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RESUMO

O remodelamento ventricular pés-infarto é um processo dinamico e complexo que
ocorre em resposta ao dano no miocardio. Entretanto, pouco se sabe sobre
alteragbes no proteoma das camaras cardiacas no remodelamento na fase precoce
ao infarto e no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. O objetivo deste trabalho
foi avaliar alteracbes protéicas no remodelamento dos ventriculos direito (VD) e
esquerdo (VE) de ratos Wistar com sinais de insuficiéncia cardiaca, 7 dias pos-
infarto, utilizando andlise proteémica — DIGE comparativa e espectrometria de
massa. O infarto foi obtido por oclusdo da artéria coronaria esquerda e a
insuficiéncia cardiaca confirmada pela analise da pressdo diastolica final do
ventriculo esquerdo = 15 mmHg; aumento da razdo da massa do pulmdo/massa
corporal e presenca de hipertrofia do VD, com concomitante reducéo dos indices de
contratilidade e relaxamento do VE. A andlise quantitativa revelou diferencas na
intensidade/expressdo de 20 proteinas no VD e 11 no VE dos animais infartados
com sinais de insuficiéncia cardiaca (p<0.05), 14 dessas proteinas foram
identificadas por MALDI-TOF/TOF. Alterac6es foram detectadas em proteinas: do
metabolismo energético (carboidratos, lipideos, aminoacidos e fosforilacao
oxidativa), proteinas de choque térmico, proteinas estruturais e funcdes diversas. As
alteracdes incluem modulacdes adaptativas e mal adaptativas e foram diferentes
entre as camaras. Foi observado aumento da expressdo da desmina (proteina do
filamento intermediario), e diminuicdo da expressdo da creatina quinase e de
proteinas envolvidas no metabolismo energético. Estas modulacbes foram mais
expressivas no VE e podem ser associadas ao prejuizo na contratilidade e
relaxamento observado somente nesta camara. Por outro lado, um menor indice de
aumento da desmina e aumento das proteinas de choque térmico, (alfa-b-cristalina e
HSP-71) foram observados no VD, consideradas modulagbes adaptativas que
podem ser associadas a preservacdo da maquinaria contratil observadas no VD.
Ainda mostraram, pela primeira vez, alteracées no proteoma do VD de animais com
insuficiéncia cardiaca. Os resultados mostraram que as camaras cardiacas
apresentam remodelamento protéico diferente sete dias pos-infarto, que pode refletir
no comprometimento distinto das camaras, e sugerem que o indice de aumento da
desmina mostra uma correlacdo positiva com o grau de comprometimento da fungao

ventricular.



Palavras-chave: infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, proteoma,

remodelamento, ventriculo esquerdo, ventriculo direito.



ABSTRACT

Post-infarction ventricular remodeling is a dynamic and complex process that
occurs in response to myocardial damage. However, little is known about
changes in the proteome of the cardiac chambers in the early phase remodeling
after infarction and in the development of heart failure (IM-CI). The objective of
this study was to evaluate protein changes in right ventricular (RV) and left
ventricular (LV) remodeling of rats with signs of heart failure, 7 days after
infarction, using proteomic analysis - comparative DIGE and mass
spectrometry. The infarction was obtained by occlusion of the left coronary
artery and heart failure confirmed by the analysis of the left ventricular end-
diastolic pressure = 15 mmHg; increased lung mass / body mass ratio and
presence of RV hypertrophy, with concomitant reduction in LV contractility and
relaxation indexes. The quantitative analysis revealed differences in intensity /
expression of 20 proteins in the RV and 11 in the LV of the infarcted animals
with signs of heart failure (p <0.05), 14 of these proteins were identified by
MALDI-TOF / TOF. Changes were detected in proteins related to energy
metabolism (carbohydrates, lipids, amino acids and oxidative phosphorylation),
heat shock proteins, muscle contraction and structural proteins and diverse
functions. The changes included adaptive and malapable modulations and were
different between the chambers. It was observed increased expression of
desmin (intermediate filament protein), and decreased expression of creatine
kinase and proteins involved in energy metabolism. These modulations were
more expressive in the LV and may be associated with impairment in
contractility and relaxation observed only in this chamber. On the other hand, a
lower index of increase of the desmin and increase of the heat shock proteins
(alpha-b-crystalline and HSP-71) were observed in the RV, considered adaptive
modulations that can be associated to the preservation of the contractile
machinery of the RV. The results showed that cardiac chambers present
different protein remodeling 7 days after infarction, which may reflect the distinct
impairment of the chambers, and suggest that the increase in desmin shows a
positive correlation with the dysfunction ventricular. They also showed, for the

first time, alterations in the RV proteome of animals with heart failure.



Key words: myocardial infarction, heart failure, proteome, remodeling, left

ventricle, right ventricle.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Epidemiol6gicos das Doencas Cardiovasculares

A doenca cardiovascular (DCV) € o principal motivo de morte no mundo:
anualmente, morrem mais pessoas de doencas cardiovasculares do que de
qualquer outra causa (OMS, 2015). Estima-se que 17,3 milhbes de pessoas
morreram de doencas cardiovasculares em 2013, representando mais de 30%
de todos os 6bitos no mundo (OMS, 2013).

As manifestagbes clinicas mais comuns das DCV incluem: infarto agudo do
miocardio (IAM); insuficiéncia cardiaca (IC); acidente vascular cerebral (AVC);
angina, morte subita; cardiomiopatias e hipertenséo. Entre elas, o infarto agudo
do miocérdio é considerado uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade. As consequéncias econOmicas e sociais das mortes por IM
agravam-se quando se constata que os indices de mortalidade aumentam
significativamente dentre as pessoas na fase economicamente ativa. Assim,
muitos individuos de uma faixa etaria onde € grande o retorno social pelo
trabalho, vdo a Obito, ou sobrevivem com graus variados de incapacidade

fisica.

Outra DCV onerosa em termos econdmicos e sociais € a insuficiéncia cardiaca.
No Brasil, dados obtidos do DATASUS demonstram que apenas no ano de
2012 houve 26.694 Obitos por IC. Para o mesmo ano, das 1.137.572
internacBes por doencas do aparelho circulatério, em torno de 21% foram
devidas a IC (DATASUS, 2013).

1.2. Fisiopatologia do Infarto Agudo do Miocéardio e da Insuficiéncia

Cardiaca

O IAM corresponde a um quadro clinico de isquemia miocardica, a qual &
desencadeada quando o fluxo de sangue arterial € insuficiente para suprir as
necessidades metabdlicas do coracdo, principalmente as de oxigénio. Em

outras palavras, resulta de um desequilibrio entre a oferta e a demanda de
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oxigénio e nutrientes, que na grande maioria dos casos € resultado de uma
obstrucdo das coronarias, em geral, causada por trombose e/ou vasoespasmo

sobre uma placa aterosclerotica.

Para melhor compreensdo da fisiopatologia do IAM e de outras doencas
cardiacas, estudos em laboratérios com modelos animais, principalmente em
ratos, tém sido utilizados para simular as doencas e as condi¢cdes peculiares a
cada processo patolégico. Johns & Olson (1954) foram o0s primeiros a
descrever o modelo experimental de infarto do miocardio em ratos. A partir das
décadas de 70 e 80, estudos cientificos acrescentaram importantes dados
referentes a disfunc@o ventricular e area de infarto apds a lesdo artificial do
miocardio. Pfeffer e colaboradores, 1979, observaram que o tamanho da area
da lesdo causada pelo infarto do miocardio apresenta grande importancia para
as alteracdes hemodinamicas ventriculares, sendo este um dos motivos para o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Pfeffer et al., 1979). Entretanto,
estudos mais recentes mostraram que ratos infartados com areas de cicatriz
entre 30-50% no ventriculo esquerdo nem sempre desenvolvem sinais tipicos
de IC, como congestdo pulmonar e aumento da pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo (Stefanon et al., 2013). De fato, as mudancas sofridas pelo
coracdo apdés o evento isquémico sdo complexas e dinamicas, e que nem
sempre irdo evoluir para um quadro tipico de IC. Essas modificacdes, também
chamadas de remodelamento, afetam principalmente o ventriculo esquerdo
(VE) e acarretam em perda da funcdo contratii do miocardio (Pfeffer et al.,
1990).

Segundo Erlebacher et al. (1984) e Pfeffer et al. (1990), o remodelamento poés-
infarto é caracterizado por hipertrofia dos miécitos, dilatacdo da camara
ventricular e acumulo de colageno em areas remotas ao local do infarto, e pode
ser dividido em duas fases: (i) a precoce que se inicia em algumas horas apos
o infarto, perdura por varias semanas e envolve a expansao da zona de infarto,
incluindo dilatacdo e diminuicdo da espessura da zona de infarto; (ii) a fase
tardia que pode durar meses ou até anos (Mitchell et al., 1992). Esta ultima
envolve globalmente o VE e estd associada com uma dilatacdo tempo-

dependente, distor¢do da forma ventricular, hipertrofia, bem como mudancas

14



estruturais no tecido. Inicialmente, a dilatacdo do VE poderia ser considerada
como um mecanismo protetor para manutencédo do fluxo sistélico e da fungéo
da bomba cardiaca. Entretanto, esse fenbmeno acaba por conduzir alteracdes

na funcéo global do VE, que evolui para a insuficiéncia cardiaca.

O remodelamento ventricular pdés-infarto envolve alteragbes estruturais e
moleculares em &reas isquémicas e remotas nao-isquémicas do miocérdio.
Esse processo inicia-se com a morte celular tanto por necrose quanto por
apoptose no miocardio isquémico, sendo a apoptose o fendbmeno que interfere
ativamente no processo de remodelamento ap6és o infarto (Kajstura et al., 1996;
Palojoki et al., 2001). Estudo recente realizado em animais experimentais
mostrou que a reducdo da apoptose nas primeiras vinte e quatro horas que se
seguem a oclusao da artéria coronaria esquerda € capaz de reduzir a extensao
da leséo, atenuando a dilatacdo ventricular e a progresséo para a IC (Baldo et
al., 2011).

Além da apoptose, outro fenbmeno importante que acontece no processo de
remodelamento € a resposta inflamatoria, a qual esta intimamente associada a
efeitos deletérios sobre a funcdo e estrutura cardiaca (Jiang & Liao, 2010).
Essa resposta acontece apdés a fase de injuria e morte celular através da
mobilizacdo e infiltracdo celular, com a degradacdo do colageno seguido por
sua sintese no intuito de reparar o tecido cardiaco lesionado (Frangogiannis,
2006). Esse processo envolve alteracBes fenotipicas em midcitos e na matriz
extracelular que resultam em fibrose do miocéardio (Sutton e Sharpe, 2000).
Stefanon e colaboradores (2013) observaram que o0 aumento da matriz
extracelular pés-infarto traz séries consequéncias sobre as propriedades de
contratilidade e relaxamento do tecido cardiaco. Como o coladgeno cobre
aproximadamente 3% do volume miocardio, sendo o principal componente
responsavel pela rigidez das camaras cardiacas, alteracbes em seu conteudo e
distribuicdo culminam com grandes alteragbes nas propriedades passivas da

parede miocéardica (Robinson et al., 1988).

A parede do coracdo sofre também com o estresse gerado pela sobrecarga de

volume decorrente da perda da massa ventricular infartada. O estresse gerado

15



sobre a camara cardiaca favorece o aumento da area ventricular e a hipertrofia
da massa ventricular remanescente acompanhada pela dilatagdo da camara
cardiaca (Opie et al., 2006).

A hipertrofia cardiaca patologica é frequentemente descrita como sendo
acompanhada de reativacdo de genes fetais, que incluem upregulation da
cadeia pesada da beta miosina (MHC-B), alfa actina esquelética (SKA) e genes
do fator natriurético atrial (ANF), genes que modificam o metabolismo
energeético, e finalmente, os que aumentam a expressao dos componentes do
sistema renina-angiotensina préprio do coracdo. Embora a reativacdo deste
programa génico fetal seja considerada uma resposta adaptativa ao estresse,
esta claro que a expressédo destes genes leva a mudancas mal-adaptativas da

funcdo cardiaca (ver revisdo: Samak et al., 2016).

Tanto a hipertrofia como as demais alteracdes, como morte celular, dilatagéo
ventricular, disfuncdo contratii estdo diretamente relacionadas com
hiperatividade do sistema nervoso simpatico (Marano et al., 2002; Prabhu et al.,
2003; Machackova et al., 2010). Esse aumento da atividade simpatica pode ser
evidenciado pelo aumento da frequéncia cardiaca durante a fase aguda do
infarto  (Mill et al., 1991) e pelos niveis plasmaticos e teciduais de
catecolaminas aumentadas ap0s o infarto do miocardio em ratos (Ganguly et
al., 1997). Além da vertente neural na resposta adaptativa existe também a
participacdo humoral (sistema renina-angiotensina-aldosterona), os quais
visam manter o débito cardiaco em valores normais. Apés o infarto, a atividade
da enzima conversora de angiotensina (ECA) aumenta no plasma e no
miocardio, junto com a elevacdo nos niveis de angiotensina Il (ANG Il) no
coracdo (Busatto et al., 1997; Resende et al., 2006; Xu et al., 2008). E
importante mencionar que ativacdo neurohumoral exacerbada e prolongada

conduz progressivamente a faléncia miocardica.

A ativacado neural (B-adrenérgica envolve a ativacdo da proteina quinase A
(PKA) e consequente regulacdo das proteinas Ca”*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), fosfolamban (PLB), receptores rianodina (RyR2) e

canais para calcio do tipo L presentes no sarcolema. A hiperatividade dos
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RyR2 induzida pela fosforilagdo da PKA, provoca o vazamento de calcio do
reticulo sarcoplasmatico (RS) durante a diastole e consequentemente causa a
deplecdo dos estoques internos de célcio. Este processo contribui para o
‘estresse’ do RS - um conhecido mecanismo indutor da insuficiéncia cardiaca,

isquemia e cardiomiopatia dilatada (Marx et al., 2000; Bers, 2002).

Diversas vias de sinalizacdo celular sdo responséveis pelo remodelamento
cardiaco. Os mecanismos de membrana, ativados por estimulos de natureza
mecanica, hormonal ou paracrina/autdcrina, ativam vias de crescimento celular
que se constituem de uma ou mais enzimas com caracteristicas de GTPases
e/ou quinases, ativadas em cascatas que, por sua vez, ativam fatores de
transcricdo responsaveis pela regulacdo da expressao génica. A especificidade
da relacao estimulo resposta nesse processo é basicamente determinada pelos
mecanismos transmembrana e pela interagcdo entre fatores de transcricdo e

promotores génicos.

As principais vias de sinalizacdo responsaveis pelo remodelamento cardiaco
envolvem a modulacdo da proteina G (Gaq, Gas e da familia Rho) resultando
na ativacéo de fosfolipase C, adenilato e guanilil ciclases e, consequentemente,
modulacdo de quinases e fosfatases. Calcineurina € a peca-chave da
transducdo da fosfatase, enquanto quinases como: quinase Il dependente de
calcio-calmodulina (CaMKIl) e quinases ativadas por mitégenos (MAPK)
parecem ter papel no crescimento celular, e proteina quinase G (PKG) no
controle anti-hipertréfico. Adenilato ciclase e proteina quinase A (PKA) regulam
a contratilidade do miécito juntamente com a proteina quinase C-a (PKCa).
Esses sinais culminam em alteracdo da transcricdo, que incluem inducdo de
genes fetais e relacionados ao crescimento celular (Kehat e Molkentin, 2010)
(Figura 1).
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Figura 1: Diagrama das principais vias envolvidas no remodelamento
cardiaco. (Kehat e Molkentin, 2010)

Esse processo de remodelamento esta relacionado ao prejuizo no
desempenho do musculo cardiaco, que é uma caracteristica tipica da
insuficiéncia cardiaca (Dhalla et al., 1993), a qual pode ser definida como
sendo uma sindrome clinica decorrente da incapacidade de o coragdo manter
suficiente volume de ejecdo para manutencdo das necessidades metabdlicas

do organismo (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2009).

As alteragcbes hemodinamicas comumente encontradas na IC envolvem
resposta inadequada do débito cardiaco e elevacdo das pressdes pulmonar e
venosa sistémica. De inicio este comprometimento do débito cardiaco se
manifesta durante o exercicio, e com a progressdo da doenca ele diminui no
esforco até ser observado sua reducéo no repouso. O mecanismo responsavel
pelos sintomas e sinais clinicos pode ser decorrente da disfuncédo sistdlica,

diastolica ou de ambas, acometendo um ou ambos os ventriculos (Sociedade

Brasileira de Cardiologia, 2009).
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Muitas pesquisas enfatizam a insuficiéncia do ventriculo esquerdo (VE) e seu
efeito sobre a morbidade e mortalidade dos pacientes. Pouca atencdo tem sido
dada a ventriculo direito (VD) e sua disfuncéo. Relatério de 2006 do National
Heart, Lung, and Blood Institute identificou uma grande lacuna nos esforgos de
investigacdo do ventriculo direito e sua importancia clinica comparada ao
ventriculo esquerdo (Voelkel et al., 2006). Recente mudanca de paradigma é
alimentada pelo valor de progndstico atribuido a faléncia do VD na IC e

morbilidade / mortalidade apdés infarto do miocéardio e cirurgia.

A mortalidade em pacientes com IC com VD dilatado é quase o triplo
comparada a pacientes sem dilatacdo do VD, e seu VE se deteriora mais
rapidamente (Sun et al., 1997). A disfung&o ventricular direita agrava o quadro
de insuficiéncia cardiaca nos casos de funcéo sistélica reduzida do ventriculo
esquerdo (Puwanant et al., 2009). No desenvolvimento da IC apds infarto do
miocardio, a diminuicdo da funcéo sistdlica do VD €& um fator de risco para
morte, morte subita, IC e acidente vascular cerebral (Anavekar et al., 2008;
Samad et al., 2002; Zornoff et al., 2002).

Na IC, alguns mecanismos patogénicos sdao comuns na disfuncao e
insuficiéncia de ambos os ventriculos. Insuficiéncias do VD e VE ativam o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (Bolger et al., 2002) e libera
endotelina (Mulder et al., 1997) e peptideos natriuréticos (Bogaard et al., 2009;
Nagaya et al., 2000). Isso resulta em consequéncias e efeitos fisiopatologicos

semelhantes.

Ao mesmo tempo, a adaptacdo hemodinamica do VD é diferente do VE, pois
os dois sao estruturalmente e funcionalmente diferentes. Anatomicamente, VD
€ mais fino do que VE, com uma espessura de parede de 3-5 mm. Essa
caracteristica faz com que o VD seja menos adequado para aumento da pos-
carga do que o aumento da pré-carga. Essa caracteristica também é
responsavel pela diferenca na sua circulacdo arterial. O VE é perfundido
principalmente na diastole, enquanto o VD é perfundido continuamente, tanto

na sistole quanto na diastole. No entanto, quando a pressao do VD aumenta, a
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perfusdo torna-se em sua maior parte diastélica, 0 que provoca isquemia e
contribui para a sua insuficiéncia. As paredes finas do VD também séo
responsaveis por uma maior complacéncia dessa camara, permitindo
acomodar uma variedade de volumes (Sarnoff e Berglund, 1954; Konstam et
al., 1984).

Clinicamente, a insuficiéncia do VD gera congestao e retengao de fluidos na
circulacdo sistémica, incluindo edema periférico, ascite, derrames pleural e
pericardico. Congestéo hepatica também tem sido associada a faléncia do VD.
Nesse caso, 0s niveis de aminotransferase podem ser de duas a trés vezes
mais elevadas do que o valor normal em até um ter¢co dos pacientes com IC
(Cohen e Kaplan, 1978).

Pode-se observar que o remodelamento do VD é uma caracteristica ubiqua
tanto em doencas cardiovasculares quanto pulmonares. A HP é caracterizada
pela alta resisténcia vascular pulmonar e remodelamento vascular, o que
resulta em aumento marcante na pos-carga do VD e subsequente prejuizo na
funcdo contratil (Galie et al., 2009). Em pacientes com hipertensdo pulmonar
priméria, a funcdo do VD é melhor preditor de sobrevivéncia do que a pressao
arterial pulmonar ou resisténcia vascular pulmonar (McLaughlin et al., 2009).
No entanto, na insuficiéncia ventricular esquerda, a funcédo do VD € um preditor

independente de sobrevivéncia (Ghio et al., 2001).

A disfuncéo ventricular direita decorrente de uma cardiomiopatia isquémica é
frequentemente associada a insuficiéncia do VE, a qual ocasiona hipertenséo
pulmonar (HP) e aumento da pés-carga do VD, culminando no remodelamento
e disfuncdo dessa camara. Além disso, infarto ou isquemia do VD e/ou o septo
sdo comuns em pacientes com IAM e também pode contribuir para a disfuncéo
sistélica do VD (Haddad et al., 2008).

Diante da complexidade de todos esses eventos envolvidos no remodelamento
ventricular, atualmente, as pesquisas cientificas tém buscado compreender
esses fendbmenos sob a 6tica molecular. Sobre o IAM, os estudos se voltam

aos mecanismos envolvidos, por exemplo, no controle da apoptose cardiaca,
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nas alteracbes metabdlicas e de producédo de energia celular, nas modificacdes
na expressao de proteinas que controlam a atividade contratil e de relaxamento

na célula cardiaca (Dahlla et al., 2006).

Uma importante ferramenta utilizada para compreensdo desse mundo sub-
celular é a protedmica. As técnicas envolvidas nessa abordagem possibilitam
mapear vias metabdlicas celulares e identificar moléculas que podem ser
utilizadas no futuro como alvos de drogas especificas ou como marcadores

biolégicos.

1.3. Protebmica

Protedbmica corresponde ao estudo do “proteoma”: proteinas complementares
ao genoma. O termo proteoma foi criado por Marc Wilkins na década de 90 e
refere-se ao conjunto de todas as proteinas presentes em uma célula ou em
um organismo, num dado momento, tanto as traduzidas a partir das sequéncias
gendmicas, quanto das proteinas resultantes de processos pos-transcricionais
(por exemplo, splicing alternativo) e processamentos pos-traducionais (por
exemplo, fosforilacdo, glicosilacdo e oxidacao) (Wasinger et al., 1995; Wilkins
et al.,1996). Além de sua grande complexidade, o proteoma € dinamico e varia
de acordo com o tipo e o estado funcional da célula (Apweiler et al., 2009).

As proteinas estdo diretamente envolvidas em praticamente todos os
processos celulares, influenciando o fenétipo celular e, portanto, o tecido ou
orgao. Este fendtipo varia sob condicfes fisiologicas normais (por exemplo, a
fase do ciclo celular, diferenciacdo, funcdo e idade) ou em resposta a stress

fisiopatoldégico (Lam et al., 2006).

Atualmente, com o surgimento de novas técnicas protedmicas, andlise do
proteoma tornou-se mais efetiva, culminando com a producdo de novos
conhecimentos. O recente progresso de metodologias nessa area tem aberto
novas oportunidades para obtencdo de informacdes relevantes sobre os
processos fisiol6gicos e patoldégicos que ocorrem no organismo humano

(Barbosa et al., 2012), ao permitir 0 mapeamento de vias metabdlicas celulares
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e identificacdo de moléculas, que poderao ser utilizadas como alvos de drogas
especificas ou como marcadores biolégicos. A capacidade de identificar essas
moléculas é extremamente (til no diagndstico precoce de doencas e no

acompanhamento da evolucao do tratamento (Rocha et al., 2005).

As técnicas prote6micas podem ser usadas como ferramentas para comparar
distintos grupos experimentais (tratado/controle; doente/sadio) na identificac&o
de proteinas diferencialmente expressas (protedmica comparativa) (Lam et al.,
2006), possibilitando sugerir mecanismos. Com isso a prote6mica comparativa
fornece informacdes valiosas que poderdo ser usadas no diagndstico,

tratamento médico, e progndstico (Juan et al., 2012).

Uma abordagem protedmica béasica, por gel de eletroforese bidimensional
(2DE), € composta pelas seguintes etapas: preparo das amostras, separacao
das proteinas, aquisicdo de imagens e identificacdo das proteinas (Lam et al.,
2006).

A separacao das proteinas por 2DE acontece na primeira etapa de acordo com
0 seu ponto isoelétrico e na segunda, de acordo com a sua massa molecular

no gel de poliacrilamida.

Apds a separacdo dessas biomoléculas, os spots proteicos sdo visualizados
por meio de métodos especificos de coloracdo. Os métodos mais utilizados
incluem coomassie, nitrato de prata e corantes fluorescentes. Posteriormente a
coloracdo do gel bidimensional, é produzida uma imagem digital do perfil
proteico e a sua analise é executada utilizando-se softwares especializados,
capaz de quantificar o tamanho e a intensidade dos spots proteicos. Com a
utilizagcéo de ferramentas de bioinformatica, o material de fundo ou background
€ subtraido, os spots comparados e os dados normalizados e analisados
estatisticamente para quantificacdo de volumes protéicos ou intensidades
(Dowsey et al., 2003). O fracionamento, resolugdo das proteinas, depende do
tamanho do gel e do gradiente de pH utilizado. A continuidade do processo se
da pela identificacdo das proteinas de interesse, para isto, 0s spots proteicos

sdo removidos e digeridos no gel com tripsina. Os fragmentos tripticos
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resultantes sédo extraidos do gel e analisados por espectrometria de massas
(MS). Umas das técnicas espectrométricas utilizadas no estudo de moléculas
biolégicas é a espectrometria de massa com base na dessor¢do e ionizacao
das proteinas com laser, auxiliado por uma matriz (MALDI- Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization), que analisa a massa através do tempo de voo dos
ions no tubo de anélise (TOF- Time of Flying). Esse método analisa a massa
de fragmentos peptidicos obtidos da digestdo das proteinas com uma enzima
proteolitica, como a tripsina. O padrdo de massas obtido (peptides mass
fingerprint) é comparado em banco de dados para a identificacdo das

proteinas.

Uma inovacao da técnica 2DE classica, a qual foi usada neste trabalho, é a
eletroforese diferencial em gel bidimensional (Fluorescent 2-D Differential In-
Gel Electrophoresis - 2-D DIGE). Neste processo amostras de grupos
experimentais sdo marcadas individualmente com um corante fluorescente de
cianina reativos (Cy2, Cy3 e Cy5 — ligam-se covalentemente com a amina do
radical da lisina). Esta marcacdo permite que as amostras experimentais
possam ser submetidas as mesmas condicbes de corrida no mesmo gel,
diminuindo a variabilidade experimental (Unlu et al., 1997). Esta técnica é
extremamente sensivel (~125 pg de proteina) devido aos corantes
fluorescentes empregados, permitindo a utilizacdo de pequenas quantidades

de proteinas para a andlise dos spots.

Nos dultimos anos, as metodologias e as tecnologias protebmicas tém
progredido muito e alcancados niveis elevados de resolucdo e potencial de
aplicacé@o. A analise protedmica tem sido amplamente aplicada em varias areas
da ciéncia como: no estudo de tumores, envelhecimento, exercicio fisico e
recentemente nas doencas cardiovasculares. Esta analise esta na fronteira da
ciéncia moderna e da tecnologia, fornecendo uma perspectiva global para a
compreensao de muitos fenémenos fisiopatologicos importantes, uma vez que
o conhecimento apenas do genoma nédo seria suficiente para inferir sobre o

proteoma de um individuo.
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Entretanto, quais sdo os beneficios dos estudos protedmicos para o controle de
doencas humanas, em particular as cardiovasculares? A tecnologia protedmica
permite a andlise de uma forma global das alteracées na expresséo proteica na
doenca cardiaca, e pode fornecer novos conhecimentos sobre 0s mecanismos
celulares envolvidos na disfuncdo cardiaca (Loscalzo, 2003). O uso dessa
ferramenta para investigar a doenca cardiaca pode resultar na descoberta de
novos marcadores terapéuticos e de diagnosticos (McGregor e Dunn, 2006), os
quais podem ser obtidos a partir de estudos realizados em uma gama de
sistemas biologicos, que incluem pesquisa em humanos, modelos animais, e

cultura de células (Lam et al., 2006).

O primeiro estudo a utilizar uma abordagem protedmica para analise de tecido
cardiaco data do fim da década de 90 (Arnott et al., 1998). Desde entdo, houve
um aumento continuo do numero de publicacdes (no PubMed) de estudos
cardiovasculares que utilizaram essa abordagem (Van Eyk, 2011). Dentre
essas pesquisas, as doencas cardiacas correspondem a um importante campo
de estudo no que se refere a analise protebmica. Uma das doencas que tem

sido abordada nesses estudos é o IAM e suas consequéncias, como 0

desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.

Juan e colaboradores (2012) utilizaram uma abordagem protebmica para
identificar diferengas no proteoma do VE de animais infartados, e
demonstraram o envolvimento de proteinas relacionadas com o metabolismo
energético, citoesqueleto, e proteinas antioxidantes neste processo
fisiopatolégico. Bernard e colaboradores (2008) utilizaram a eletroforese
bidimensional para analisar o proteoma do VE de animais com insuficiéncia
cardiaca cronica. Nesse estudo, os pesquisadores relacionaram as mudancas
no proteoma do VE com os diferentes mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da IC, especificamente metabolismo energético e estresse
oxidativo. Nesse estudo, inclusive algumas proteinas identificadas
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, alfa B cristalina, peroxirredoxina-2 e
isocitrato desidrogenase) foram apontadas como promissoras candidatas a
novos marcadores ou novos mediadores no remodelamento do VE e na

disfuncdo encontrada na insuficiéncia cardiaca.
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A busca por marcadores de prognéstico também pode ser beneficiada pela
abordagem prote6mica. Haas e colaboradores, 2011, apontaram a
haptoglobina como possivel biomarcador de prognéstico quanto ao

desenvolvimento da insufici€éncia cardiaca.

De fato, diversos trabalhos protedmicos abrangendo IAM e insuficiéncia
cardiaca tém sido publicados (Jacquet et al., 2009; Liu et al., 2014, Mitra et al.,
2014; Zamilpa et al., 2010), mas em grande parte desses estudos o foco é
direcionado a andlise protebmica do VE. Como ja comentado, o IAM esta
relacionado a mecanismos compensatérios que envolvem ndo somente o VE,
mas também o VD. Hipertrofia e apoptose sdo observadas no remodelamento
biventricular de cardiomiécitos apés o IAM (Patten et al., 1998; Abbate et al.,
2008; Anversa et al., 1991; Bussani et al.; 2003; Pfeffer e Braunwald; 1990).

Dados clinicos também evidenciam a relevancia do VD frente ao 1AM, por
exemplo, em relacdo ao progndstico de pacientes. Individuos com disfuncéo
sistdlica ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca com a presenca de sinais
e ou sintomas de insuficiéncia ventricular direita caracterizam subgrupo com
um pior prognostico (Anavekar et al., 2008; Di Salvo et al., 1995; Larose et al.,
2007; Oakley, 1998; Zornoff et al., 2002).

Apesar da importancia do VD para a homeostase cardio-circulatoria,
surpreendentemente pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares e
patolégicos da disfuncdo e remodelamento dessa camara cardiaca frente ao
IAM envolvendo o VE. Estudos sobre remodelamento do VD séao poucos e as
causas para dilatacdo e disfuncdo do VD permanecem desconhecidas (Haddad
et al., 2008).

Os dados disponiveis sobre a variacdo da expressao génica e do proteoma do
ventriculo direito, € derivado, em grande parte de uma variedade de modelos
animais de HP (Drake et al., 2011; Gomez-Arroyo et al., 2013; Urashima et al.,
2008; Gupte et al., 2016). Poucos sao os trabalhos sobre proteoma do VD nas

doencas cardiovasculares. Em uma pesquisa recente publicada por Su e
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colaboradores (2015), eles analisaram o perfil proteico do VD de humanos em
estagio final de insuficiéncia cardiaca. Nesse trabalho eles observaram
diferencas na expressdo de 7 proteinas ao comparar o grupo com insuficiéncia
cardiaca decorrente de uma isquemia do grupo também insuficiente,
entretanto, nado-isquémico. Em 2012, Cadete e colaboradores realizaram
andlise protedbmica do VD e VE de animais submetidos ao modelo de isquemia-
reperfusdo (I/R). Os dados desse trabalho forneceram evidéncias de que os
ventriculos direito e esquerdo respondem de forma diferente a I/R. Ao analisar
os efeitos da isquemia no VD, foram encontradas 10 proteinas com diferentes

intensidades, dos quais 5 sdo do metabolismo energético.

Nesse sentido, com o0 escopo de gerar novas informacdes sobre o processo de
remodelamento dos tecidos ventriculares pos-infarto e na insuficiéncia
cardiaca, o objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracdes protéicas
encontradas nas camaras cardiacas (VD e VE) de animais em fase precoce do

infarto do miocardio por 2-D DIGE acoplado a espectrometria de massa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Identificar alteracdes no proteoma das camaras cardiacas (VD e VE) de ratos
com sinais de insuficiéncia cardiaca, 7 dias po6s-infarto, por 2D-DIGE
comparativa acoplado a espectrometria de massa e tentar correlaciona-las com

as alteracdes patofisioldgicas observadas nesta doenca.

2.2. Objetivos especificos:

= Avaliar os parametros hemodindmicos e ponderais dos animais
experimentais (infartados e SHAM).

= Selecionar os animais com sinais de insuficiéncia cardiaca.

= Analisar a homogeneidade intra-grupo (SHAM e insuficientes) dos
animais quanto as caracteristicas hemodinamicas e ponderais e quanto
ao proteoma dos ventriculos, por géis preparativos (2DE — coomassie).

= Obter o perfil proteico por 2D-DIGE dos ventriculos dos animais (SHAM
e infartados-insuficientes).

» Realizar analise comparativa dos perfis proteicos do VD e VE e
identificar proteinas diferencialmente expressas entre os grupos de
animais, por espectrometria de massas.

» Validar os dados da analise proteomica por Western blot.

» Correlacionar as proteinas identificadas com os danos causados no

coracao pelo infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

A utilizacdo dos animais para o desenvolvimento deste projeto foi aprovada

pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias da

Saude, segundo protocolo n° 041/2015.

3.2. Animais de Experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 180 e 240 g, fornecidos

pelo Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do

Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas com livre acesso a agua

e racdo e em ambientes com controle de temperatura e luminosidade.

3.3. Desenho experimental:
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Figura 2: Desenho experimental.
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3.3.1. Protocolo — 7 dias ap0s o infarto do miocardio

28



Os animais foram inicialmente separados em dois grupos, conforme o tipo de

cirurgia realizada:

Grupo IM | —» animais que foram submetidos ao procedimento cirlirgico

de oclusédo permanente da artéria coronaria esquerda.

Grupo SHAM | — animais que foram submetidos ao procedimento

cirdrgico, mas nao a ocluséo da artéria coronaria.

ApOs a realizacdo da avaliacdo hemodindmica, camaras cardiacas foram

separadas em VD e VE, obtendo-se 0s seguintes subgrupos:

VEI |—» VE dos animais pertencentes ao grupo IM.

VES | — VE dos animais pertencentes ao grupo SHAM.

VDI |— VD dos animais pertencentes ao grupo IM.

VDS |— VD dos animais pertencentes ao grupo SHAM.

3.4. Inducdo do Infarto do Miocardio e separacdo dos grupos

experimentais

O infarto do miocardio foi obtido pela oclusdo permanente da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, seguindo a técnica padrdo amplamente
descrita na literatura (Pfeffer et al., 1979; Mill et al., 1990; Baldo et al., 2008).

O animal foi pesado e anestesiado com uma mistura contendo quetamina (50
mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL) injetado por
via intraperitoneal. Alcancado o plano anestésico desejavel, o animal teve seus
membros fixados a uma mesa cirdrgica, em posi¢cao supina. Com uma pequena
depilacdo no lado esquerdo do térax e adequada assepsia do local, foi
realizada uma incisdo na pele do animal para exposicdo e dissec¢cdo dos

mauasculos intercostais. Uma sutura em forma de bolsa foi preparada
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previamente para garantir o rapido fechamento da incisdo cirdrgica apos a
ligadura coronariana. Vale ressaltar que o grupo controle (SHAM) foi submetido
ao mesmo procedimento cirdrgico, exceto pela ligagdo da artéria coronariana.
Apos o procedimento, foi realizado o eletrocardiograma dos animais para a
confirmacédo do infarto (presenca de onda Q em D1, supra desnivelamento do
segmento ST). A partir dessa avaliagéo, os animais foram separados dentro de
2 grupos: grupo SHAM, que sofreu cirurgia ficticia, e o grupo IM, que sofreu o
infarto, conforme descrito no topico 3.3 e confirmado com o eletrocardiograma.
Esses animais foram acomodados em gaiolas com livre acesso a agua e ragao
para recuperagcdo da anestesia em uma sala com temperatura entre 20 e 23
°C.

3.5. Medidas de Parametros Hemodinamicos

ApG6s 7 dias do procedimento cirargico, os animais foram pesados e
anestesiados com uma injecdo contendo gquetamina (50 mg/kg, AGENER,
BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL), via intraperitoneal. A artéria
carétida direita e veia jugular direita foram dissecadas e canuladas com um
cateter de polietileno (PE-50), o qual foi conectado a um transdutor de pressao
(TSD104A-Biopac) acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 36
Byopac System, Inc: CA-PC Pentium 4). O cateter introduzido na veia foi
direcionado ao VD, e quando inserido na artéria, foi conduzido até o VE, a fim

de se realizar os registros das pressdes intraventriculares.

Foram registradas a pressao arterial diastolica (PAD), pressao arterial sistélica
(PAS), presséo sistélica no ventriculo esquerdo (PSVE), pressao diastélica final
do ventriculo esquerdo (PDf VE), presséao sistélica do ventriculo direito (PSD),
pressédo diastolica final do ventriculo direito (PDf VD), freqiiéncia cardiaca (FC)
e a primeira derivada de pressao positiva e negativa do ventriculo direito e do
ventriculo esquerdo (dP/dt+ VE, dP/dt- VE, dP/dt+ VD e dP/dt- VD).

Apos avaliagcdo dos parametros hemodinamicos os animais foram sacrificados
por sobredose anestésica com solucdo de Barbituricos intraperitoneal - 3 vezes

o valor utilizado para dose anestésica Tiopental ou Pentobarbital (80-120
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mg/animal), utilizando lidocaina (10 mg/ml) junto na mesma seringa no
momento da aplicacdo. Em seguida o torax foi aberto para a exposicédo e
remocao dos seguintes érgaos: coracao e pulmdes. Todos esses 6rgaos foram
pesados e corrigidos pelo peso corporal. Além disto, para calcular o percentual
de 4gua no pulméo e figado, esses 6rgéos foram colocados em estufa a 96 °C

por 48 horas e depois pesados novamente.

3.6. Obtencdo das amostras para avaliar a area de Infarto e analise

protedmica

O preparo da amostra (coracdo) para a analise protedmica consistiu nas
seguintes etapas: lavagem com solucdo de Krebs a temperatura ambiente (3x),
seguida com tampéao fosfato-salina pH=7 a 4°C (2x) e por ultimo agua Milli-Q a
4°C (1x), para retirar completamente todo o sangue presente no coracdo. Em
seguida, os atrios e tecidos adjacentes foram removidos e a massa restante do
coracao (ventriculos) foi separada em banho de gelo: ventriculo esquerdo (VE)

e ventriculo direito (VD) (Figura 3).

A avaliacdo do tamanho do infarto foi realizada a partir da medida da &rea de
cicatriz em papel milimetrado (mm?), sendo a cicatriz visualizada por

transiluminacao (Mill et al., 1990).
Em seguida, VE remanescente e VD foram pesados e alocados em criotubos,

0s gquais foram imediatamente imersos em nitrogénio liquido. Posteriormente,

armazenados a — 80°C até o momento da extracdo proteica.
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Figura 3: Fluxograma das etapas experimentais utilizadas na analise
protedmica.

3.7. Obtencao do extrato proteico dos ventriculos e dosagem do contetudo

proteico

Para extracdo das proteinas das amostras (VD e VE), utilizou-se a metodologia
descrita por Burniston (2009), com algumas modificacdes. As amostras de VE
e VD foram maceradas sob atmosfera de nitrogénio liquido em gral de
porcelana e posteriormente homogeneizada em tampéao de lise (8M de uréia,
2M de tiouréia, 40 mM de Tris base, 4% (p/v) de CHAPS e cocktail inibidor de
proteases), na proporcdo de 1:10 (p/v). A mistura obtida foi submetida a
sonicagéao (3 ciclos de 20 segundos, 15 Hz, com intervalos de 20s entre eles),
em banho de gelo a 4°C. Para remog¢&o do material insoltvel do lisado celular,
o homogenato foi centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a -80°C para posterior

analise (Figura 3).

O conteudo proteico das amostras foi determinado utilizando o kit de dosagem

de proteina 2-D Quant Kit, conforme especificagdes do fabricante.
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3.8. Eletroforese bidimensional (2DE)

Antes da analise proteémica por eletroforese bidimensonal em gel diferencial
(2D-DIGE), foi realizado um estudo prévio usando a técnica 2DE corado com
comassie (figura 3). O objetivo dessa etapa foi avaliar a viabilidade de

realizacdo do 2D-DIGE com o pool das amostras dos grupos experimentais.

3.8.1. Focalizacéo isoelétrica (12 dimensao)

Amostras de 100 ug de proteinas soluveis foram diluidas em tampao de
reidratacdo (Destreak-GE) contendo 0,2% de anfdlitos, para um volume final de
125uL. As solugbes resultantes foram transferidas para uma bandeja de
reidratacéo, e sobre estas foram colocadas as IPG strips desidratadas (7 cm,
pH 3-10 NL) durante 12 horas (reidratagdo passiva).

Para a eletrofocalizacao foi utilizado sistema IEFCell (Bio-Rad). As etapas da
focalizacdo isoelétrica foram: 12 etapa: 300V por 3horas; 22 etapa: 4000V por

2horas; 32 etapa: acumulo de 10.000Vh; 42 etapa: 500V por 2horas.

3.8.2. Reducéo e alquilacdo das proteinas eletrofocalizadas

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

ambiente.

3.8.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida - (22 dimenséao)

A segunda dimenséo foi realizada por SDS-PAGE, utilizando o sistema Mini
Protean (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 solucéo
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de agarose 0,5% preparada no tampéao de corrida (tampéo Tris/Glicina/SDS,

pH 8,8). A eletroforese foi conduzida a 30 mA/gel até o término da corrida.

Decorrido o tempo da eletroforese, o gel foi retirado da placa e submetido a
coloracdo pelo método Coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250) de acordo
com Neuhoff e colaboradores (1988) com algumas modificagdes. Inicialmente o
gel foi incubado trés vezes (30 minutos cada) com solugdo a 2% de acido
ortofosférico em etanol 30%. Em seguida, foi lavado trés vezes (10 minutos
cada) com solucdo a 2% de acido ortofosférico. Posteriormente, o gel foi
incubado por 30 minutos em solugdo A&cido ortofosforico/sulfato de
amonio/etanol (2%:12%:18%), e, em seguida, corado durante 5 dias pela
adicdo de Coomassie G-250 na solucdo acima para concentracédo final 0,01%
do corante. O excesso do corante foi removido do gel com solucdo de etanol
20%.

3.8.4. Aquisicdao, processamento e analise das imagens

Para obtencdo das imagens, os géis bidimensionais foram digitalizados
utilizando scanner ImageScanner Ill (GE Healthcare Life Sciences) no modo de
transmissao calibrado. Foram obtidos géis bidimensionais do VE e VD de
quatro animais de cada grupo, perfazendo um total de 16 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
inspecéo visual e reeditada quando necessario.

ApOs normalizacdo da intensidade de cada spot em % do volume total dos
spots, utilizando a equacdo descrita abaixo, foram realizadas as analises
guantitativas para a identificacdo de spots com diferentes intensidades de

expressao proteica.

Vol

% Vol = % 100

n

Z Vol,
=1

Onde:

Vol = &rea da base do pico do spot (a 75% do cume) x intensidade do spot.
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Vols € o volume do spot em um gel contendo n spots.

3.9. Eletroforese diferencial em gel bidimensional (2D-DIGE)

3.9.1. Marcagéao das amostras com os corantes fluorescentes

Os extratos proteicos obtidos de amostras de VE e VD dos animais foram
agrupados formando um pool para cada grupo. Amostras de cada pool foram
marcados com os corantes fluoréforos (CyDye) de acordo com as indicacdes
do fabricante (GE Healthcare), mostradas na tabela 1. As amostras (50uQ)
foram alternativamente marcadas com 400 pmol de corantes fluorescentes
cianinicos (Cy3 ou Cy5). Uma mistura com quantidades iguais das amostras
analisadas, perfazento um total de 50 pg, foi marcada com 400 pmol de Cy2,
utilizada como normalizador (marcagéo das amostras foi combinada de acordo
com o desenho experimental apresentado na tabela 1). Apos 30 minutos de
incubacéo, a reacédo foi paralisada pela adicdo de 1uL de solucéo de lisina 10
mM por 10 minutos. Essas etapas foram realizadas no escuro e em banho de
gelo.

Tabela 1: Desenho experimental do 2D-DIGE

Fluor6foro / amostra

Gel Cy3 Cy5 Cy2

1 VDS VES VDS +VES+VEI +VDI
2 VES VDI VDS +VES+VEI +VDI
3 VEI VDS VDS +VES+VEI +VDI
4 VDI VES VDS +VES+VEI +VDI
5 VDS VEI VDS +VES+VEI +VDI
6 VDI VEI VDS +VES+VEI +VDI

VDS: VD dos animais pertencentes ao grupo SHAM; VES: VE dos animais pertencentes ao grupo SHAM,;
VDI: VD dos animais pertencentes ao grupo IM; VEI: VE dos animais pertencentes ao grupo IM.

3.9.2. Primeira Dimenséo - Focalizacao Isoelétrica

Aliguotas das amostras marcadas (conforme o item anterior) foram diluidas em

tampao de reidratacdo (Destreak) contendo 1,5% de anfdlitos e 800ug de
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extrato protéico ndo marcado (carregamento da amostra) para posterior
coloragdo com Coomassie, perfazendo um volume final de 340 pL. Em
seguida, foram transferidas para bandeja de reidratagdo e as “IPG strip”
desidratadas (18 cm, pH 3-10 NL) foram colocadas em contato com essa
solucdo, permanecendo sobre estas durante 30 minutos. Posteriormente,
foram realizadas as etapas de reidratacdo passiva (12 horas a 20°C) e
focalizacao isoelétrica (12 etapa: 300 V por 3 horas; 22 etapa: aumento gradual
da voltagem, por rampa rapida, ate 10.000 V em 2 horas; 32 etapa: acumulo de
60.000 Vh; 42 etapa: 500 V por 5 horas) no sistema Ettan IPGphor 3 Isoelectric
Focusing System (GE Healthcare life sciences) a 20°C, com corrente maxima
de 50 mA/IPG strip.

3.9.3. Segunda Dimensao - SDS-PAGE

ApOs a primeira dimensdo, as proteinas eletrofocalizadas no gel foram
submetidas a reducdo e alquilacdo. O processo consistiu de incubacéo
sequenciada com: (i) tampao de equilibrio (50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M de
ureia, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS e 0,002% de azul de bromofenol)
contendo 10 mg/mL de DTT, durante 15 minutos; e (ii) tampao de equilibrio
contendo 25 mg/mL de iodoacetamida durante 15 minutos. Em seguida, foi
realizada a segunda dimensdo em sistema SDS-PAGE de acordo com
Laemmili (1970), utilizando o sistema Ettan DaltSix com placas de vidro de
baixa fluorescéncia (GE Healthcare). As IPG strips contendo as proteinas
reduzidas e alquiladas foram transferidas para superficie do gel de
poliacrilamida (12%) e seladas com solucdo de agarose 0,5% preparada em
tampao Tris/Glicina/SDS (TGS). A migracdo das proteinas ocorreu a 30mA/gel
por 1 hora e, em seguida, a 75mA/gel até o termino da corrida.

3.9.4. Processamento de Imagens e Analise Estatistica
Apoés a 22 dimensao, os géis foram digitalizados no scanner Typhoon FLA 9000

(GE Healthcare) nos comprimentos de ondas de 488/520 nm (excitacdo e
emissao) para o Cy2, 532/580 nm (excitacdo e emissao) para o Cy3 e 633/670
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nm (excitacdo e emissao) para o Cy5. Essa etapa foi realizada no Laboratoério

Multiusuério do Departamento de Bioquimica da UFMG.

As imagens dos géis foram analisadas pelo software DeCyder 7.0 (GE
Healthcare Life Sciences). A autenticidade de cada spot foi validada por
inspecdo visual e editada quando necesséario. A diferenca quantitativa na
intensidade dos spots foi determinada pelo teste estatistico t-student,
assumindo significancia estatistica a< 0,05. Essa anadlise foi realizada via
acesso remoto ao computador do laboratério da Profe. Dr2. Hélida Monteiro de

Andrade (Departamento de Parasitologia da UFMG).

Posteriormente, os géis DIGE foram corados com Coomassie coloidal (Brilliant
Blue G-250) segundo a metodologia proposta por Neuhoff e colaboradores

(1988) para permitir a detec¢ao visual dos spots.

3.10. Identificacdo das proteinas

Os spots proteicos com diferentes intensidades entre os grupos analisados

foram selecionados para identificacéo por espectrometria de massa.

3.10.1. Digestdo das proteinas, extracdo dos peptideos e analise por

espectrometria de massa

Os spots protéicos selecionados foram manualmente removidos do gel,
fragmentados e, posteriormente descorados com 400 pL de solugdo de
acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 (trés etapas de
15 minutos cada, sob agitacdo). Apds a remocdo do descorante, 0S spots
foram tratados com 200 pL de acetonitrila P.A. até o gel se tornar opaco. Este
solvente foi removido da amostra por concentracao a vacuo (concentrador plus,
Eppendorff). Posteriormente, os fragmentos dos géis foram reidratados com 10
ML de solugdo de bicarbonato de amoénio 50 mM, contendo 20 ng/uL de
tripsina. Apdés 30 minutos em banho de gelo, 20 uL de solugdo de bicarbonato
de aménio 50 mM foram adicionados para manter os pedacos de gel Uumido

durante a digestéo triptica (37°C por 16 horas). Em seguida, a solu¢cdo néo

37



incorporada ao gel foi recolhida e os pedacos do gel foram submetidos a
lavagens sucessivas com 30 pL de solugao de acido férmico 5% em acetonitrila
50% (duas etapas de 30 minutos cada, sob agitacdo) para completa remocéao
dos fragmentos tripticos. As trés solucdes forma agrupadas e o volume
resultante foi reduzido por concentrador a vacuo, até aproximadamente 10 pL.
Posteriormente as amostras obtidas foram dessalinizadas em micro coluna Zip-
Tip (resina C18; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA) equilibrada com &cido
trifluoracético (TFA) 0,1%. Os fragmentos da hidrolise triptica foram eluidos da
resina em 6 uL de solugdo de acetonitrila 50%, contendo 0,1% de TFA
(Vergote, Bouchut et al., 2005). Um fragmento do gel em uma regido sem spot
protéico e um fragmento do gel correspondente a albumina bovina (BSA) do
padrdo de peso molecular foram utilizados, respectivamente, como controle

negativo e positivo para as analises.

Aliquotas de 0,5 yL de amostras dessalinizadas foram aplicadas na placa do
sistema MALDI-TOF-TOF AB Sciex 5800 (AB Sciex, Foster City, CA) e co-
cristalizada com 0,25 uL de solugao saturada da matrix (5 mg/mL de CHCA em

acetonitrila 70% / TFA 0,1%) a temperatura ambiente.

Os espectros de MS e MS/MS foram obtidos no sistema MALDI-ToF-ToF AB
Sciex 5800 (AB Sciex, Foster City, CA), operando no modo positivo/refletor
para assegurar uma melhor acuracia e resolucdo. A calibracdo externa do
modo MS foi realizada utilizando a mistura de cinco peptideos: des-Argl-
Bradicinina (m/z = 904,468), angiotensina | (m/z 1296,685), Glul-
fibrinopeptideo B (m/z = 1570,677), ACTH (18-39) (m/z = 2465,199) e ACTH

(7-38 clip) (m/z = 3657,929). Similarmente, a calibracdo externa do modo

MS/MS foi realizada in tandem, utilizando os fragmentos ionizados com massas
conhecidas gerados a partir do Glul-fibrinopeptideo B. Os 15 ions com sinais
mais intensos no MS, e com razédo sinal/ruido acima de 2, foram selecionados
como precursor para aquisicdo do MS/MS. Durante a analise de MS e MS/MS
foi aplicado uma lista de exclusdo referente as massas oriundas dos
fragmentos tripticos de tripsina e queratina. Para gerar a lista de massas
(peaklist) detectadas pelo aparelho foi utilizado a ferramenta “peaks to mascot”

presente no software Explore do sistema ABSciex 5800. Para esta analise
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foram estabelecidos os seguintes critérios: razao sinal/ruido = 2; e area minima

do pico de 10.

3.10.2. 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®. Score global do MASCOT® correspondente a significancia
estatistica de p<0,05 foi utilizado para validacao da identificacdo das proteinas,
quando estas apresentavam homologia com Rattus novergicus. A
categorizacao funcional das proteinas identificadas foi realizada por meio das
anotacdes dos processos bioldgicos e funcées moleculares obtidas nos bancos
de dados do Gene Ontology (GO) e PANTHER para Rattus norvegicus.

3.11. Andlise das interacdes proteina-proteina (Banco de Dados -
STRING)

STRING é um banco de dados de interacbes proteina-proteina conhecidas e

previstas. As proteinas identificadas foram carregadas nessa base de dados

(http://string-db.org/) para identificar essas possiveis interacdes. Nessa
verificacdo, foram utilizados os cddigos das proteinas identificadas fornecidas

pelo banco de dados do Uniprot (www.uniprot.org), referentes ao Rattus

novergicus, e foi considerado o score de interacdo minimo considerado foi
0.900 de confianca. As proteinas que apresentaram interacdes entre si foram
agrupadas de acordo com a classificacao funcional das mesmas e as que néo

apresentaram nenhuma interacéo foram excluidas da analise.

3.12. Validagédo da anélise protedmica

Os resultados obtidos por espectrometria de massa foram validados pela

verificacdo da expressao protéica da desmina por meio de Western blotting.
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Amostras (25 pg de proteina) foram aplicadas em gel SDS-PAGE de
concentragdo 12% para andlise da desmina, de acordo Laemmli (1970). Apos
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
(Amersham, GE Healthcare, UK) sob uma tensao de 24V a 4 °C overnight. Em
seguida, as membranas foram bloqueadas por 4-6 horas, a temperatura
ambiente, com solucdo de bloqueio (PBS-Tween 0,1% acrescido de 5% de leite

em po6 desnatado) sob constante agitacdo mecanica.

Apébs o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-Desmina
(Santa Cruz, EUA) a diluicbes de 1:500, overnight a 4°C. Apds lavagem com
TBS-Tween 0,1% durante 5 min (3 vezes), as membranas foram incubadas
com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (diluicdo 1:5000) em
solucdo de bloqueio. Foi utilizada substancia quimioluminescente (ECL Plus,
Amersham™, GE Healthcare, UK) para revelacédo das bandas imunorreativas
pelo ChemiDoc (Bio-Rad).

A intensidade dos sinais de desmina foi processada pelo programa Image Lab
Software (Bio-Rad) e quantificadas em éareas delimitadas de igual tamanho e

expressas como unidades arbitrarias.

O carregamento das proteinas foi confirmado pela coloracdo das membranas
por Ponceau vermelho (0,1% Ponceau vermelho, 5% &cido acético (v/v) -
Sigma-Aldrich).

3.13. Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
A andlise da reprodutibilidade dos géis foi realizada com auxilio do software
Image Master 2D Platinun v 7.05. As demais analises foram feitas com o auxilio
do software GraphPad Prism 5.0. Comparagbes entre duas médias
independentes foram realizadas usando o teste t de Student. A diferenca
guantitativa na intensidade dos spots foi determinada pelo teste estatistico t-

student, assumindo significancia estatistica a< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Medidas Ponderais e Hemodinamicas

Os parametros ponderais dos animais 7 dias apdés a cirurgia estdo
apresentados na Tabela 2. O peso corporal foi semelhante entre os dois grupos
analisados. A relacdo VD/PC e VE/ PC foi significativamente maior no grupo IM
em relacdo ao grupo SHAM, da mesma forma que o peso do pulméo e a sua

relacdo pulméo/ PC. A area de infarto média do grupo IM foi de 46% * 2%.

Tabela 2: Parametros morfométricos avaliados sete dias apds a cirurgia

SHAM IM

(n=8) (n=8)
PC (9) 286 £ 5 255+ 13
VD (mg) 261 +18 299 + 18
VD/PC (mg/g) 0,91 + 0,05 1,20 +0,11*
VE (mg) 680 + 21 697 + 38
VE /PC (mg/g) 2,38 £ 0,07 2,75+ 0,13
Pulméo (9g) 1,35+ 0,06 2,12 + 0,19**
Pulméo/PC (mg/g) 4,75 + 0,25 8,46 = 0,79**
% Agua no Pulméo 80,17+ 0,98 80,23 + 0,67
Cicatriz (mg) - 182 + 18
Cicatriz (%) - 46 + 2

PC, peso corporal final; Valores expressos como a média + EPM. * P < 0,05 vs SHAM. ** P<
0,01 vs SHAM.

A tabela 3 resume os resultados obtidos por meio de registro pressérico por
cateterismo arterial “in vivo” (medidas hemodindmicas), para avaliacdo da

funcéo ventricular esquerda e direita.

N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos em relacao a frequéncia
cardiaca e presséo arterial diastolica. A pressao arterial sistolica, presséo
sistélica ventricular esquerda, dP/dt+ e dP/dt- foram significativamente

reduzidas apés o infarto no VE. Enquanto que a PDfVE foi maior nos grupos
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infartados em relacdo ao grupo SHAM. Sobre a pressao no VD, tanto a PSVD
quanto a PDfVD foram significativamente maiores no grupo IM comparado ao
SHAM. Enquanto que dP/dt+ e dP/dt- do VD né&o tiveram diferencas

significativas entre os grupos avaliados (tabela 3).

A tabela 4 mostra os parametros hemodinamicos e ponderais dos animais
infartados classificados como insuficientes utilizados na andlise protedmica, 0s
quais apresentaram no minimo dois dos critérios descritos a seguir: PDfVE =
15 mmHg; aumento de + 2 desvios padrdo da razdo do peso do pulméo e o
peso corporal em relacdo ao grupo SHAM (PP/PCc = PP/PCspam + 2 DS) € a
presenca de hipertrofia do VD calculada pelo aumento de + 2 desvios padrao
da razdo do peso do VD e peso corporal (VD/PC 2 VD/PC__ + 2 DS),

juntamente com uma reducdo nos indices de contratilidade e relaxamento do
VE (Pereira et al., 2005; Faria et al., 2011).

Tabela 3: Parametros hemodinamicos avaliados sete dias apés a cirurgia:

SHAM IM

(n=8) (n=8)
FC (bpm) 213+6 2317
PAM (mmHg) 100 £ 3 91 + 3*
PAS (mmHg) 118+ 4 101 + 3**
PAD (mmHg) 85+3 81+3
PSVE (mmHgQ) 122 +3 106 + 3**
PDfVE (mmHg) 6+1 16 + 2%*
dP/dt + VE(mmHg/seq) 3938 + 277 2907 + 136**
dP/dt —=VE (mmHg/seq) -3017 £ 174 -2172 + 106**
PSVD (mmHg) 31+1 42 + 2%+
PDfVD (mmHg) 4+1 Q + 1*
dP/dt +VD (mmHg/seq) 981 + 115 927 +44
dP/dt —=VD (mmHg/seq) -740 + 46 -898 + 68

FC, freqliéncia cardiaca; PAM, pressdo arterial média; PAS, pressdo arterial sistélica; PAD,
pressao arterial diastélica; PSVE, presséo sistélica do ventriculo esquerdo; PDfVE, presséo
diastolica final do ventriculo esquerdo; dP/dt derivada maxima de pressdo; PSVE, pressao
sistolica do ventriculo direito; PDfVE, pressédo diastolica final do ventriculo direito; Valores
expressos como a média + EPM. * P < 0,05 vs SHAM. ** P< 0,01 vs SHAM.
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Tabela 4: Parametros hemodinamicos e ponderais dos animais infartados

classificados como insuficientes utilizados na analise protedmica:

Rato Rato Rato Rato
1 2 3 4
Pulméo/PC (mg/g) 11,0 10,0 7,0 10,0
VD/PC (mg/qg) 2,0 1,0 1,0 1,0
PDfVE (mmHg) 17 20 15 22
dP/dt + VE(mmHg/seq) 2501 3168 2388 3146
dP/dt -VE (mmHg/seq) -1881 -2498 -2041 -2561

PDfVE, presséo diastélica final do ventriculo esquerdo; dP/dt derivada maxima de presséo;
PSVE, presséo sistélica do ventriculo direito; PDfVE, presséo diastolica final do ventriculo
direito.

4.2. Andlise Protedmica:

4.2.1. Eletroferese Bidimensional (2D-Coomassie):

Os animais infartados selecionados para a analise protedmica foram os que

tiveram sinais de IC, os quais seguiram os critérios acima descritos.
Para esta analise preliminar, 14 géis bidimensionais foram analisados: 7 géis

do grupo IM, sendo 3 géis do VD e 4 do VE e 7 géis do grupo SHAM, 4 géis do
VD e 3 géis do VE, para a analise proteémica (Figuras 4,5,6 e 7).
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Figura 4. Perfil protéico de amostras de VD dos animais do grupo IM. Amostras
de 100ug de proteinas soluveis foram focalizadas em “IPG strip” pH 3-10 NL de 7 cm.
As proteinas eletrofocalizadas foram separadas na segunda dimenséo utilizando SDS-

PAGE 12,5%.

i .

-

Figura 5: Perfil protéico de amostras de VE dos animais do grupo IM. Amostras
de 100ug de proteinas soluveis foram focalizadas em “IPG strip” pH 3-10 NL de 7 cm.
As proteinas eletrofocalizadas foram separadas na segunda dimenséao utilizando SDS-

PAGE 12,5%.
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Figura 6: Perfil protéico de amostras de VD dos animais do grupo SHAM .
Amostras de 100ug de proteinas soluveis foram focalizadas em “IPG strip” pH 3-10 NL
de 7 cm. As proteinas eletrofocalizadas foram separadas na segunda dimensédo
utilizando SDS-PAGE 12,5%.

Figura 7: Perfil protéico de amostras de VE dos animais do grupo SHAM.
Amostras de 100ug de proteinas soluveis foram focalizadas em “IPG strip” pH 3-10 NL
de 7 cm. As proteinas eletrofocalizadas foram separadas na segunda dimensédo
utilizando SDS-PAGE 12,5%.

As imagens dos géis foram analisadas pelo software Image Master 2D Platinun

v 7.05 (GE Healthcare Life Sciences). Nesta analise foram utilizados 14 géis.
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O gel que apresentou o maior numero de spots de cada subgrupo foi escolhido
como o gel de referéncia (VDS2, VES1, VDI4 e VEI1). O coeficiente de
correlacdo entre o gel referéncia com os demais de cada grupo variou entre
0,91-0,96. A equacao da regressao linear correlacionando os spots estd na
Tabela 5.

Na equacéo y = slope *x + offset, o primeiro membro da equacao indica o
quanto em média os volumes dos spots sdo maiores (>1) ou menores (<1) que
o volume do respectivo spot no gel de referéncia. O segundo membro da
equacao representa, por meio de uma unidade relativa, o deslocamento médio

dos spots em relacéo aos respectivos spots no gel de referéncia.

Tabela 5: Andlise de reprodutibilidade das imagens dos géis intra-grupos. As

imagens foram relacionadas com a imagem do gel de referéncia de cada

grupo.

Relacdo entre os géis Equacéo Coeficiente de correlacéo
VDS2 x VDS1 y=1.14x - 0,0828 0,92
VDS2 x VDS3 y=1,03x - 0,0465 0,93
VDS2 x VDS4 y=0,962x - 0,0161 0,91

VDI4 x VDI2 y=0,965x - 0,00231 0,92
VDI4 x VDI3 y=0,904x - 0,00923 0,95
VES1 x VES2 y=0,966x - 0,00377 0,96
VES1 x VES4 y=1,08x - 0,0501 0,94
VEI1 x VEI2 y=1,06x - 0,0388 0,92
VEI1 x VEI3 y=0,902x - 0,0441 0,94
VEI1 x VEI4 y=0,895x - 0,0309 0,93

Estes dados mostram que os perfis protéicos obtidos apresentaram elevada
reprodutibilidade dentro de cada grupo, em termos do namero total, intensidade

e posicéao relativa dos spots proteicos.

4.2.2. Eletroforese Diferencial em Gel Bidimensional (2D- DIGE):

A imagem dos 6 géis 2D-DIGE foram analisadas pelo software Decyder 7.0, o
qgual mostrou que os perfis proteicos obtidos foram altamente reprodutiveis em

termos de numero total de spots e posicao relativa.
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A andlise das imagens detectou média de 1093 + 60 spots corados pelos
CyDyes por gel. Os géis representativos da analise proteémica comparativa
2D-DIGE do VE e do VD entre os grupos SHAM e IM s&o mostrados nas
figuras 8 e 9.

Gel 1: Cy5- VES Gel 1: Cy2- Padrdo interno

Gel 2: Cy5- VDI Gel 2: Cy2- Padréo interno Gel 2: éy3- A=

Gel 3: Cy5- VDS Gel 3: Cv2- Padrdo interno

Figura 8: Imagem dos géis da analise prote6mica comparativa 2D-DIGE dos
ventriculos do grupo SHAM e o grupo IM (Géis 1,2,3).
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Gel 4: Cy5- VES Gel 4: Cy2- Padro interno % Gel 4: Cy3- VEI

Gel 5: Cy5- VEI Gel 5: Cy2- Padréo interno Gel 5: Cy3- VEI

Gel 6: Cy5- VEI Gel 6: Cy2- Padrdo interno

Figura 9: Imagem dos géis da analise protebmica comparativa 2D-DIGE dos
ventriculos do grupo SHAM e o grupo IM (Géis 4,5,6).

Foram considerados os seguintes critérios para inferir diferenca na intensidade
relativa de um spot: deteccdo de forma consistente em todas as replicatas
experimentais e significAncia estatistica (a< 0,05) entre os grupos. Utilizando
esses critérios foram detectados 20 spots diferencialmente expressos no
ventriculo direito e 11 spots no ventriculo esquerdo na comparagdo entre 0s
grupos SHAM e IM. Desses 20 spots, 12 (60%) apresentaram maior
intensidade relativa no grupo IM (VDI) e os demais 8 spots (40%) menor
intensidade nesse grupo comparado ao SHAM (VDS). No VE, dos 11 spots,

apenas 3 spots (27,3%) tiveram maior intensidade relativa e 8 (72,7%) menor
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intensidade no grupo IM (VEI) comparado ao grupo SHAM (VES). Foram
removidos dos géis 30 spots bem definidos, pois um desses spots era comum
aos grupos analisados, os quais foram processados para a identificacdo

proteica por espectrometria de massas em MALDI-TOF-TOF.

A combinagéo dos espectros de massas resultantes (MS e MS/MS) foi utilizada
para a identificacdo das proteinas, por meio de busca no banco de dados do
NCBInr pelo software MASCOT®. Dentre os 30 spots proteicos, 14 foram
identificados com sucesso. Desses 14, 13 séo proteinas nao redundantes, pois
uma das proteinas foi encontrada em dois spots. A tabela 6 mostra a
identidade proteica e a figura 10, a localizagdo dos mesmos no gel.

A categorizacdo funcional das proteinas identificadas foi feita a partir das
anotacoes de trés bancos de dados: GENE Ontology
(http://www.geneontology.org/); PANTHER  (http://www.pantherdb.org/) e
Uniprot (www.uniprot.com). As proteinas identificadas pertencem a varias
classes funcionais, incluindo metabolismo (carboidratos, lipideos, aminoacidos
e fosforilagdo oxidativa), proteinas de choque térmico, contragdo muscular e
proteinas estruturais (tabela 6 e figura 10).

As proteinas identificadas também foram analisadas no programa STRING,
uma ferramenta de bioinforméatica usada para obter possiveis interacdes
existentes proteina-proteina. Os resultados dessa andlise sdo representados
pela figura 11, a qual mostra a rede de interacdes das proteinas, agrupadas
(clusterizadas) de acordo com suas classificacdes funcionais. Na tabela 7,

encontram-se a identificac@o das proteinas analisadas nesse programa.
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Tabela 6: Identidade dos “spots” proteicos com intensidades diferentes (p<0,05) entre os grupos IM e SHAM identificados por MS e
MS/MS. Homologia com a taxonomia Rattus norvegicus.

RV LV
Function / spot ID Protein MwW Mascot i%%i?gcg M/ P, Mml/ P, Pentide Sequences
2 (gi)° (KDa)  Score® g SHAM  ttest  SHAM t test P q
(%) N e
Ratio Ratio
Heat shock
proteins
Heat shock coanate 71 kDa brotein R.TTPSYVAFTDTER.L; K.TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q
1 ( i193242237] P 71 395 11% +1.66 0.026 - - K.DAGTIAGLNVLR.I; K.STAGDTHLGGEDFDNR.M;
R.FEELNADLFR.G
1* +1.34 0.033 - -
alpha cristallin B chain o ) R.QDEHGFISR.E; R.RPFFPFHSPSR.L; R APSWIDTGLSEMR.M;

50 (qil16905067) 20 139 14% *148 0041 - R.APSWIDTGLSEMR.M + Oxidation (M)

TCA cycle
Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component of K.NDVITVQTPAFAESVTEGDVR.W; K.VEGGTPLFTLR.K;
11 2-oxoglutarate dehydrogenase 49 315 14% +1.23 0.041 - - R.DYIDISVAVATPR.G; R.GLVVPVIR.N; R.NVETMNYADIER.T;
complex, mitochondrial R.EAVTFLR.K
(9i195927000)
Metabolism fatty
acid
11 Propionyl-CoA carboxylase beta 59 79 5% 134 0.017 - - K.NIVIGFAR.M; K.FANPFPAAVR.G; R.GFVDDIIQPSSTR.A
chain, mitochondrial
(0i|129686)
Acyl-CoA dehydrogenase precursor
24 short-chain-specific 44 94 9% -1.32 0.017 -1.78 0.041 K.LADMALALESAR.L;R.ASSTANLIFEDCR.I; R.ITEIYEGTSEIQR.L
(gil111334)
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA R.IAWYLR.D; K.INLIYSR.D; R.SLVNELTFTARK;
32 isomerase, mitochondrial 36 317 11% -1.45 0.041 -1.61 0.0072 R.YCTQDAFFQVK.E; K.EVDVGLAADVGTLQR.L;
(0i|12018256) K.RIPEEVSDHNYESIQVTSAQK.H

Metabolism
amino acid
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http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C57580;px=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009062
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009062
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C129686;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C111334;px=1

RV LV
Function / spot ID Protein MwW Mascot ii%léfgcg M/ P, MI/ P, Pentide Sequences
2 (gi)° (KDa)  Score® ) g SHAM  ttest  SHAM t test P q
° Ratio® Ratio®
Propionyl-CoA carboxylase beta
11 chain, mitochondrial 59 79 5% -1.34 0.017 - - K.NIVIGFAR.M; K.FANPFPAAVR.G; R.GFVDDIIQPSSTR.A
(0il129686)
Glycolysis
Alpha-enolase o ) ) ) K.KLNVVEQEK.I; RIGAEVYHNLK.N; R.GNPTVEVDLYTAK.G;
12 (qil158186649) 47 364 14% L4l 0.021 R.YITPDQLADLYK.S; R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
53 G'ycerzfﬁ)t‘é’gz;’;zgsr’hate 36 171 8% - - 201 0.0085 R.VPTPNVSVVDLTCR.L; K.LISWYDNEYGYSNR.V
(qi|56188)
Pﬁ‘r‘;atgndeﬁt‘ﬁrggg?abfﬁaEl K.VVSPWNSEDAK.G; K.EGIECEVINLR.T; IMEGPAFNFLDAPAVR.V
15 mitoF::hon drial DrecUrsor 39 191 15% - - +1.29 0.047 + Oxidation (M); TIRPMDIEAIEASVMK.T + 2 Oxidation (M);
q 56090293) TYYMSAGLQPVPIVFR.G + Oxidation (M)
ETC
Cytochrome b-c1 complex subunit R.SLLTYGR.R; K.NRPGNALEK.E; R.TDLTDYLSR.H;
54 1, mitochondrial 53 297 11% -1.26 0.029 - - R.IPLAEWESR.I; R.IEEVDAQMVR.E; R.RIPLAEWESR.I;
(0il51948476) K.EVESIGAHLNAYSTR.E
Ubiquinol-cytochrome c redutase,
Ryeske iron-sulfur polypeptide 1, . ) ) K.VPDFSDYR.R; K.VPDFSDYRR.A; R.GKPLFVR.H;
48 isoform CRA_c 28 245 9% *123 0029 K.EIDQEAAVEVSQLR.D
(0il149045287)
Cytoskeleton and
associated
proteins
Desmin . K.VELQELNDR.F; R.FLEQQNAALAAEVNR.L; R.DNLIDDLQR.L;
59 (0il11968118) 53 ar2 19% *125 0052 +161 0.041 K.LQEEIQLR.E; R.EEAENNLAAFR.A; R.FASEASGYQDNIAR.L
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http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C129686;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C56188;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C56090293;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C51948476;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C149045287;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C11968118;px=1

RV Lv
Function / spot ID Protein MwW Mascot ii%léfgcs M/ P, MI/ P, Pentide Sequences
2 (gi)° (KDa)  Score® g SHAM  ttest  SHAM t test P q
(%) A A
Ratio Ratio
Miscellaneous
functions
Creatine kinase M-tvpe K.FEEILTR.L; K.DLFDPIIQDR.H; K.LSVEALNSLTGEFK.G;
22 (Gil6671762) yp 43 522 26% -1.26 0.025 -2.25 0.0072 K.SFLVWVNEEDHLR.V; R.LGSSEVEQVQLVVDGVK.L;
96671762 R.GTGGVDTAAVGAVFDISNADR.L
Proteasome activator complex
subunit 1 o )
35 (qil61098214) 29 98 9% -1.30 0.017 -

21D, identificag&o dos spots proteicos.

K.IVVLLOR.L; K.QPHVGDYR.Q; R.IEDGNNFGVAVQEK.V

® Os nuimeros de acesso (gi) correspondem ao cédigo identificador obtido no NCBI Geninfo.

“Mascot score proteico com significancia estatistica (p<0.05) na homologia e identidade da proteina.

“Ratio DIGE (abundancia relativa do VDI sobre VDS).
° Ratio DIGE (abundancia relativa do VEI sobre VES).
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http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C6671762;px=1
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160314%2FF011847.dat;_msresflags=3138;_msresflags2=10;ave_thresh=33;db_idx=1;hit=gi%7C61098214;px=1

Figura 10: Gel representativo mostrando a localizacdo dos spots que foram
identificados no MALDI-TOF-TOF- imagem resultante da sobreposi¢cdo das imagens
obtidas do Cy3, Cy2 e Cy5 de um mesmo gel.
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Miscellaneous Functions
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I: Metabolism Amino Acids
i

Figura 11: Rede de interacdes das proteinas identificadas e agrupamento de
acordo com suas classificagdes funcionais por meio do programa STRING. As
linhas representam interacdes existentes entre as proteinas (linha fina representa

apenas uma interacao e linha grossa representa mais de uma interagéo).

Tabela 7: Identidade das proteinas analisadas no programa STRING:

Protein
Heat shock cognate 71 kDa protein
alpha cristallin B chain
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial
Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial
Acyl-CoA dehydrogenase precursor short-chain-specific
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial
Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial precursor
Alpha-enolase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial
Ubiquinol-cytochrome c redutase, Ryeske iron-sulfur polypeptide 1, isoform CRA_c¢
Desmin
Creatine kinase M-type
Proteasome activator complex subunit 1

siglaID
ENSRNOG00000032585
Cryab
Dlst
Pech
Acads
Echl
Pcch
Pdhb
Enol
Gapdh
Ugerel
NI
Des
CKm
Psmel
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4.3. Validagéo daintensidade da desmina

Os resultados encontrados na analise protedmica de pool das amostras foram
validados em amostras individuais por blotting da desmina no VE e VD dos

animais analisados no estudo protedmico.

A figura 12 mostra o blotting da desmina no VE e VD. Semelhante a analise do
2D-DIGE, foi observado um aumento na intensidade da desmina no VE quanto

no VD dos animais infartados com sinais de insuficiéncia.

(A) (B)

Blotting VE - DESMINA Blotting VD- DESMINA
80+ -
80 - ..
= —T—

da banda
&

8
Intesidade relativa
da banda
8

Intesidade relativa

04 T 0= T
SHAM M SHAM M
L 1 ) L -
Y Y Y Y
SHAM IM SHAM IM

Figura 12. Avaliacdo da expresséo proteica da desmina no VE e VD 7 dias ap0s o
infarto. (A) Gréfico representando a andlise densitométrica das bandas de desmina no
VE. (B) Gréfico representando a andlise densitométrica das bandas de desmina no VD
(C) Membrana corada com Ponceau- desmina no VE. (D) Membrana corada com
Ponceau- desmina no VD. Valores expressos como a média £ EPM (n=4). **P < 0,001
vs SHAM.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC) poés-infarto do miocardio é
caracterizado por alteracfes progressivas na estrutura e funcionamento dos
ventriculos (remodelamento ventricular- RV). Embora as alteracdes estruturais
e histoldgicas pods-infarto estejam bem documentadas, o0s mecanismos
moleculares que envolvem remodelamento pds- infarto ainda permanecem por

serem investigados.

Considerando que mudancas fenotipicas podem ser correlacionadas com
alteracdes no perfil proteico e as técnicas prote6micas — atualmente - tém sido
consideradas poderosas “approach” para avaliar altera¢cdes de forma global no
remodelamento proteico, o que tem contribuido na elucidacdo de diversos
mecanismos fisiopatologicos (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Mitra et al.,
2014; Cubedo et al., 2016). Muitos trabalhos usando técnicas protedmicas
tentam aprofundar os conhecimentos sobre alteracdes no proteoma cardiaco
em uma gama de doencas cardiovasculares (McGregor e Dunn, 2006), n&o
somente usando diferentes modelos animais ou amostras de tecidos (Silbiger
et al., 2011; Haas et al., 2011; Chowdhury et al., 2013), mas também avaliando
alteracbes proteicas em tempos especificos da progressdo da doenca
(Cieniewski-Bernard et al., 2008).

Considerando que o VE € a camara cardiaca mais prejudicada no infarto, o
alvo dos estudos sobre alteracdes cardiacas sdo focados principalmente nesta
camara (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Juan et al., 2012; Mitra et al., 2014;
Cubedo et al., 2016). No entanto, poucos sao estudos tém sido realizados para
estudar a fase precoce do IM no desenvolvimento da IC, bem como

remodelamento ventricular pos-injuria, principalmente no que se refere ao VD.

Neste trabalho, com objetivo de identificar marcadores teciduais cardiacos
presentes no remodelamento do VD e VE, foi realizada analise protedmica de
amostras de VD e VE de ratos infartados e ja apresentando sinais de
insuficiéncia cardiaca. O modelo de infarto usado neste trabalho foi aquele

induzido por oclusdo da artéria coronaria esquerda em ratos - técnica ja
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preconizada e amplamente usada para estudo de doencas que afetam o
sistema cardiovascular (Pfeffer et al., 1979; Mill et al., 1990; Baldo et al., 2008).

Diferencas no proteoma do VE ja foram mostradas em diversas condi¢cdes
patologicas e em tempos diferentes, infarto do miocardio, 4 semanas apos
oclusdo da coronaria esquerda (Juan et al.,, 2012); 10 dias poés-cirurgia de
oclusdo (Mitra et al., 2014); insuficiéncia cardiaca, 2 meses pos-infarto
(Cieniewski-Bernard et al., 2008); modelo de isquemia-reperfusdo (Cadete et
al., 2012). Entretanto, nossos resultados relativos ao remodelamento proteico

do VD no pés-infarto séo inéditos.

A presenca de IC nos ratos foi confirmada e caracterizada por mensuracdes
de parametros ponderais e hemodinamicos. Conforme j& descrito na literatura,
com 7 dias pos-infarto ja € possivel detectar alteracbes morfo-funcionais no
coracao (Bernard et al., 2008; Toldo et al., 2011), como: hipetrofia e disfungéo

sistdlica e diastélica.

Como esperado, observamos hipertrofia em ambas as camaras cardiacas dos
animais infartados. A relacdo dos pesos VD/PC foi maior nesses animais, 0
gue é consistente com a literatura, que mostra hipertrofia do miocardio na fase
precoce ao infarto (Anversa et al., 1985). Sabe-se que, além da hipertrofia,
ocorre aumento do didmetro da cavidade ventricular para compensar o
incremento do volume diastdlico final. Essas adaptacées morfo-funcionais sédo
tidas como benéficas no inicio do infarto, mas posteriormente, essas
adaptacdes podem levar ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca,

aumentando a morbidade e a mortalidade desses animais (Gerdes, 2002).

Também observamos aumento do peso do pulméo - tanto no peso absoluto
quanto na relagéo do peso pulmao/PC - dos animais infartados. Nossos dados
estdo de acordo com Stefanon et al., 2013 e Bernard et al., 2008, que também

observaram esse aumento nos animais com sinais de insuficiéncia cardiaca.

Quanto aos aspectos funcionais do coragdo, 0s animais infartados

apresentaram prejuizo na atividade de ambas as camaras cardiacas. Sobre o
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VE, observamos reducao da pressao sistolica ventricular esquerda, dP/dt+VE e
dP/dt-VE. Esses dados evidenciam a perda da funcéo sistdlica do VE, que é
uma consequéncia bem caracteristica do pds-infarto (Toldo et al., 2011;
Bernard et al., 2008; Sartério et al., 2005). Também observamos um aumento
na PDfVE nos ratos do grupo IM, o qual esta de acordo com descri¢des feitas
por Pfeffer et al., 1979; Saraiva et al., 2007; Stefanon et al., 2013, este
aumento pode ser associado ao incremento do peso do pulméo e hipertrofia do
VD.

Quanto a funcdo ventricular direita, observamos aumento tanto na pressao
sistélica quanto na diastolica final dos animais infartados e nenhuma alteracéo
no relaxamento e contracdo dessa camara. Esse aumento pode ser
relacionado a elevacgéo da pés-carga do ventriculo direito devido ao incremento
da PDfVE observada nesses animais.

Vale ressaltar que as alteracdes, ponderais e hemodinamicas, observadas em
nosso modelo, j4 estdo bem estabelecidas e descritas na literatura e validaram
nosso modelo de IC. Além disso, essas analises morfo-funcionais demonstram
gue cada camara cardiaca apresenta formas de adaptacdo distintas no pos-
infarto e essa diferenca se refletiu em nivel proteico a qual foi confirmada pela

analise prote6mica comparativa.

Apoés selecdo e confirmacdo da insuficiéncia cardiaca de animais do grupo
infartado, foi realizada uma analise protedmica preliminar dos tecidos das
camaras ventriculares destes animais e de animais SHAM - replicatas
biolégicas (3—4) de animais de cada grupo - por 2DE em mini-géis corados com
Coomassie de replicatas biologicas (3—4) de animais de cada grupo. A analise
das imagens dos géis - das replicatas biologicas - pelo programa Image Master
2D Platinun v 7.05 (GE Healthcare Life Sciences) mostrou alta reprodutibilidade
intragrupo - coeficiente de correlacao entre o gel de referéncia de cada grupo
com os demais (0,91-0,96) - demonstrando grande homogeneidade intragrupo.
Esta andalise nos permitiu usar um pool das amostras de cada grupo

experimental, para a realizagdo do 2D-DIGE.
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Para realizacdo da analise protedmica - 2D-DIGE - foram obtidos seis géis
(conforme desenho experimental mostrado na tabela 1 e figuras 9 e 10), cuja
andalise das imagens (software Decyder 7.0) detectou 31 spots proteicos com
diferente intensidade (foi considerada a diferenca minima de 25% na
comparacao entre os grupos): 20 spots no ventriculo direito e 11 spots no
ventriculo esquerdo quando comparados entre os animais SHAM e IM com
sinais de insuficiéncia. Do total dos spots proteicos com diferentes
intensidades, 13 proteinas ndo reduntantes foram identificadas com sucesso
por MS e MS/MS, as quais foram associadas aos seguintes grupos funcionais:
metabolismo energético (ciclo de Krebs; metabolismo de &cidos graxos;
metabolismo de aminoacidos; glicélise), proteinas de choque térmico e

estruturais.

Os dados gerados da analise protedmica mostram que ha um remodelamento
protéico significativo - alteracdo no proteoma - de ambas as camaras 7 dias
pos infarto nos animais insuficientes, entretanto foi observado alteracGes
especificas em cada camara (tabela 6). As proteinas com alteragcdo em sua
intensidade foram identificadas e agrupadas de acordo com a sua funcao: (i)
proteinas do citoesqueleto: desmina (Des); (ii) proteinas de choque térmico:
proteina de choque térmico 71kD (HSP-70); alfaB cristalina (Cryab); (iii) ciclo
de Krebs: di-hidrolipoil-lisina da succiniltransferase do componente do
complexo desidrogenase 2-oxoglutarato (OGDC-E2) (iv) metabolismo de
acidos graxos: cadeia B da propionil-CoA Carboxilase (PCCB); acil CoA
desidrogenase de cadeia curta (SCAD); delta (3,5)-delta (2,4) -dienoyl-CoA
isomerase, mitocondrial (ECH1); (v) metabolismo de aminoacidos: cadeia 3 da
propionil-CoA Carboxilase (PCCB) (vi) glicélise: subunidade beta-E1 do
complexo piruvato desidrogenase (PDHE1-B); a-enolase (ENOL1); gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH); (vii) cadeia respiratdria: subunidade 1 do
complexo citocromo bcl (UQCRC1); ubiquinol-citocromo ¢ redutase,
polipeptideo 1 Ferro-enxofre Ryeske, isoforma CRA ¢ (UQCRFS1) (viii)
funcdes diversas: creatina quinase do tipo M (CK-MM) e subunidade 1 do
complexo ativador de proteassoma (Psmel) (Tabela 6 e figura 11). Algumas
destas alteragcbes podem ser classificadas adaptativas e outras como mal-

adaptativas.
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Com o objetivo de explorar a potencial relevancia funcional das proteinas
moduladas na IC, uma rede de interagdo dessas proteinas foi obtida a partir do
banco de dados STRING Search (Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins), versdol10.0 e mostrou de acordo com a andlise do String,
dentre as proteinas identificadas, 13 apresentaram interacdes proteina-proteina
(Figura 12).

Considerando que diversos trabalhos tém apontado desmina (proteina do
filmamento intermediario) como proteina-chave no desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca (Monreal et al., 2008; Pawlak et al., 2009; Agnetti et al.,
2014; Sheng et al., 2016), e que as proteinas de choque térmico apresentam
um importante papel na cardioprotecdo, decidimos por explorar mais
profundamente a associacao destas proteinas com as alteracdes fisiologicas
observadas na IC.

A upregulation da desmina tem sido reportada tanto na hipertrofia quanto na
insuficiéncia cardiaca (Heling et al., 2000; Sharov et al., 2005; Mitra et al.,
2014; Su et al., 2015). Su e colaboradores (2015) observaram aumento da
intensidade dessa proteina no VD (=25%) na fase tardia da insuficiéncia
cardiaca (Su et al.,, 2015). Sobre o VE, estudos protedbmicos envolvendo
modelos de hipertrofia, infarto e insuficiéncia cardiaca também observaram
aumento dessa proteina (Bernard et al., 2008; Mitra et al., 2014). Semelhante
ao observado por esses autores, nossos dados também demonstraram que a
desmina € modulada positivamente em ambas as camaras cardiacas na IC,
entretanto com maior intensidade no VE. De acordo com Heling e cols.
alteracbes na expressdo da desmina podem ser consideradas como um
mecanismo compensatorio da perda da fungéo contratil que acontece em razao
da morte dos cardiomidcitos no infarto, a fim de garantir integridade celular e

estabilidade do sarcomero (Heling et al., 2000).

A desmina é uma proteina do filamento intermediario que ocorre
exclusivamente em células endoteliais e musculares, sendo o principal
componente proteico dos filamentos intermediarios em midcitos cardiacos

(Lazarides, 1980). Apresenta papel importante na manutencdo da organizacao
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do tecido, a partir de uma rede dindmica de interagbes mecanoquimicas que
sdo responsaveis pela manutencdo da citoarquitetura muscular, ligando toda a
maquinaria contratil ao citoesqueleto subsarcolemal, os nucleos, e outras
organelas (Fuchs e Weber, 1994; Small e Gimona, 1998). Atua também na
regulacdo da expresséo génica, em razdo de sua capacidade de se ligar ao
DNA. A desmina também desempenha papel muito importante no
posicionamento e na funcdo mitocondrial (Capetanaki 2002) (figura 13). Além
de interagir com diversas moléculas: chaperona alfa-B-cristalina; proteases
(calpaina e caspases); nectina e nebulina (Fuchs e Weber, 1994; Small e
Gimona, 1998) (Figura 13).

Mutacbes da desmina e modificacbes pos-traducionais podem causar
perturbacdo nessa rede mecanoquimica. Esse desequilibrio pode levar perda
de funcdo da desmina bem como de proteinas que interagem com essa
proteina; além de culminar na formacéo de agregados que podem resultar em
efeitos toxicos nas células (Agnetti et al, 2014) (Figura 15B), como defeitos
mitocondriais (alteragbes no metabolismo energético, na localizagdo da
mitocbndria na célula), morte de cardiomiécitos, degeneracdo muscular e
desenvolvimento de miopatia esquelética e cardiomiopatias (Capetanaki et al,
2015).
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Figura 13: Representacdo esquematica dos filamentos intermediarios da
desmina. (A) Representacdo esquematica da localizacdo da desmina em torno dos
discos Z dos sarcémeros. (a) Mostra a interacdo da desmina com diversas organelas e
outras estruturas do musculo cardiaco (b) Conseqiiéncias decorrentes da deficiéncia
ou desestruturacdo da conexdo da desmina com as demais moléculas, devido a
mutacdes e modificacbes pds-traducionais. (Adaptado de Capetanaki et al., 2016).
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Em virtude do importante papel da desmina na manuntencgéo da citoarquitetura
celular, alteracdbes na sua expressaol/intensidade podem acarretar em
comprometimento da mecanica cardiaca. Pawlak e colaboradores observaram
que o acumulo anormal da desmina pode perturbar o papel das miofibrilas,
levando a tensdo incomum do sarcolema e a uma distribuicdo atipica das
organelas celulares, gerando problemas no funcionamento do coracao (Pawlak
et al, 2009).

Foi observado neste trabalho, como j& descrito na literatura, alteracées nos
parametros hemodinamicos dos animais infartados com sinais de insuficiéncia.
O VE apresentou comprometimento tanto na contratiidade quanto no
relaxamento, além de uma significativa reducdo da pressao sistolica dessa
camara cardiaca e aumento da presséao diastolica final do VE. Essas alteracfes
funcionais podem ser associadas, portanto, ao aumento da intensidade da
desmina (61%) no VE dos animais infartados-insuficientes. Ao contrario do VE,
o VD, cujo indice de aumento na intensidade da desmina foi menor (25%), ndo
foi observado comprometimento na contratilidade e relaxamento. Esses dados
apontam que a high-intensity da desmina pode ser relacionada ao

comprometimento do funcionamento cardiaco.

Em um trabalho recente, Sheng et al (2016), usando um modelo de
camundongos geneticamente modificados, observaram aumento na
intensidade de desmina em animais com disfuncdo diastélica (Sheng et al.,
2016). Estudo de Heling e cols. demonstrou correlacdo positiva entre contetdo
proteico (desmina e tubulina) e pressao diastdlica final ventricular esquerda em
pacientes com cardiomiopatia dilatada, sugerindo, entdo, que o aumento de
proteinas do citoesqueleto e de proteinas associadas a membrana pode estar
associado a patogénese da disfuncdo diastdlica na insuficiéncia cardiaca
(Heling et al., 2000). Em nosso trabalho também encontramos alteracdes na
pressdo diastolica final em ambos os ventriculos, 0 que poderiamos associar
ao aumento da desmina observada nas camaras cardiacas dos animais
infartados-insuficientes. Esses dados reforcam que a regulagéo positiva dessa
proteina pode, dessa forma, ser associada as alteracdes encontradas no

funcionamento ventricular cardiaco.
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O aumento da expressdo da desmina também est4 associado a hipertrofia
cardiaca (Collins et al., 1996; Mitra et al., 2014), o que corrobora com o
aumento que observamos no peso relativo do VD e do VE nos animais do
grupo IM. A hipertrofia esta relacionada a uma maior sintese e incorporagcéo de
elementos contrateis e, portanto, ao aumento da expressdo de proteinas
estruturais, o que pode também justificar o aumento da intensidade da desmina
encontrada em nosso estudo nos animais infartados com sinais de
insuficiéncia. Esse aumento pode ser apontado como uma resposta mal
adaptativa compensatdria em razdo da perda de midcitos que acontece no
infarto, que resulta no acumulo de desmina, gerando desorganizacdo da

maquinaria contratil e consequente, prejuizo na funcao ventricular.

Desminopatias, miopatias relacionadas a desmina, tém sido alvo de muitas
pesquisas, entretanto, o papel desta proteina em diversas doencas
cardiovasculares ainda precisa ser explorado. Agnetti e cols. sugeriram que
modificacdes pods-traducionais dessa proteina podem culminar na formacéo de
agregados andmalos de desmina (figura 14) e esses agregados podem ter uma
importante relagdo com o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Agnetti et
al., 2014). Nesse estudo os autores postularam um novo mecanismo da
toxicidade cardiaca da desmina, o qual foi baseado na formacédo e acimulo de
oligbmeros amiléides de desmina dirigidos por modificacdes pds-traducionais
da desmina - PTM- driven (figura 15), esse processo envolve enzimas -
proteoliticas, glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) — enzima da glicogénese), e

outras quianses.

A ativacdo prolongada neuro-humoral ativa receptores serpenteantes alvos
acoplados a proteina G, ativando quinases via AMPc uma das quais fosforila
GSK3, tornando-a menos ativa. GSK3 desfosforilada seria responséavel por
adicionar grupamento fosfato a desmina previamente fosforilada por outra
fosfoquinase genérica (PKX), permitindo assim a conformacao adequada dessa
proteina estrutural exercer o seu papel fisioldgico. No entanto em condi¢des
patolégicas, a desmina encontra-se em menor status de fosforilagcdo, (devido a

menor atividade da GSK3 quando fosforilada), mais susceptivel a sofrer acao
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de proteases (calpaina e caspases) (Agnetti et al., 2014). Estas proteases
podem clivar a desmina durante a diferenciagcdo celular, particularmente a
apoptose. A hidrdlise da desmina em locais especificos por estas proteases,
libera fragmentos ndo fosforilados, promovendo a formacdo de agregados
dessa proteina durante o processo de morte celular por apoptose (Chen et al.,
2003, Agnetti et al., 2014) (figura 15).

Além disso, a clivagem da desmina pode levar a desorganiza¢do da unidade
sarcomeérica (Goll et al.,, 2003). Essa desorganizacdo da maquinaria contratil
pode ser associada a diminuicdo da contratilidade, alteracbes na homeostase
do Ca?" cardiomiopatia e morte de cardiomiécitos (Goldfarb e Dalakas, 2009;
Kostareva et al., 2008).

(A) (B)

Figura 14. Imagens do citoesqueleto do tecido cardiaco de cédes obtidas por
microscopia confocal: desmina (representada em verde), actina (vermelho) e o
nucleo (azul) (A) Filamentos do citoesqueleto do tecido cardiaco organizados- grupo
controle (SHAM) (B) Desorganizacdo do citoesqueleto, mostrando o acumulo de
desmina ao redor do nucleo- grupo IC. (Adaptado de Agnetti et al., 2014).

65



@

Matriz extracelular on

SO0y e auenehsy wen AR ﬂi"' | ‘ -] l?ﬁlk:!ggiﬁ:iﬁ:@x ll:':':‘:‘ 'I? T
s AN

ax
OO0 L &4

Citosol LFamEET iy
. . PKX
PKX ¢ Ser ¥ Ser®
pesmin:\
F——BIO (Menos ativa)
Protease

14N e=" Filamentos
Qligtmaros intermediarios
PATOLOGICA FISIOLOGICA

Figura 15- Esquema de vias hipotéticas para a formacdo dos oligbmeros de
desmina. De acordo com este esquema, acumulo de fosfoespécies de desmina com uma
menor fosforilagdo (mono-) gerado por proteinas quinases genéricas (PKX), pode
conduzir a um aumento da clivagem e oligomerizacdo de desmina. A: Agonista de GPCR
(tal como endotelina, angiotensina Il e catecolaminas); GPCR: receptor acoplado a
proteina G; P: grupos fosfato. (Adaptado de Agnetti et al., 2014).

Alteracfes significativas também foram observadas na intensidade de varias
proteinas envolvidas no metabolismo energético cardiaco nos ventriculos dos
animais infartados-insuficientes: (i) Ciclo de Krebs (tdi-hidrolipoil-lisina da
succiniltransferase do componente do complexo desidrogenase 2-oxoglutarato;
(i) Metabolismo dos acidos graxos (| cadeia B da propionil-CoA Carboxilase -
também envolvida no catabolismo de aminoacidos; | acil CoA desidrogenase
de cadeia curta e | delta (3,5)-delta (2,4) -dienoyl-CoA isomerase,
mitocondrial); (iii) Metabolismo de carboidratos — Glicolise (tsubunidade beta-
E1 do complexo piruvato desidrogenase; | a-enolase da glicdlise;
loliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, GAPDH e fsubunidade beta-E1 do
complexo piruvato desidrogenase - metabolismo aerdbico da glicose); (iv)
cadeia respiratoria: | da subunidade 1 do complexo citocromo bcl, 1 proteina

Ferro-enxofre Ryeske da ubiquinol-citocromo c redutase (Tabela 6 e figura 11).
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Considerando que a producdo de energia € importante na manutencdo do
continuo trabalho mecéanico do coracdo. Alteragdes nas enzimas envolvidas no
metabolismo energético podem também contribuir no comprometimento da
funcdo contratil do miocardio no infarto e na insuficiéncia cardiaca (Neubauer,
2007; Doenst et al., 2010).

Em coracbes normais, o miocardio preferencialmente oxida acidos graxos
(Lopaschuk et al., 2010), responsavel por aproximadamente 60-70% da
producdo de ATP, e a glicose e o0 lactato sdo responsaveis por
aproximadamente 30% (Huss e Kelly, 2005). Contudo, em condi¢cdes
patolégicas como infarto do miocardio, ocorre uma alteracdo no metabolismo
cardiaco, em que glicélise passa a predominar como principal fonte de energia
em contrapartida a B-oxidacdo de &acidos graxos (Opie, 1990; Fert-Bober,
2008). Durante a isquemia, glicolise anaerdbica passa a desempenhar um
importante papel na preservacdo miocardica em resposta a diminuicdo do
oxigénio e nutrientes. No entanto, os produtos acumulados da glicdlise, prétons
e lactato, acabam promovendo a inibicdo da glicolise, resultando em reducao
do metabolismo anaerdbio glicolitico (Das et al., 1987), além da diminuicdo do
metabolismo de acidos graxos (Opie, 1990; Fert-Bober, 2008). Portanto, esse
aumento na glicolise é um efeito a curto prazo, com persisténcia da isquemia, a
obtencéo de energia a partir da glicose também fica prejudicada (Li et al., 2012;
Mitra et al., 2014).

Em nosso trabalho, como esperado, observamos que o infarto seguido do
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca modulou negativamente tanto as
enzimas envolvidas na oxidacdo de &cidos graxos quanto na glicélise, o que
estd de acordo com dados da literatura (Sack et al., 1996; Cieniewski-Bernard
et al.,, 2008; Mitra et al., 2014). Ainda, corroborando com os nossos dados,
estudos apontam que na fase de consolidacdo da insuficiéncia cardiaca ocorre
uma diminuicdo da utilizacdo tanto da glicose quanto dos acidos graxos como
fontes de energia, embora no estagio inicial dessa doenca, a utilizacdo de
acidos graxos permaneca inalterada ou ligeiramente aumentada e a utilizacédo

de glicose permaneca aumentada (Neubauer, 2007; Doenst et al., 2010).
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Uma modulacdo negativa da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
(=100%) foi observada no VE dos animais infartados-insuficientes. Estudo de
Hong Li et al. (2012) demonstrou que um grande numero de proteinas
envolvidas na via glicolitica é liberada no plasma durante a fase precoce da
isquemia cardiaca, dentre elas, a GAPDH, a qual foi apontada como candidata
a biomarcador de isquemia, 0 que pode justificar a diminuicdo da intensidade
observada na nossa analise e ainda corroborar com a sua indicacdo como um

marcador da IC precoce pés-infarto.

Também observamos modulacdo positiva pontuais de subunidades de
complexos enzimaticos envolvidos em processos oxidativos (Ciclo de Krebs,
cadeia respiratoria e do processo oxidativo da transformacdo do piruvato em
Acetil-CoA). A Literatura, com relacdo a alteracdes de enzimas oxidativas, é
conflitante, tanto diminuicdo como aumento da expressdao de enzimas
envolvidas em processos oxidativos ja foram observados no infarto do
miocéardio e na IC (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Mitra et al., 2014). As duas
proteinas da cadeia respiratoria que apresentaram alteracfes na sua
intensidade fazem parte do complexo lll, e foram moduladas de maneira
opostas no VD dos animais infartados-insuficientes. Heather e colaboradores
apontaram prejuizo na respiracdo mitocondrial pds-infarto, especificamente na
atividade do complexo Ill, em que observou uma menor atividade (Heather et.
al., 2010).

Ainda relacionado ao metabolismo energético, € importante mencionar o papel
da creatina quinase (CK) do tipo M na transduc¢éo de energia em tecidos com
demandas energéticas elevadas, como musculo esquelético, cérebro e
coracdo. Esta enzima CK catalisa a transferéncia reversivel de um grupo
fosforila entre a creatina e a molécula de ATP. Em nosso estudo, o infarto
seguido de desenvolvimento da IC modulou negativamente a creatina quinase
do tipo M em ambas as camaras cardiacas. Nas ceélulas cardiacas, as
isoformas CKMM, CKMB e CKBB localizam-se no citoplasma e a isoforma
CKMI nas mitocondriais sarcoméricas. Parte da CKMM citosdlica esta
associada estruturalmente com as miofibrilas, com o reticulo sarcoplasmaético,

e com membranas sarcolemais (locais de acoplamento excitagcdo-contracao)
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(Wyss et al., 1992). Estas enzimas usam a fosfocreatina localmente para
refosforilacdo de ADP produzida por ATPases, fornecendo energia suficiente
para a cinética contratil normal ou para recaptacdo de calcio pelo reticulo

sarcoplasmatico (Wyss et al., 1992).

Considerando que esta proteina desempenha um papel central no
fornecimento de energia para varios tecidos, a diminuicdo da expressao da
creatina quinase tipo M esta associada a diminuicdo dos niveis de
fosfocreatina, que representa uma forma de tamponamento de energia. Como
consequéncia todas as proteinas miocérdicas com atividade ATPasica , como
as da cadeia pesada da miosina e as responsaveis pela captacdo de calcio
pelo reticulo sarcoplasmatico podem apresentar déficits em suas funcdes, com
prejuizos na fungdo dos ventriculos. Foi demonstrado que a modulacdo
negativa na expressao desta enzima é maior no VE do que no VD, na fase
precoce da IC, o que esta de acordo com 0s nossos resultados, diminuicdo de
=~26% no VD e =125% no VE dos animais infartados-insuficientes. Além disso,
nossos dados estdo de acordo com estudos que demonstraram que animais
deficientes na producdo de creatina quinase tipo M e mitocondrial
apresentaram maior susceptibilidade a sofrer danos cardiacos e distarbios na
homeostase de calcio, apds isquemia e reperfusdo (Spindler et al., 2004).
Ainda, foi observado que modulacdo negativa desta enzima foi maior no VE
(=125%) do que no VD (= 26%), o que mostra menor disponibilidade de reserva

de energia para o VE.

As alteracdes descritas sobre o metabolismo energético cardiaco demonstram
que a intensidade do prejuizo no funcionamento do coracdo decorrentes do
infarto e da IC, pode ser associado com o comprometimento do processo de
obtencao de energia. Vale ressaltar que a contratilidade e relaxamento do VD
foram preservados, ao contrario do VE, que teve reducdo nesses dois
parametros. Pode-se sugerir que o comprometimento observado nos processos
de relaxamento e contracdo do VE pode ser devido, além do acumulo de

desmina, a impactante redu¢édo do metabolismo energético no VE.
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Considerando a continua atividade contratil e metabdlica dos cardiomidcitos,
faz-se necessério um rigido controle quanto a sintese, enovelamento, e
turnover de proteinas. Entretanto, varias condi¢cdes patologicas: stress
mecanico e oxidativo, mudancas na temperatura e pH, podem desestabilizar
de forma critica o equilibrio de proteostases, induzindo o acumulo de
agregados insoluveis de proteinas deformadas (Tarone e Brancaccio, 2014).
Esse acumulo é altamente toxico para as células, causando morte celular e
contribuindo para diversas doencas cardiacas, tais como cardiomiopatia

dilatada, arritmias e insuficiéncia cardiaca (Willis e Patterson, 2013).

Vérios estudos demonstram que condicdes de estresse induzem um aumento
na expressao e atividade de proteinas de choque térmico (HSP) nas células
cardiacas (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Mitra et al., 2014). Essas proteinas
agem como “chaperonas” moleculares e auxiliam no dobramento e montagem
final das proteinas, mantendo o equilibrio correto entre sintese e degradacéo,
contribuindo, dessa forma, para seu adequado funcionamento, e garantindo a

correta conformacéo e localizacdo no interior da célula.

O aumento na expressdao e na atividade destas proteinas funciona como
mecanismo de cardio-protecdo em situacbes de lesdo por isquemia/
reperfusao, insuficiéncia cardiaca e arritmia (ver revisdo Tarone e Brancaccio,
2014), sendo, portanto, apontadas como importante alvo terapéutico nas

doencas cardiovasculares.

Em nosso estudo, observamos aumento na intensidade de duas proteinas de
choque térmico somente no VD (proteina de choque térmico 71 kDa e a Alfa b
cristalina — Cryab, também denominada Hspb5) dos animais infartados-
insuficientes. Sheikh e colaboradores (2009) também observaram um aumento
da Cryab no VD de porcos (neonatos) com hipertrofia induzida pelo
bandeamento da artéria pulmonar, mostrando aumento dessa proteina em
condicdes de stress (Sheikh et al., 2009). Entretanto, é importante mencionar
que os dados da literatura séo conflitantes quanto a modulagdo da expressao
da Cryab em diversas doencas cardiovasculares. Alguns autores descrevem

aumento na intensidade do Cryab (20kDa) no IM e na insuficiéncia cardiaca
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(Bernard et al., 2008; Mitra et al.,, 2015), mas downregulation também &
descrito nessas duas doencas (Hwang et al., 1997; Arbustini et al., 1998; Yang
et al., 2000; Cubedo et al., 2016). Esta divergéncia pode estar relacionada a
diferencas em relacdo ao tempo de analise pOs-injuria, severidade do infarto,

area estudada (borda, zona remanescente ao infarto).

Sabe-se que em condicOes de stress, Cryab é fosforilada e translocada do
citosol para o citoesqueleto (Ito et al., 1997). No coragdo, em condigbes
fisiolégicas, a maior parte da proteina Cryab esté na fracdo soluvel, sendo uma
pequena quantidade associada aos componentes do citoesqueleto. Durante a
isquemia, Cryab se desloca do citosol para os filamentos de desmina ao nivel
da linha Z (Golenhofen et al., 1998) e, acredita-se que essa associacao
estabilize e proteja o citoesqueleto do dano ocasionado pelo estresse.Dessa
forma, podemos sugerir que a maior expressao da Cryab no VD dos animais
corresponda a uma adaptacdo benéfica desta camara frente ao infartado-
insuficiencia cardiaca. Como ja descrito, a ativacdo de fatores neuro-humorais
no infarto, ativa proteinas quinase via AMPc, fosforila a Cryab, a qual transloca
para citoesqueleto e impedindo a oligomerizacdo da desmina nesta camara,
evitando formacdo de fibras amiloides (oligbmeros) conforme ja discutido
anteriormente. Este efeito protetor da Cryab ser associada a preservacdo da
contratilidade e relaxamento observada nessa camara cardiaca nos animais

infartados-insuficientes.

Outra proteina de choque térmico identificada em dois spots com alteracdo
entre 0s grupos analisados, foi HSP 71 kDa, a qual também foi modulada
positivamente apenas no VD dos animais infartados com sinais de
insuficiéncia. A identificacdo dessa proteina em dois spots pode ser devido aos
splicing alternativos dos transcritos, as modificagdes co- e pds-traducionais das
proteinas, e também a migracdo diferenciada de cadeias e/ou subunidades

proteicas.

Embora muitos trabalhos sobre infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca
identifiquem aumento de intensidade dessas proteinas de choque térmico no
VE (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Mitra et al., 2014; Cubedo et al., 2016;
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Bernard et al., 2008; Mitra et al., 2015) em nosso trabalho ndo observamos
aumento destas proteinas nesta camara. Dessa forma, é possivel que o
comprometimento na contratilidade e relaxamento observado no VE possa ser
associado a “aparente” auséncia na modulacdo da expressao dessas proteinas
frente ao dano isquémico, principalmente no que diz respeito a Cryab na
protecdo dos filamentos intermediarios.

Como ja4 mencionado acima, um dos possiveis mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da IC é a formacdo e acumulo de oligbmeros de desmina.
Além de atuarem protegendo a agregacao da desmina, as chaperonas estao
também envolvidas no processo de degradacdo de proteinas defeituosas via
sistema ubiquitina-proteassoma. Nesse processo, a porcdo C-terminal do
Hsp70 interage com a proteina (CHIP), que é uma ligase de ubiquitina
altamente expressa no coracdo (McDonough e Patterson, 2003) que, em
cooperacdo com Hsp70 e Bagl, controlam a degradacdo da miosina e de
outras proteinas sarcoméricas (Willis et al., 2009; Arnd et al.,, 2010),
orientando-as para a sua degradacdo no proteassoma (Demand et al., 2001)
(Figura 17). Outra via de degradacao de proteinas € via autofagica, na qual as
proteinas sdo cercadas por uma membrana dupla de vacuolos autofagicos que
se fundem com os lisossomos (Arnd et al., 2010). Todos esses processos
correspondem a importantes instrumentos para o turnover de proteinas
sarcoméricas, garantindo, dessa forma, a correta funcéo contratil e regulacédo

da massa cardiaca (Willis e Patterson, 2013) (Figura 16).
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Figura 16: Controle da degradacéo das proteinas deformadas pelas chaperonas
moleculares. A “maquinaria chaperona” desempenha um ativo papel na proteostase
ao direcionar as proteinas deformadas para serem degradadas via sistema ubiquitina-
proteassoma ou via autofagica. Duas moléculas co-chaperonas, Bagl e Bag3, agem
direcionando as proteinas danificadas tanto para o proteossoma quanto sistema de
autofagossoma. Bagl coopera com Hsp70 e CHIP, uma ubiquitina ligase altamente
expressa no coragao, por ubiquitinagdo dos substratos desdobrados, direciona-os para
o proteassoma. Em condicfes de sobrecarga do proteassoma, proteinas desdobradas
podem formar grandes agregados, que sao dirigidos para a via de “clearance”
autofagica num processo conhecido como autofagia seletiva assistida por chaperona
(CASA) por Bag3, em associagdo com Hsc70, a pequena chaperona HspB8 e a
proteina p62 direcionam para a membrana autofagossomal (Adaptado Tarone et al.,
2014).

Apesar do aumento das proteinas de choque térmico, foi observada uma
modulacdo negativa - apenas no VD - da subunidade 1 do complexo ativador
de proteassoma. Esse dado esta de acordo com o trabalho de Fessart et al.

(2014), em que observaram diminuicdo tanto da expressédo proteica de

subunidades do proteassoma, bem como de sua atividade, o que resultou em
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acumulo de proteinas ubiquitinadas (Fessart et al., 2014). A diminuicdo da
funcdo do proteassoma pode contribuir para o aumento do acumulo de
proteinas, deterioracdo da funcdo do miocardio e progressao para insuficiéncia
cardiaca (McLendon e Robbins, 2011). Embora, em nosso trabalho tenha sido
observada diminuicdo do ativador do proteassoma apenas no VD, a qual
apresentou fungdo normal quanto aos aspectos de contratilidade e
relaxamento, pode ser que esta diminuicdo nesta camara seja compensada

pelo aumento da Cryab observada no VD.

Os dados obtidos na analise protedmica foram validados por Western blot da
desmina. Os resultados obtidos foram consistentes com os da proteémica. Foi
observado aumento da intensidade da desmina tanto no VE quanto no VD dos

animais com insuficiéncia cardiaca.

Considerando o0s nossos dados sobre a modulacdo da desmina, na
insuficiéncia cardiaca pés-infarto, juntamente com a literatura vigente, pode-se
inferir que a toxicidade cardiaca dessa proteina depende nivel do aumento de
sua expressao/intensidade, pois um indice maior de aumento foi observado no

VE (= 60%), que pode ser associado ao maior comprometimento desta camara.

Como ja descrito anteriormente o infarto induz ativagdo neurohumoral
prolongada e consequente liberacdo de mediadores quimicos, como:
catecolaminas, endotelina, angiotensina I, os quais interagem com receptores
acoplados a proteina G ativam quinases via AMPc, gerando a fosfo-GSKS,
isoforma menos ativa, resultando em menor status de fosforilagcdo da desmina,
tornando-a mais susceptivel a clivagem e, posterior, oligomerizagédo, presente
em processo patoldgicos. A alta intensidade/expressao de desmina no VE pode
levar a formacdo e deposicdo de grandes quantidades de oligbmeros de

desmina.
Com relagéo ao VD, o indice de aumento da desmina foi menor (VE - 61 % e

VD - 25%), pode-se inferir que este aumento ndo foi suficiente para prejudicar a

contratilidade e relaxamento desta camara e/ou que o aumento na expressao
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da alfa-B-cristalina observado somente nessa camara possa funcionar como

um mecanismo de citoprotecédo, impedindo oligomerizacao da desmina.

Em resumo, os dados obtidos nesse estudo demonstram que as camaras
cardiacas de animais que desenvolveram insuficiéncia 7 dias pés-infarto, além
das diferencas do ponto de vista hemodindmico e estrutural - j& bem
documentadas na literatura - ocorrem também diferencas em termos de
remodelamento protéico, e ainda sugerem que as camaras apresentam
remodelamento distinto. Além disso, trazem avancos no conhecimento das
alteracbes no proteoma dos ventriculos de animais infartados-insuficientes,
principalmente em relacéo ao VD, em que os dados disponiveis sdo derivados
de doencas pulmonares. Os dados produzidos podem auxiliar na compreenséao
de mecanismos moleculares envolvidas nas alteraces fisiopatologicas do

infarto e insuficiéncia cardiaca e indentificar alvos farmacolégicos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho geraram novas informagdes sobre o

remodelamento protéico do VD e VE na insuficiéncia cardiaca em fase precoce

ao infarto do miocardio.

Nossos resultados mostraram:

Que as camaras cardiacas apresentam remodelamento protéico diferente
sete dias pos-infarto em animais com sinais de insuficiéncia cardiaca, o qual
pode ser associado com o comprometimento das camaras: PSVE e dP/dt+VE
e dP/dt-VE significativamente reduzidas apds o infarto, enquanto que PSVD
foi significativamente maior apds isquemia e dP/dt+VD e dP/dt- VD foram

preservadas apos injdria.

Diferenca na intensidade/expressao de 20 proteinas no VD e 11 no VE do IM-
IC - 14 dessas proteinas foram identificadas.

Alteracdes foram detectadas em proteinas do metabolismo energético
(carboidratos, lipideos, aminoacidos e fosforilacdo oxidativa), resposta ao

estresse, contracdo muscular e proteinas estruturais e funcdes diversas.

Que as alteracdes incluem modulacdes adaptativas e mal adaptativas.

Aumento na expressao da desmina (proteina do filamento intermediario),
tanto no VD quanto no VE, sendo esse aumento mais expressivo no VE. Esta
alteracdo pode explicar o comprometimento da contratilidade e relaxamento
observada apenas no VE, pois acumulo anormal dessa proteina esta

relacionado a perturbacdo do papel das miofibrilas, devido a formacao de

agregados gerando problemas no funcionamento.

Proteinas do metabolismo energético apresentaram diminui¢cdo de expressao

em ambas as camaras, sendo esse comprometimento também mais
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expressivo no VE, o que se pode sugerir que o déficit energético seja maior

no VE do que no VD.

Proteinas de choque térmico, alfa-B-cristalina e HSP-71 (moléculas
cardioprotetoras em condicdes de estresse) apresentaram aumento de
expressdo apenas no VD, que pode ser apontado como motivo do menor

dano funcional observado nessa camara cardiaca.

Nossos dados mostraram pela primeira vez que a insuficiéncia cardiaca,
desenvolvida em fase precoce ao infarto, altera o proteoma do VD. E abrem
perspectivas para futuras investigacbes na area das doencas

cardiovasculares versus insuficiéncia cardiaca.
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