISE PROTEOMICA

4.4.1 ANALISE COMPARATIVA DOS GEIS BIDIMENSIONAIS
DOS EXTRATOS PROTEICOS DO VENTRICULO ESQUERDO

Foram produzimos 6 géis bidimensionais para a analise
protedbmica comparativa do VE dos grupos analisados (Figura 19),
sendo correspondente ao extrato obtido de trés animais de cada grupo.
Aliquotas de 1000 ug foram eletrofocalizadas e posteriormente resolvidas
em gel SDS-PAGE 12%. A andlise das imagens dos géis pelo software
Image Master 2D Platinun v 7.05, detectou aproximadamente 743 spots

protéicos por gel no grupo controle e 512 spots no grupo tratado.



LT,

Fig. 19: Perfil protéico de amostras de ventriculos esquerdos dos animas dos grupos controle e tratado. Aliquotas de 1000
ug de proteinas foram focalizadas em “IPG strip” pl 3-10 ndo linear (NL) de 17cm. As proteinas foram separadas na
segunda dimensdo utilizando-se SDS-PAGE 12%. Aesquerda dos géis encontram-se os valores que representam a massa
molecular de proteinasutilizadas como padrao. ([Jl]) Imagens de referéncia.
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A reprodutibilidade dos géis em relagdo ao numero total, posi¢ao
relativa e intensidade dos spots protéicos, dentro de cada grupo foi
avalida pela analise de correlagdo em teste de regresséo linear. Os
resultados desta andlise (Tabela 4) mostram que os géis obtidos

apresentam uma alta reprodutibilidade dentro de cada grupo.

T6eT7 1,09*x-0,0741 0,983 261
T6eT11 1,14*x-0,0412 0,891 355
CleC2 0,863*x+0,0118 0,937 603
CleC3 0,927*x+0,0186 0,938 592

Tabela 4: Andlise de reprodutibilidade dos géis (intragrupo). Cada gel foi
relacionado com a imagem de referéncia do respectivo grupo. T6, T7 e T11 =
animais do grupo tratado; C1, C2 e C3 = animais do grupo controle.

A analise de fatores (Figura 20) foi utilizada como ferramenta
para a delimitagdo dos grupos a partir das imagens obtidas dos géis.
Nesta figura, os géis sdo representados pelos vetores em azul e os
matchs sao representados pelas cruzes vermelhas. A proximidade entre
os vetores indica que estes, provavelmente, pertencem ao mesmo grupo
ou populacdo. A distancia entre vetores e, principalmente, seu
posicionamento em quadrantes distintos, indica maior probabilidade de
diferenca entre esses vetores (géis). Como mostra a figura 20, as linhas
representativas dos géis das amostras dos grupos controle e tratado
agrupam-se em quadrantes diferentes, 0 que demonstra que ha maior

probabilidade de diferenca no perfil protéico destas amostras.



62

Té &

Axa?

Fig. 20: Grdfico de andlise de fatores onde hd a projecdo dos géis
analisados para o delineamento dos grupos experimentais.

Apés as andlises pelo software, autentificagdo por
inspecao visual, e normalizagdo dos volumes dos spots, foi realizada a
andlise quantitativa comparativa. Obtivemos 131 spots que
apresentaram diferenca de volume significativa entre os grupos. Dentre
eles, 24 estavam mais expressos € 15 menos expressos no grupo tratado
quando comparados aos spots do grupo controle, 87 estavam presentes
apenas no grupo controle e 5 apenas no grupo tratado. Dentre esses
spots, 113 foram retirados dos géis e preparados para a identificacdo

protéica.

4.4.2 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

Dentre os 113 spots com diferenca de expressdo que foram
obtidos dos géis, 25 foram identificados (22,12%) utilizando os espectros

de massas MS e MS/MS. A figura 21 mostra um esquema
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representativo das andlises para identificagdo de um spot protéico de

interesse.

Sobreposicdo da imagem
Spot protéico de interesse tridimensional feito pelo software
Image Master 2D Platinum v7.05

Andlise das imagens
digitalizadas

1374.5661

1071.3700

m/z: 1071.3700
R.QDEHGFISR.E + GIn->pyro-Glu (N-term Q)

m/z: 1374.5661
R.RPFFPFHSPSR.L

Fig. 21: Figura esquemdtica mostrando o processo de andlise de um spot
protéico (a-B cristalina) entre dois grupos distintos. Imagem gentilmente
cedida por Ms. Leonardo Perin do grupo de pesquisa da Prof. Suely Gomes de
Figueiredo (UFES)



64

A tabela 5 mostra as proteinas identificadas. A classificagao
funcional das proteinas identificadas foi feita a partir das anotagdes de
dois bancos de dados: GENE Ontology (http://www.geneontology.org/) e
PANTHER (http://www.pantherdb.org/). As proteinas identificadas
(Tabela 6) pertencem a varias classes funcionais, incluindo metabolismo
(carboidratos, lipideos e fosforilagdo oxidativa), resposta ao estresse,
contracdo muscular e estruturais. A tabela 6 também mostra os dados
da analise estatistica e da alteracdo do volume normalizado dos spots
protéicos que apresentaram diferenca significativa entre os grupos
controle e tratado, além da localizagao celular, fungdo molecular e os

processos bioldgicos relacionados as proteinas identificadas.
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Tabela 5: Identidade dos spots protéicos diferentemente expressos entre os grupos controle e tratado por MS e MS/MS. Homologia com a

taxonomia Mus musculus e significdncia estatistica (p<0,05) na homologia e identidade da proteina.
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Tabela 6: Dados da proteinas diferencialmente expressas entre os grupos. (a) Média * erro padrdo da média do volume normalizado de cada spot nos géis
obtidos. Razdo entre a média do volume normalizado dos spots com expressdo protéica aumentada pela média do volumenormalizado dos spots com
expressdo protéica reduzida. (verde) indica maior expressdo, enquanto (vermelo) indica menor expressdo dos spots do grupo tratado em relagdo ao contole.
(c) Foram utilizadas as anotagbes dosbancos de dados do Gene Ontology e PANTHER para a defini¢do dos processos bioldgicos, das fungdes moleculares e
das localizagdes celulares.
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1.0 INDUCAO DA HIPERTROFIA CARDIACA

Este trabalho foi conduzido de forma a caracterizar alteragdes
morfolégicas e bioquimicas da hipertrofia miocardica e gerar
conhecimentos sobre sobre este processo que podera conduzir a um
melhor entendimento desta sindrome. Para alcancarmos este objetivo
usamos o0 modelo animal de hipertrofia cardiaca induzida por

isoproterenol.

Os animais submetidos ao tratamento com isoproterenol
apresentaram um claro crescimento em massa do coragédo, o que pdde
ser comprovado diretamente através da mensuracdo do coragdo e
comparagao entre os grupos, mas também através das correlagdes
propostas (Fig. 8, 10 e 11). A dltima correlacdo, entretanto, s6 foi
igualmente significante e fidedigna ao crescimento do érgdo porque a
massa corporal dos animais tratados com isoproterenol néo foi alterada
ao longo do tratamento. Apesar de nosso modelo ser baseado em um
agonista beta-adrenérgico, ativador metabdlico e portanto capaz de
estimular o consumo de reservas energéticas, a dose ministrada e o
tempo de tratamento ndo foram suficientes para provocar alteracées na
massa corporal destes animais. Podemos entender também, que durante
0 periodo de tratamento, houve um remodelamento metabdlico
compensatério nos animais tratados que permitiu a manutencdo da

massa corporea.

A partir da observacao dos ventriculos esquerdos dos animais
do grupo tratado verificamos que estas camaras passaram por um
remodelamento hipertréfico patolégico, comprovado por correlacoes
entre a massa do ventriculo vs massa corporal; massa dos ventriculos vs
tamanho da tibia e por laminas histologicas onde pode-se observar
claramente que fibras cardiacas foram substituidas por tecido fibroso,

especialmente na parte interna (voltada para o limem da camara) (Fig.
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7

16). Uma vez que o ventriculo esquerdo é responsavel pelo
bombeamento de sangue através da artéria aorta, vaso calibroso e
elastico que oferece, porém, maior resisténcia ao fluxo de sangue que as
veias, estas cdmaras devem desenvolver maior forca e suportar maiores
pressdes para bombear o sangue eficientemente através do corpo.
Acreditamos que a administragdo de isoproterenol, estimulador do
metabolismo e da frequéncia respiratéria e cardiaca, danifigue em maior
propor¢do as paredes internas da cavidade ventricular esquerda por
estas camadas de células estarem sujeitas também aos danos fisicos
provocadoss pela exposicdo direta ao fluxo aumentado de
sangue/aumento da pressdo sanguinea que pode agir de forma a
acelerar os danos celulares assim como a substituicdo tecidual (fibrose).
A correlagdo entre a massa do ventriculo esquerdo vs a massa do
coragao nao foi eficiente para demonstrar o crescimento do 6rgdo uma
vez que o cor¢dao como um todo apresentou um significativo aumento de
massa. Dessa forma, ao relacionarmos estes pardmetros vemos que o

crescimento do ventriculo € mascarado pelo crescimento do érgao.

Uma das principais caracteristicas do processo hipertréfico
patolégico € o remodelamento molecular que o acompanha(Chien et al.,
1997; Swynghedauw, 1999). Diversos processos como a expressao
génica, a atividade de enzimas, o grau de fosforilagdo de proteinas e a
sinalizacao intracelular sdo alterados de forma a permitir que a hipertrofia
cardiaca ocorra (Marx et al., 2000). Além de ajudar a caracterizar e a
entender melhor o processo, estes estudos tentam encontrar moléculas
que possam servir como marcadores moelculares para o diagnéstico da
doengca (Diez and Arrazola, 1991; Drouin et al., 1988). Diversas
moléculas ja foram sugeridas como marcadores da hipertrofia cardiaca,
entretanto, considerando todos os modelos conhecidos atualmente
poucos sao realmente fidedignos. Um desses marcadores, conhecido e
utilizado mundialmente, € o nivel de expressao de ANP nos atrios (Bloch
et al., 1986; de Bold, 1985; Kotby et al., 2013). Nosso trabalho, esta de
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acordo com a literatura de que o modelo de hipertrofia cardiaca induzida
pelo isoproterenol induz ao aumento da expressao de ANP nos atrios e
desta forma este marcador nos ajuda a comprovar também que nosso

modelo foi eficaz na indugéo da hipertrofia cardiaca.

Algumas estruturas corporais podem sofrer um remodelamento
morfoldgico e bioquimico quando expostas a um estesse biomecéanico ,
como reducdo da camada de células que a compdem a parede vascular,
aumento ou reducdo na sintese de algumas proteinas, diferenciacao de
células, hipertrofia do 6rgao ou celular e apoptose (Bahr, 1957; Xu,
2000). Nosso estudo mostra que, apesar de aumentar significativamente
a sintese de ANP nos atrios, 0 modelo de inducao de hipertrofia cardiaca
ministrado por nés ndo tem efeito sobre a morfologia de nenhuma das
camaras atriais. Descartamos a possibilidade de diferencas na coleta de
tecido atrial bem como da insuficiéncia de nossos equipamentos para a
mensuragdo da massa destas cavidades uma vez que a coleta de
material foi feita por apenas um experimentador, especialista em biologia
cardiaca e dispondo de todo aparato necessario para excisdo precisa
dos atrios, além de contarmos com material eficiente, calibrado e de
precisao constatadas anteriormente aos experimentos. Este dado pode
indicar que apesar de aumentar a producdao de ANP pelos midcitos
atriais, a hipertrofia induzida ndo altera significativamente a sintese de
outras proteinas, e os niveis de producdo de ANP ndo séo significantes

quando comparados com a producao protéica total desta célula.

Um tema polémico, é o entendimento de se células componentes
de 6rgaos extremamentes ativos como o cérebro e o coracdo seriam
capazes de realizar mitose (Zang, SC, 2001.). A explicacao para este
fenbmeno seria que devido a alta atividade metabdlica do érgéo e da
importancia desmedida de cada célula em particular para o processo
como um todo seria improvavel que estas células entrassem em
processo de divisdo. Este raciocineo é considerado por muitos como

valido e extremamente légico. Entretanto, contrariando os preceitos
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acima dispostos, foi publicado no ano 1999 que células encontradas no
cérebro teriam a capacidade de se multiplicar (Altman, 1962; Seifried,
1931; Wuestefeld et al., 2012). Em seu estudo, eles mostraram que
células da glia e neurbnios encontrados no lobo temporal teriam a
capacidade de se reproduzir e que a neurogénese estaria envolvida em
varias condigcdes patoldgicas e fisioldgicas. Em nosso trabalho, decidimos
por caracterizar fielmente o processo hipertréfico que haviamos induzido
e portanto, realizamos a contagem das células cardiacas presentes em
diversas laminas de cada grupo bem como mensuramos seu diametro.
Surpreendentemente, nosso resultado mostrou que além do aumento no
didmetro celular, estavamos diante também de um aumento no ndmero
de células. Nas diversas laminas que analisamos, esta claro que ha uma
maior densidade de fibras contrateis nos animais tratados se
comparados com o0s animais controle. Esta informagédo corrobora com a
contagem de células, que seguiu um rigoroso método e amplamente
utilizado por especialistas da area de morfologia. Ainda ndo temos
explicagdo de qual seria a origem destas novas células, mas podemos
especular que além da diferenciacéo de células tronco e células nervosas
encontradas no tecido cardiaco, esse aumento no ndmero de células
também poderia ser uma resposta de cardiomiocitos que passaram por
um processo de desdiferenciacdo, divisdo e novamente diferenciacéao.
Estamos certos que estudos mais aprofundados visando o entendimento

deste processo sao necessarios.

O estudo de nossas micrografias mostrou que apesar do
aparente aumento em tamanho (longitudinal) do coragéo, a diferenca
entre os dois grupos nao foi significativa. Enganos desse tipo sdo comuns
no meio cientifico e reforcam de forma veemente a importdncia da

realizacdo de testes estatisticos acurados.

Ja as paredes do ventriculo esquerdo, como esperado devido a
sobrecarda hemodinamica a que foram submetidas, apresentaram um

claro aumento em espessura. Nao houve, entretanto, alteracdo relativa
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ao diametro desta cavidade. Este fato é interessante e nos ajuda a
caracterizar esse processo como hipertrofia cardiaca do tipo excéntrica,
em acordo com a literatura para estimulos induzidos por agonista
beta-adrenérgico (Bristow, 2003; Port and Bristow, 2001, 2001). Nao nos
preocupamos em estudar ainda os disturbios provocados pelo tratamento
com isoproterenol na cavidade ventricular direita. Escolhemos essa
abordagem excludente do ventriculo direito em primeiro lugar porque a
literatura relata amplamente que as alteragbes mais significativas
acontecem no ventriculo esquerdo e também porque a completa
separacao do ventriculo direito, uma fina camada de tecido muscular que
se mistura com o ventriculo esquerdo, poderia facilmente ser
questionada. E possivel que existam alteracdes referentes a esta
estrutura e ndo descartamos sua importancia, apenas mantemos o foco

deste trabalho na cavidade ventricular esquerda.

Uma caracteristica marcante que chamou nossa atengéo foi a
presenca em praticamente todas as laminas dos animais tratados com
isoproterenol de células do sistema sanguineo entre as fibras musculares
cardiacas e fora dos vasos. A principio acreditamos que a presenca
destas células teria a funcdo de limpar o coracao dos debris de células
mortas para a posterior proliferagcdo do tecido fibrético (tecido de
preenchimento). Entrentando, mais experimentos sdo necessarios para
garantir que as células que visualizamos ndo representam apenas uma
contaminagdo com resquicios de sangue que ficaram dentro dos vasos

mais internos do coragao.

Para que uma célula sobreviva, diversas moléculas e estruturas
sdo importantes (aminoacidos, DNA, proteinas, sais e etc) mas para
controlar a atividade de todas estas moléculas e transmitir informacao de
maneira rapida e eficiente do ambiente ao interior da célula (ou entre
células) macro-moléculas conhecidas como canais i6nicos sao
essenciais. Essas proteinas que formam poros na parede das células e

controlam a passagem de ions especificos para dentro ou fora da célula
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sofreram poucas modificagbes desde 0s seres mais simples como o
paramécio, até os seres humanos (Hille, 2001). Por tais estruturas terem
se mantido conservados durante tanto tempo e em organismos
diferentes, é possivel especular a importancia da atividade correta e
precisa destes canais. Apds encontrarmos diversos artigos indicando que
canais para célcio voltagem-dependentes do tipo T estariam envolvidos
no processo hipertréfico patolégico, direcionamos nosso estudo de
maneira a entender o papel destes canais na hipertrofia cardiaca.
Diversos autores estudaram em animais knockout para os canais para
célcio voltagem-dependentes do tipo T e para o tipo L como seria o
desenvolvimento hipertréfico em cada um desses animais. De maneira
simplificada, nossos estudos nos fizeram interpretar, como essencial a
presenca dos canais para calcio dependentes de voltagem do tipo T

para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patologica.

A idéia de que os canais Cav3.2 seriam cruciais no processo
hipertréfico reside no fato de que animais knockouts para estes canais
ndo desenvolverem hipertrofia cardiaca apesar dos diferentes estimulos
aplicados (Dirkx et al., 2013; Kuwahara, 2013). O mesmo ndo acontece
em animais knockouts para o canal para calcio dependente de voltagem
do tipo L ou outras isoformas. Assim, fomos levados a imaginar que uma
possivel resposta para os efeitos danosos da hipertrofia cardiaca
induzida por isoproterenol e talvez um ponto essencial para o controle
desse processo residiria na reativacdo do programa génico fetal em
especial a re-expressao dos canais para calcio dependentes de voltagem
do tipo T, em animais adultos. Nossa primeira abordagem para verificar
se esses canais estavam mais expressos no tecido cardiaco dos animais
do grupo tratado foi através da técnica de western blot. Entretanto,
nossos resultados indicam que ndo ha diferenga significativa entre esses
grupos experimentais. Uma possibilidade levantada por nosso grupo para
explicar esse resultado seria que o normalizador escolhido para estes

experimentos, o NADH, poderia mascarar as reais alteracbes na
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expressao desses canais uma vez que esta molécula pode ser alterada
durante processos que interfiram no metabolismo energético e de
radicais livres da célula. Infelizmente ndo foi possivel repetir os
experimentos de western blot a tempo de anexar seus resultados a esta
dissertacdo, mas além de repetir esta técnica, iniciamos novos
experimentos como o RT-PCR para avaliar os niveis de mRNA para os
canais para calcio dependentes voltagem de forma a entender melhor as

interferéncias intracelulares provocadas pela exposicao ao isoproterenol.

2.0 ANALISE PROTEOMICA

A analise protedmica tem sido fundamental para o entendimento
de diversos processos patologicos. Este ramo da pesquisa cientifica lida
com a analise da expresséo génica e avalia interferéncias ambientais na
composigao protéica da célula. Pode-se dizer entdo que o proteoma

representa o status funcional de um compartimento biol6gico.

Diversos pesquisadores tém utilizadado a andlise protedmica
como forma de compreender melhor os processos intracelulares,
identificando proteinas diferencialmente expressas entre animais
saudaveis e acometidos por uma determinada patologia, definindo
potenciais marcadores moleculares, bem como determinando alvos para
um possivel tratamento (Rohini et al., 2010). Em nosso estudo, utilizamos
a abordagem protebmica para identificar as proteinas diferencialmente
expressas entre o tecido cardiaco de animais saudaveis e o de animais
que foram submetidos ao tratamento com isoproterenol. Quando
iniciamos nossos estudos em 2012, ndo existia na literatura nenhum
grupo que estudasse o processo hipertrofico patolégico do coragao
utilizando técnicas de protedmica, entretanto, em Marco deste ano foi
publicado no Journal of Translational Medicine um trabalho discutindo a
hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol em ratos através de uma

visdo protedmica (Chowdhury et al., 2013). Adicionamos esse trabalho a
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lista dos que serao utilizados por nds para ajudar a entender e discutir

nossos resultados.

Como descrito anteriormente, dentre os 131 spots apontados
como diferencialmente expressos entre os grupos controle e tratado, 113
foram retirados de cada gél. Diversos artefatos de técnica como spots
muito préximos um do outro ou sua auséncia em algum dos géis
analisados séo responsaveis pela diferenca, em nimero de spots, entre 0
grupo de spots que foram excisados e aqueles diferencialmente

EXpressos.

A partir dos 113 spots obtidos apenas 25 foram identificados.
Atribuimos a nossa baixa taxa de identificacédo (22,12%) ao fato de que
varios dos spots recolhidos eram proteinas de baixa expressao, sendo
representadas por pequenos pontos localizados na parte superior (maior
massa molecular) do gel. A pequena concentracao de proteina “spotada”
de cada gel pode ter sido responsavel pela baixa intensidade dos picos
obtidos para tais proteinas no espectdometro de massa, o que inviabilizou
a identificacdo das mesmas. Apesar de termos sido alertados pelo grupo
da Dra. Suely Figueiredo (que gentilmente nos orientou em todos os
experimentos de protebmica) de que estes spots dificiimente seriam
identificados, resolvemos adiciona-los as nossas amostras por
acreditarmos que algumas proteinas de grande interesse nosso, como
canais para calcio dependentes de voltagem, estariam localizados
naquela regidao baseado em seu ponto isoelétrico (Pl) e massa molecular
(MM).

Nossos dados revelaram que o tratamento com isoproterenol
tem efeito modulador sobre as proteinas envolvidas na organizagao
estrutural e na contragdo do musculo cardiaco, efeito este ja esperado
uma vez que o processo hipertréfico € a resposta celular a um estimulo
que induz ao aumento em numero e forga da maquinaria contratil (Wang
et al., 2012).Entre essas proteinas esta a desmina, que teve seus niveis

protéicos aumentados nos animais tratados. Apesar de sua fungdo nao
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ter sido totalmente elucidada em cardiomiécitos, essa proteina
desempenha fungdes mecanicas, estruturais e regulatérias sendo,
portanto, essencial para a manutencdo da arquitetura do musculo . O
acumulo anormal de desmina no musculo cardiaco, porém, pode
perturbar a fungdo das miofibrilas, levando a tensdo incomum do
sarcolema e a uma distribuicao atipica das organelas celulares (Bhuiyan
et al., 2013; Brodehl et al., 2013). Esse fenbmeno poderia explicar os
relatos de outros grupos de pesquisa sobre a disfungdo e faléncia

cardiacas de animais submetidos ao tratamento com isoproterenol.

A proteina estrutural alpha-cristalina é conhecida por ser uma
proteina de choque térmico atuando, portanto, em resposta ao estresse
celular. Além disso, sabe-se que a alpha-cristalina tem funcao protetora
em cardiomiécitos por manter a elasticidade sarcomérica, a integridade
mitocondrial e a homeostase redox por se ligar a diferentes moléculas
(Mitra et al., 2013; Rosellé-Lleti et al., 2012). Apos ser fosforilada na serina
59, por exemplo, a alpha-cristalina é translocada para a mitocondria onde
exerce seu efeito anti-apoptotico por se ligar ao canal VDAC1 e inibir a
liberacéao de citocromo C no citossol. De acordo com o grupo de Rosello,
entretanto, a alpha-cristalina apresentaria essa funcao apenas durante o
infarto do miocardio, sendo que 0 mesmo ndo aconteceria durante o
processo hipertréfico patoldgico. Além disso, o grupo apresenta dados
que indicam que a atividade apoptética durante o processo hipertréfico é
uma funcdo mitocondrial sendo que no infarto é um fungéao do reticulo
endoplasmatico. E possivel, portanto, que nossos animais tratados com
isoproterenol apresentaram uma menor concentragao de alpha-cristalina
justamente por essa molécula ndo apresentar uma fungéo protetora neste
modelo de dano cardiaco (hipertrofia) e, portanto, estar menos expressa

neste tecido.

Uma das propriedades mais importantes do miocéardio de
mamiferos é a capacidade de se adaptar ao aumento da atividade

hemodinamica, sendo que diante de estimulos crénicos como o da
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hipertrofia ha alteracées na expressao de genes estruturais incluindo a
expressao de isoformas de trés familias multigénicas de proteinas
localizadas no filamento grosso do sarcomero assim como das miosinas
de cadeia leve e pesada e da actina (Bishopric et al., 1987,
Eppenberger-Eberhardt et al., 1990; Schwartz et al., 1986). No caso da
actina, existem duas formas sarcoméricas distintas, a cardiaca e a
esqueletal sendo ambas similares e de dificil distingdo ao nivel de
proteina. Esse fato poderia explicar o motivo de nossos dados nao
distinguirem entre as duas isoformas. Diversos estudos tém demonstrado
que durante a hipertrofia cardiaca ocorre a re-expressao de genes da
maquinaria contratil que sdo normalmente encontrados nos primeiros
estagios de vida (embrionario) (Dirkx et al., 2013). Em animais de
pequeno porte, a isoforma cardiaca se acumula no coracdo de animais
adultos enquanto que em mamiferos de grande porte a isoforma
esqueletal predomina. Existem estudos, entretando, que demostram que
uma semana apds a constricgdo da aorta, os niveis de mRNA para a
actina esqueletal em animais de pequeno porte representam 4-5% do
total dos transcritos do musculo cardiaco para actina do tipo estriada
(Bishopric et al., 1987). Em nosso modelo, os animais tratados com
isoproterenol apresentaram maior expressao de alpha-actina, como o
esperado para compensar as demandas de forca e contracao do coragcao

sob estimulo beta-adrenérgico.

A troponina C, que atua como sensor de calcio durante a
contragcdo muscular € também um importante agente tamponante dos
niveis de célcio intracelular e atua na manutencéo da homeostase deste
ion no interior do miécito cardiaco (Parvatiyar et al., 2012; Pinto et al.,
2011). Mutacbes no gene para esta molécula sdo responsaveis por
causar a cardiomiopatia dilatada que se manifesta como: reducdo na
contratilidade do ventriculo esquerdo, diminuicdo da espessura da
parede ventricular e consequente reducdo na fragcdo de ejecdo do

coracao . Além disso, animais knockouts para troponina C apresentam
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fenotipo consistente com o da cardiomiopatia dilatada (Pinto et al., 2011).
O estudo morfométrico dos coracbées de nossos animais tratados com
isoproterenol demonstrou que o processo hipertrofico induzido por este
agente é do tipo concéntrica e portanto, difere significativamente da
cardiomiopatia dilatada na qual ha uma importante participacdo da
troponina C. Entetanto, em ambos processos a troponina C apresenta
papel importante visto que em nossos animais tratados houve um
aumento nos niveis de troponina C. Sabe-se ainda, que a estimulagdo
beta-adrenérgica (isoproterenol) ativa a PKA nos miécitos cardiacos e
que a fosforilagdo consequente de seus alvos leva a uma diminuigdo na
sensibilidade ao calcio (Marx et al., 2000; Yang et al., 2013). Acreditamos
que essa sensibilidade reduzida ao célcio deva ser compensada também

utilizando-se de maiores niveis de troponina C nas células cardiacas.

A miosina de cadeia leve consiste em subunidades que se ligam
proximas a 'cabegca' dos grupos de miosina de cadeia pesada.
Usualmente existem dois pares de subunidades ligadas a miosina de
cadeia pesada: um essencial e outro regulatério (Warren et al., 2012).
Identificamos proteinas relativas ao par regulatério mas entendemos que
o tratamento imposto por nés influencia de forma similar ambas as
subunidades regulatéria e essencial, por existir pouco sentido na
existéncia solo da miosina de cadeia leve regulatéria sem a subunidade
essencial. Em condigdes fisioldgicas, os niveis de fosforilagdo da miosina
de cadeia leve sdo mantidos relativamente constantes devido a atividade
da miosina de cadeia leve quinase e a fosfatase 1-beta . Além disso ha
relatos de que os niveis de fosforilacdo da miosina de cadeia leve variam
de acordo com a espessura da parede ventricular sendo baixa na parede
interna e alta na parede externa (Warren et al., 2012). Esse gradiente
seria importante para manter as propriedades contrateis ndo uniformes
do tecido cardiaco. Na verdade, doencas cardiacas tém sido
relacionadas a miosina especialmente quando ha uma deficiéncia em sua

fosforilagcdo o que leva a uma reducdo na contratilidade muscular. A
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super-expressdo da quinase da miosina de cadeia leve, inclusive, traz
efeitos benéficos para os animais TAC incluindo manutencdo da
contratilidade celular, auséncia de fibrose e células apoptoticas. Assim,
entendemos que o papel benéfico desempenhado pela miosina de cadeia
leve em processos hipertroficos patolégicos podem ser desempenhados
sem haver um aumento nos niveis desta proteina, necessitanto apenas
que ela seja fosforilada. Entretanto, os beneficios trazidos por esta
molécula sdo exatamente o oposto do fenétipo apresentado por nossos
animais mostrando que seria plausivel esperar que em nossos animais
houvesse um menor nivel de fosforilagdo desta proteina ou até mesmo,
uma redugdo no nivel da mesma, sendo este Ultimo fenbmeno o

observado por nos.

Observamos que no tecido dos animais tratados com
isoproterenol houve um aumento nos niveis de mioglobulina. A
mioglobina é o pigmento presente nos musculos responsavel pelo
transporte de oxigénio. S6 € encontrado no sangue circulante quando ha
dano tecidual e uma vez filtrada pelos rins causa danos ao epitélio tubular
por ser toxica (Molojavyi et al., 2010). E portanto, considerada como um
marcador de dano tecidual. A importancia dessa molécula para o
transporte de O: no tecido cardiaco é tdo grande que animais knockout
para mioglobina apresentam um aumento na densidade capilar, maior
fluxo sanguineo nas corondrias e maior difus&o de oxigénio dos eritrocitos
para as mitocondrias de forma a sustentar as demandas de oxigénio do
coracao. Uma vez que esta molécula esta presente em nossos animais e
ha uma aumento na demanda de oxigénio no tecido cardiaco desses
devido ao tratamento com isoproterenol, € possivel que 0 caminho menos
custoso energeticamente seja o aumento na produgdo de mioglobinas
para suprir as demandas de oxigénio do tecido (como mostra nossos
dados) em vez de aumentar a densidade capilar e o fluxo nas coronarias

como acontece em animais knockouts para mioglobina.

Alteracbes nas demandas energéticas como aquelas que
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ocorrem durante intensa atividade fisica sdo também supridas de
maneira eficiente por alteragdes ao nivel mitocondrial que levam ao ajuste
na sintese de ATP e preservam a capacidade do miocardio em responder
a alteracdes de pressao e volume. De acordo com Julig M. et al., 2008 e
Chu et al., alteragdes em enzimas que governam processos oxidativos
refletem em alteracbes em subunidades dos complexos transportadores
de elétrons, o que foi observado pela nossa analise. Entretanto, ha
divergéncias na literatura quanto a sintese e degradacdo de proteinas
diante do estimulo hipertrofico. Estudos utilizando microscopia eletrénica
e métodos bioquimicos demonstraram que ha um acumulo de
componentes mitocondriais preferencialmente nos primeiros estagios da
hipertrofia cardiaca (Atlante et al., 1998; Bobba et al., 1995). Em
aproximadamente 24 horas apos o estimulo hipertréfico, ha um aumento
no conteldo de citocromo por grama de proteina do tecido cardiaco
devido a um aumento na produgado desta molécula e reducdo das taxas
de degradacdo da mesma. Entretanto, entre 3-10 dias pds estimulo, o
conteudo de citocromo e o volume ocupado por mitocondrias no tecido
cardiaco diminuem enquanto o numero de miofibrilas aumenta. As
diferencas observadas por varios grupos de pesquisa sobre a sintese e
degradagédo de proteinas diante do estimulo hipertréfico podem ser
melhor compreendidas se entendermos que existem variacoes
experimentais como: 1) tipo de estimulo utilizado para induzir a hipertrofia
cardiaca; 2) a rapidez com que o crescimento do 6rgdo acontece; 3) o
estagio da hipertrofia cardiaca no qual os experimentos séo realizados e
4) magnitude de hipertrofia obtida. Como exemplo, os ja referidos autores
ndo encontraram reduc¢do no volume mitocondrial ou no conteudo de
citocromo da célula em estudos que utilizaram estimulo hipertréfico
sustentado ou atividade fisica forgada por um longo periodo de tempo (14
dias ou mais) (Atlante et al., 1998; Bobba et al., 1995). O modelo
elaborado por néds, injecoes de isoproterenol 50mg/kg/dia dividias em
duas doses diarias durante 7 dias, induziu a uma reducdo no conteudo

de citocromo B e da citocromo C oxidase do tecido cardiaco em
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concordancia como queles autores que realizaram a coleta de dados
entre 3-10 dias ap6s o tratamento. Para estes grupos que analisaram por
métodos bioquimicos a relacdo entre a concetracdo de citocromo por
grama de tecido, uma provavel explicacdo para esse fenbmeno seria 0
estimulo hipertréfico induz a um pequeno aumento na taxa de produgao
dessa proteina e é acompanhado de grande aumento em massa do
tecido cardiaco e de outras proteinas mitocondriais e cardiacas, aumento
esse suficiente para mascarar a producao do citocromo (relacéo entre a
concetracdo de citocromo por grama de tecido). Entretanto, pouco se
sabe sobre os fatores que controlam as taxas de sintese e degradacao
dos constituintes mitocondriais e, para os resultados observados por
nosso grupo, entendemos que ainda faltam dados na literatura que

permitam uma melhor compreensdo dos mecanismos que o determinam.

Nosso estudo apresentou ainda que ha uma reducéo dos niveis
de NADH ubiquinona oxiredutase nos animais tratados com
isoproterenol. Nossos dados estdo em acordo com outros autores como
Maulik e Young Park que ao estudarem o tecido cardiaco acometido por
miocardites, como a hipertrofia cardiaca, também observaram reducao
significativa desta molécula (Maulik and Kumar, 2012; Park et al., 2004).
Esta enzima esta presente na membrana interna da mitocéndria, faz
parte da cadeia respiratoria de diversos organismos e catalisa a
transferéncia de elétrons do NADH a co-enzima Q10. Esse processo
gera o gradiente de protons através da membrana interna mitocondrial
que é utilizado para a producdo de ATP. Além disso, NADH oxidase &
uma fonte importante de producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) na parede vascular, no endotélio e em fibroblastos (Lin et al.,
2011; Piccoli et al., 2005). Tratamentos utilizando cha verde tém sido
efetivos para reduzir a produgdo de ROS e prevenir os danos causados
pela hipertrofia cardiaca assim como o uso de inibidores da NADH
oxidase (Lin et al., 2011). Ainda assim, pouco se sabe a respeito dos

mecanismos ativados durante o estimulo hipertréfico patoldgico
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responsaveis por danificar o tecido cardiaco, mas acredita-se que esses
distirbios  mitocondriais  sejam  responsaveis por  diversas
cardiomiopatias e que a sinalizagdo via ROS seja essencial para o

remodelamento cardiaco mal-adaptativo.

Outra alteragdo importante ocorrida em nivel mitocondrial se
refere a flavoproteinas, moléculas envolvidas em diversos processos
biol6gicos como remocgao de radicais que contribuem para o estresse
oxidativo, bioluminescéncia, reparo de DNA, apoptosis e etc (Genova
and Lenaz, 2013; Jensen et al, 2013). Recentemente, Stahle e
colaboradores demonstraram que anticorpos contra favloproteinas
mitocondriais estavam presentes no soro de pacientes com miocardites e
cardiomiopatia dilatada (Stahle et al., 1999). De maneira interessante,
identificamos que a flavoproteina, um aceptor de elétrons que atua
juntamente com diferentes desidrogenases na cadeia respiratéria, foi
positivamente regulada em animais tratados com isoproterenol quando
comparados com animais do grupo controle. Baseado na atividade dessa
proteina, nossa hipotese é a de que o aumento na expressao dessa
flavoproteina seja uma tentativa das células do tecido cardiaco em
reduzir os danos provocados pelo estimulo hipertréfico, tamponando as

ROS produzidas e reduzindo os danos ao DNA.

Continuando o estudo das proteinas mitocondriais, identificamos a
malato desidrogenase, enzima do ciclo de Krebs que cataliza a oxidacéo
do malato a oxalacetato levando a reducdo do NAD+ e a producao de
energia. Essa proteina, tem ainda funcdo especial no coragdao por
catalisar o processo de liberacdo de fosfatos de alta energia da creatina
fosfato para a contracdo muscular (Lin et al., 2011; Park et al., 2004). Foi
demonstrado previamente que além dos padrdes de expressao de malato
desidrogenase variarem entre diferentes tecidos musculares, como o
cardiaco e o esquelético, ha também alteracbes em sua epxressdo em
cardiomiopatias como a esclerose das coronarias e também em animais

com coracoes hipertréficos. Semelhante aos nossos dados Lin e
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colaboradores observaram uma pequena diminuicdo desta enzima
durante o processo hipertrofico e esse fenébmeno poderia ser explicado
devido a longos periodos de hipdxia a que o tecido cardiaco poderia ser
submetido neste tratamento. Além disso, existem evidéncias de que
durante a hipertrofia cardiaca ha deplecao dos niveis de glicose, evento
este responsavel por ativar a transcricdo de P53, um ja conhecido
mediador da apoptose em células cardiacas. Desta forma, é possivel que
essa molécula seja menos expressa no tecido de animais tratados com
isoproterenol como forma de tentar reduzir as taxas de apoptose entre os
cardiomidcitos, apesar de nenhum mecanismo ainda ter sido proposto

para explicar esse fenémeno.

Outra proteina que chamou nossa atencdo foi a
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, que é uma enzima da via
glicolitica ubiquamente expressa, essencial para a producao de energia e
que esta envolvida em processos como a hipdxia celular, estresse
oxidativo, apoptose e organizacdo de microtubulos (Rosell6-Lleti et al.,
2012). Um aumento nos niveis dessa proteina como observado por nés,
foi relatado em cdes com cardiomiopatia dilatada (DCM) e em outros
modelos de faléncia cardiaca inclusive em humanos. Estudos de
imunofluorescéncia demonstraram que ha um acumulo maior de
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase no nucleo que no citoplasma em
modelos de isquemia cardiaca e DCM (Buse et al., 2008). A evidéncia de
que esta proteina se acumula no nucleo pode ser devido a atividade
enzimatica de reparo de DNA de forma a tentar proteger a célula do
processo de morte, mas também encontramos autores que citavam
também a funcdo de carreador nuclear de proteinas pré-apoptéticas
(Rodacka, 2013). Infelizmente, ndo é possivel saber a qual dessas
fungdes a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase esta servindo além da

producao de energia.

Como resultado também obtivemos niveis reduzidos de

aspartato aminotransferase mitocondrial, enzima que cataliza a
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conversdo de L-aspartato e alfa-cetoglutarato a oxalacetato e
L-glutamina. Nosso resultado é contraditério ao do grupo de Juaréz que
estudou a hipertrofia cardiaca através da técnica de coarctacao da aorta
e obteve um aumento de 24% desta enzima sendo que as proporgdes
mitocondrial e citoplasmatica se mantiveram inalteradas (um terco sob a
forma mitocondrial e dois tercos citoplasmatica) (Juarez et al., 1998;
Zamora et al.,, 1996). Outros estudos indicaram que o0s niveis de
aspartato aminotransferase sédo elevados durante pancreatite aguda,
infarto do miocardio, anemia hemolitica aguda, queimaduras graves,
doenca renal aguda e trauma. As diferengas encontradas entre nossos
dados e a literatura podem ocorrer devido ao método de inducédo de
hipertrofica cardiaca escolhido, mas os dados disponiveis ndo sao

insuficientes para compreendé-las.

Ainda em nivel mitocondrial, identificamos a Acil coenzima A
(Acil-CoA), tioesterase responsavel pela biossintese e oxidacdo de
acidos graxos de cadeias longas, sendo essencial portanto para o
metabolismo de carboidratos. A utilizagdo de glicose e acidos graxos pelo
coracao estao fortemente ligadas e co-reguladas. O uso de um substrato
inibe diretamente o uso do outro e a selecao de qual substrato é utilizado
€ considerado uma das causas da inducdo de diversas doencas
cardiacas. O uso desses substratos € modulado por hormdnios como
insulina, glucagon e catecolaminas. Assim como nosso modelo, outras
formas de faléncia cardiaca (animais TAC e animais hipertensos) tém
baixa utilizagdo de acidos graxos, e consequentemente baixos niveis de
Acil-CoA, além de redugdo dos niveis de mMRNA e de expressdo de
proteinas relacionadas com transportadores de &acidos graxos. A
utilizagcdo de glicose, ao contrario, € mais complexa, sendo
modestamente aumentada inicialmente na fase compensada da
hipertrofia mas diminuindo quando ocorre a disfungao sistolica (Doenst et
al., 2013)

A alfa-fetoproteina é encontrada em mamiferos desde os
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estagios fetais de desenvolvimento (a partir da sétima semana de
gestacdo) e € produzida durante toda a vida do embrido (Gitlin and
Boesman, 1967; Holmes, 1967). Assim como outras proteinas
determinantes para o desenvolvimento embrionario, 0s niveis de
alfa-fetoproteina diminuem em aproximadamente trés dias apds o
nascimento. Essa molécula, efetiva na inducdo do crescimento e
espalhamento de células humanas e de ratos em cultura, teve sua
expressao aumentada apds o tratamento com isoproterenol. A atividade
da alfa-fetoproteina é dada através de sua ligacdo a parede externa das
células alvo (inclusive do tecido conjuntivo), mas o mecanismo
desencadeado por essa ligacdo ainda ndo € conhecido. Dado que o
estimulo hipertréfico induz ao crescimento celular (também apresentado
por nés atravées das medidas do didmetro celular) o aumento na
expressao dessa molécula pode ser facilmente compreendido baseado
em sua atividade demonstrada in vitro de induzir ao crescimento e

espalhamento celular.

O fator neurotrofico derivado do cérebro (brain-derived
neurotrophic factor - BDNF) faz parte da familia de fatores de
crescimento e apresenta funcdo trofica em neurbnios dopaminérgicos,
colinérgicos e em neurbnios da retina. BDNF localiza-se principalmente
em células endoteliais onde sua expressdo é dependente da atividade
que esta camada de células apresenta. Variagdes nos niveis dessa
molécula foram encontradas em pacientes acometidos por doencas
vasculares associadas a disfuncdo endotelial, entretanto, pouco ainda se
sabe sobre a fungéo do fator neurotréfico neuronal localizado no sistema
cardiovascular (Pikula et al., 2013, 2013; Prigent-Tessier et al., 2013).
Apesar de nossos dados ndo permitirem a compreensao do papel do
BDNF em nossos animais tratados, outros grupos também observaram
uma reducdo no nivel de expressdo dessa proteina em doencgas
relacionadas ao sistema cardiovascular como a hipertensao (Fukushima

et al., 2013). Por outro lado, treinamento fisico tem efeito positivo sobre
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os niveis de BDNF.

Nossa andlise protedmica diferencial do ventriculo esquerdo de
animais tratados com isoproterenol e controles, gerou dados sobre esta
sindrome, que excedem investigacbes prévias que utilizaram técnicas
bioquimicas tradicionais para a andlise de proteinas. Entretanto esta
andlise apresentou limitagdes, tais como: (i) processo de extracao
utilizado e de deteccao ndo € adequado para proteinas de membranas ou
de baixa expressdo protéica; (ii) corante utilizado apresenta baixa
sensibilidade; e (iii) pequena quantidade das amostras proteicas obtidas,
para analise MS-MS apesar de termos utilizado de um pool de trés

animais.

Temos como meta melhorar a resolucdo da técnica, com a
alteragcdes no processo de extracdo, uso do DIGE (diference gel
electrophoresis), andlise do fosfoproteoma, validagcdo das proteinas
identificadas por western blot e utilizacdo de técnicas como PCR para

complementac&o de nossos estudos.



Conclusao
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6.0 CONCLUSAO

Nosso trabalho induziu eficientemente o processo
hipertrofico patolégico em animais C57BL6 utilizando a administracdo de
isoproterenol na dose 50mg/kg/dia divididas em duas doses diarias. Houve
aumento em massa do coracdo, com alteracdes predominantemente no
ventriculo esquerdo, fibrose e aumento na expressdo do marcador molecular

para hipertrofia cardiaca ANP.

A analise protedmica revelou que o tratamento imposto por
nds induziu alteracdes na estrutura contratil do coragao, no balanco redox, em
moléculas envolvidas no transporte e na produgédo de energia. Todas elas séo
importantes para o remodelamento morfolégico e molecular do coragédo sob
estimulo beta-adrenérgico intermitente. Entretanto, outros estudos séo
necessarios para complementar e entender parte das informagdes fornecidas
por nés como o papel de algumas proteinas no processo hipertrofico

patolégico.

Este trabalho contribui de forma significativa para os dados

da literatura atual a respeito da hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.
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