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“COMPOSTO PARA TRATAMENTO DE DOENCA
CARDIOVASCULAR”

[001] Refere-se a presente patente de invencdo a um composto para tratamento
de doenca cardiovascular, mais especificamente a uma combina¢do de 4cido linoleico e
seus derivados visando tratar uma doencga cardiovascular marcada por isquemia do
miocérdio e insuficiéncia cardiaca, melhorando a fungcao mitocondrial ap6s o infarto do
miocardio e insuficiéncia cardiaca em pacientes durante e apds o infarto no miocardio.
[002] Como ¢é de conhecimento da 4rea médica, a isquemia cardiaca ou
isquemia do miocardio € caracterizada pela diminuicdo da passagem de sangue pelas
artérias corondrias, que sao os vasos que levam sangue ao coracdo. Geralmente, é
causada pela presenca de placas de gordura em seu interior, que quando ndo sao
devidamente tratadas, podem romper e entupir o vaso, causando dor e aumentando as
chances de infarto.

[003] As doencas cardiovasculares (DCV) s@o as principais causas de morte na
populacdo brasileira sendo responsdveis por pelo menos 20% das mortes de individuos
com mais de 30 anos de idade (Mansur et al, 2012; Mansur et al, 2016). Dentre as
doencas que afetam o sistema cardiovascular, a doenca arterial coronariana, que tem no
infarto do miocéardio o seu principal efetor, € responsavel por aproximadamente metade
dos 6bitos entre os americanos (American Heart Association, 2012). No Brasil, o infarto
agudo do miocérdio é primeira causa de mortes registrando mais de 117 mil 6bitos
anuais devido a doencga no ano de 2015 (DATASUS 2014, Brant et al, 2017), com um
agravante de que a mortalidade devido a isquemia miocardica tem ocorrido em idades
progressivamente mais precoces (Luz, Santos & Sabino, 2017). Apesar da Organizagdo
Mundial de Satde estimar um aumento de 145% na taxa de mortalidade por doencas
cardiovasculares nos paises em desenvolvimento no periodo de 1990 a 2020
(Rubisteinet al, 2010), dados do Global BurdenofDisease 2015 mostram reducdo da
mortalidade global por doenca cardiovascular padronizada por idade no Brasil entre
1990 e 2015.

[004] Essa reducdo foi mais pronunciada nos estados das regides Sul e Sudeste,

e menos significativa no Norte e no Nordeste, podendo ter sido influenciada pelos
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indices de desenvolvimento econdomico (Brant et al, 2017). Apds um evento isquémico
agudo, a perda de miocirdio determina aparecimento de disfun¢do mecanica do
coragdo, que pode evoluir sem manifestagdes clinicas por longos periodos de tempo.
Porém, mesmo que o paciente sobreviva a injuria do infarto agudo do miocéardio, as
consequéncias dessa doenca podem ser catastroficas, como o desenvolvimento
progressivo de distirbio cardiaco funcional e/ou estrutural, que caracteriza a sindrome
de insuficiéncia cardiaca (Bauersachs&Widder, 2008; Bocchiet al, 2012). Com a
sindrome e apds aparecimento de sintomas cerca de 50% dos pacientes vao a dbito em 5
anos (Roger et al., 2004). A evolucdo da isquemia do miocirdio tem enormes
repercussdes sobre o Sistema Unico de satde, sendo um dos itens de maior dispéndio
que, frequentemente exige internacdo hospitalar. Os gastos com consultas e 16
internacdes pelo Sistema Unico de Satdde (SUS) passaram dos 5 bilhdes de reais em
2015 (Siqueira et al, 2017), enquanto nos EUA essa valor ultrapassa 30 bilhdes de
dolares anualmente (Brown et al, 2016). Além dos altos custos hospitalares, o infarto do
miocardio provoca sensivel perda da qualidade de vida do paciente, resultando em
aposentadorias precoces e consequentemente em altos custos socioecondmicos para o
pais (Bocchiet al., 2012).

[005] Com a evolucgdo das pesquisas cientificas, a utilizacdo de métodos mais
eficientes no tratamento precoce apds a injuria cardiovascular provocada pelo infarto
agudo do miocardio e o concomitante envelhecimento populacional resultaram no
aumento da incidéncia da insuficiéncia cardiaca mundialmente. Roger et al (2004)
observaram aumento progressivo na incidéncia de insuficiéncia cardiaca na populagcdo
americana, Gomez-Soto et al. (2010) também observaram aumento da incidéncia de
insuficiéncia cardiaca na populacdo espanhola, apesar de reducdo da taxa de
mortalidade, em vista de melhoras nos métodos de tratamento desta sindrome, e Gaui et
al. (2010) reportaram redu¢ao na mortalidade por insuficiéncia cardiaca no Brasil.

[006] Apesar dos grandes avancos no entendimento e no tratamento das
injurias cardiovasculares nos ultimos anos, a mortalidade dos pacientes permanece
elevada, pois o coragdo € incapaz de ejetar ou se encher de sangue em taxas suficientes

para manter o debito cardiaco adequado as demandas metabdlicas teciduais
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(Bauersachs&Widder 2008) além de hiperativagdo sustentada de fatores neuro-humorais
que resulta na faléncia cardiaca (Beer et al, 2002; Rolim et al, 2007). A faléncia
cardiaca estd associada a um prejuizo no metabolismo energético, a menor produgdo de
trifosfato de adenosina (ATP) (Doenstet al, 2010) e presenca de estresse oxidativo
(Nojiri et al, 2006) oriundos da disfuncdo mitocondrial. A mitocondria exerce um papel
fundamental na manutencdo da viabilidade e funcionalidade do cardiomidcito sendo
reconhecida por sua dindmica decorrente de flutuacdes de oxigénio (O2) e oscilagdes
nas demandas metabdlicas celulares, que acabam por modificar a forma, o nimero e a
distribuicao da organela para adaptar a célula a disponibilidade de nutrientes (Bereiter-
Hahn, 1990; Carlucci, Lignitto, Feliciello, 2008). A manuten¢do da fun¢ao mitocondrial
estd associada ao conteudo de cardiolipina. Este fosfolipidio, localizado quase que
exclusivamente nas mitocondrias, € responsavel por ancorar o citocromo ¢ amembrana
interna e fornecer estruturas essenciais e suporte funcional a proteinas envolvidas na
fosforilacdo oxidativa. No coracdo de mamifero, a maioria das moléculas de
cardiolipina contém quatro por¢des de 4acido linoleico (L4CL), um acido graxo
poliinsaturado essencial (Chiccoet al, 2012). Assim, tem sido demonstrada a
importancia dos acidos graxos esséncias sobre o metabolismo cardiaco e, que, parte da
perda de contratilidade observada apés infarto do miocardio pode ser explicada por
disfuncao mitocondrial. Entretanto, ndo esta clara a relacao causa-efeito entre funcio e
dinamica mitocondrial na progressdo da disfuncdo ventricular e os beneficios do acido
linoleico. Dessa forma, faz-se necessario um estudo da inter-relacdo funcdo-dinamica
mitocondrial em modelo animal de disfung¢do ventricular oriunda do infarto do
miocardio tratado com 4cido linoleico.

[007] A oclusao cirdrgica de ramos da artéria coronaria esquerda em ratos tem-
se constituido em ferramenta de inestimavel valor para mimetizar a fisiopatologia das
alteracoes estruturais e funcionais cardiacas apds o infarto isquémico do miocéardio (IM)
em humanos. Esse modelo foi descrito inicialmente por Heimburger, em 1946, passou
por modifica¢des progressivas e no inicio da década de 80, o método foi introduzido no
Brasil na Faculdade de Medicina da Botucatu (Zornoffet al, 2009, Spadaro et al, 1984)
sendo entdo disseminado em varios grupos de pesquisa pelo pais. Como resultado da

oclusdo aguda da artéria coronéria, ocorre a interrup¢do do suprimento metabodlico ao
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tecido e consequentemente, da fosforilagao oxidativa mitocondrial. Com a persisténcia
da isquemia, inicia-se o processo de morte das diferentes células que compdem o
coragdo, estabelecendo a irreversibilidade da lesao (Sutton & Sharpe, 2000; Mill et al,
2011, Lee et al, 2012). Ap6és o episddio isquémico, modificacdes estruturais,
bioquimicas e eletrofisioldgicas sdo desencadeadas na area infartada e remota do
coracdo na tentativa de compensar os efeitos deletérios da doenca no estagio inicial e
manter o débito cardiaco adequado (Chatterjee, 2005; Mill et al, 2011). A resposta
compensatdria aguda ocorre em decorréncia da ativacdo do sistema nervoso simpético,
do sistema renina-angiotensina e da liberacdo de fator natriurético atrial, o que causam:
taquicardia, aumento da contratilidade miocérdica e vasoconstricao. Cronicamente, no
entanto, essas compensagdes levam a disfun¢do ventricular, aumento do consumo de O2
pelo miocardio e aumento da resisténcia vascular periférica (Chatterjee, 2005). Esses
eventos acarretam no remodelamento cardiaco, que ocorrem nos trés componentes
principais do miocardio: os midcitos, a matriz extracelular e a microcirculacdo. O
remodelamento do ventriculo esquerdo apds o IM refere-se entdo as modificacdes no
tamanho, na forma e na funcio ventricular (Sutton & Sharpe, 2000; Zornoffet al, 2009).
[008] Os midcitos sofrem necrose ja nos primeiros 45 minutos pds interrupcao
do fluxo coronariano o que leva a redu¢do da massa contritil ventricular (Leshnower et
al., 2007). O tecido remanescente apresenta diminuicdo da contratilidade e do
relaxamento o que justifica o baixo débito cardiaco encontrado nessa fase aguda do IM
(Mill et al, 2011).

[009] A diminui¢do da contratilidade miocardica, mas principalmente do seu
relaxamento acontece paralelamente a disfuncdo mitocondrial caracterizada por queda
da producdo de ATP apds obstrucio do fluxo coronariano, levando a reducdo da
atividade da Na+/K+ ATPase (Koretsune et al, 1991). Com isso ocorre a elevacdo do
s6dio citosOlico o que por sua vez reduz a atividade do trocador Na+ /Ca2+,
promovendo o aumento das concentracdes de Ca2+ citoplasmatico na didstole e
diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao Ca2+ (Rolim et al, 2007;
Doenst et al, 2010). Os primeiro estudos relacionando a disfun¢cdo mitocondrial com

esses eventos datam nas décadas de 60 e 70, quando cientistas observaram que as
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mitocOndrias comecam a captar em excesso o Ca2+ citosolico (Rossi, Lehninger, 1964;
Kerr, Wyllie, Currie, 1972). No entanto, essa sobrecarga de Ca2+ intramitocondrial
resulta em prejuizo do balanco eletroquimico mitocondrial (Santulliet al, 2015), na
abertura dos poros mitocondriais € no extravasamento de citocromo ¢ para o citosol,
processos esses que contribuem tanto para a disfuncdo mitocondrial quanto para a
ativacdo de vias pro-apoptoticas mediadas por caspases (Campos JC, 2012). Quando o
oxigénio esta disponivel em quantidades adequadas, a maior produg¢dao de ATP ocorre
via fosforilagdo oxidativa, no entanto, durante a isquemia, a maior producio de energia
passa a ser por via anaerdbia. O fator induzivel por hipéxia 1-alfa (HIF1-a) € o principal
fator de transcri¢do responsavel por essa troca metabdlica induzindo a¢do de enzimas
glicoliticas e transportadores de glicose (aldolase A e piruvatoquinase M). Além disso,
o HIF1-a é responséavel pela diminui¢do do consumo de oxigénio pela mitocondria por
ativar a piruvatodesidrogenasequinase I e parar o ciclo do 4cido citrico (Ziello, Jovin e
Huang, 2007).

[010] Levando-se em consideracio que o composto para tratar doenga
cardiovascular foi desenvolvido a partir de uma situacdo, as figuras abaixo listadas sao
baseadas em testes de laboratdrio:

FIGURA 01 Apresenta o desenho esquemético de uma mitocOndria

FIGURA 02 Apresenta tipos de mitocondrias dos cardiomiocitos ventriculares de ratos;
FIGURA 03 Apresenta um esquema ilustrativo da organizacdo e funcionamento da
cadeia transportadora de elétrons mitocondriais.

FIGURA 04 Apresenta grafico de sinalizac@o de célcio mitocondrial

FIGURA 05 Apresenta o complexo uniporter € composto pelo canal uniporter (MCU),
MICU1 e MICU?2, que sao conectados pelo regulador essencial MCU (EMRE).

FIGURA 06 Apresenta acidos graxos essenciais.
FIGURA 07 Apresenta Metabolismo de 4cidos graxos poli-insaturados (Le et al, 2014)
FIGURA 08 Apresenta Esquema do protocolo experimental

FIGURA 09 Apresenta esquema ilustrativo da mensuracdo da respiracdo mitocondrial

(estado I a IV e a razdo estado III / estado IV) pelo consumo de oxigénio (O2).
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FIGURA 10 Apresenta Andlise histolégica do ventriculo esquerdo de grupos tratados
com diferentes concentracdes de acido linoleico (AL) por 15 dias.

FIGURA 11 Apresenta grafico de Pressdo sistolica isovolumétrica e derivadas
temporais de coracoes isolados de ratos dos grupos Sham, AL5, AL15 e AL50 em
diferentes pressoes diastolicas.

FIGURA 12 Apresenta grafico de Pressdo sistolica isovolumétrica e derivadas
temporais de coracoes isolados de ratos dos grupos Sham, AL5, AL15 e AL50 em
diferentes concentracdes de célcio.

FIGURA 13 Apresenta grafico de resposta inotrépica positiva a estimulacdo -
adrenérgica (isoproterenol 10-3 M) em coracdes isolados de ratos dos grupos Sham,
ALS, AL15 e AL50.

FIGURA 14 Apresenta Yield mitocondrial nas subpopulacdes interfibrilar (IFM)
subsarcolemal (SSM) do ventriculo esquerdo dos grupos Sham, ALS5, AL15 e ALS0.
FIGURA 15 Grafico com o resultado de umTeste com glutamato + malato como
substrato para avaliagdo do complexo I da cadeia respiratéria mitocondrial da fracao
IFM e SSM de ratos Sham, ALS, AL15 e ALS0 por 15 dias

FIGURA 16 Gréfico com andlise da resisténcia ao calcio (swelling). Queda da
absorbancia apds adicao de célcio na concentracao final de 100 nM por ug de proteina
mitocondrial em ambas as subpopula¢des mitocondriais (IFM e SSM) de ratos Sham,
ALS, AL15 e AL50 ap6s 15 dias.

FIGURA 17 Apresenta graficocom anélise da resisténcia ao célcio (swelling). Queda da
absorbancia apds adicao de célcio na concentracao final de 500 nM por ug de proteina
mitocondrial em ambas as subpopula¢des mitocondriais (IFM e SSM) de ratos Sham,
ALS, AL15 e AL50 ap6s 15 dias.

FIGURA 18 Apresenta um grafico de Captacao de célcio e probabilidade de abertura do
poro mitocondrial das fra¢des interfibrilar (IFM) e subsarcolemal (SSM) de ratos Sham,
ALS, AL15 e ALS0 apds 15 dias avaliados através da medida da variacdo de Ca2+
extramitocondrial (UA= Unidades Arbritrarias).

FIGURA 19 Apresenta Acido linoleico ndo altera o remodelamento cardiaco patolégico

de ratos submetidos a infarto do miocardio.
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FIGURA 20 Apresenta grafico com resultados do tratamento com acido linoleico
melhorou a contratilidade miocardica de ratos infartados.

FIGURA 21 Apresenta expressao proteica da SERCA2a (A) e do PLB (B) no ventriculo
esquerdo dos grupos Sham, AL, IM e IMAL usando andlise de densitometria pela
técnica de Western

FIGURA 22 Apresenta niveis proteicos de PGCla (A), NRF-1 (B) e PPARa (C) do
ventriculo esquerdo dos grupos Sham, AL, IM e IMAL obtidos na anilise de
densitometria pela técnica de Western Blot.

FIGURA 23 ApresentaYieldmitocondrial na subpopulag¢do interfibrilar (IFM), (B)
Yieldmitocondrial na subpopulacdo subsarcolemal (SSM) e (C) Yieldmitocondrial total
(IFM + SSM) obtidos do ventriculo esquerdo de animais Sham, AL, IM e IMAL.
ANOVA duas vias seguida de pos-hoc de Fisher. *p < 0,05 em relacdo ao Grupo Sham.
7 a9 animais por grupo.

FIGURA 24 Apresenta grafico com determinacdo da func¢do e morfologia das
subpopulagdes mitocondriais: subsarcolemal (SSM) e interfibrilar (IFM) de animais
Sham, AL, IM e IMAL utilizando citometria de fluxo.

FIGURA 25 Apresenta um grafico do o tratamento com &cido linoleico foi capaz de
restaurar a funcdo mitocondrial de animais submetidos a cirurgia de infarto do
miocardio na subpopulacao intermiofibrilar (IFM).

FIGURA 26 Apresenta expressdo proteica dos complexos respiratérios da cadeia
transportadora de elétrons na disfuncio cardiaca da subpopulaciao IFM: efeitos do acido
linoleico por 15 dias dos grupos dos grupos Sham, IM, AL e IMAL.

FIGURA 27 Apresenta grafico de captacdo de calcio e probabilidade de abertura do
poro mitocondrial da fracdo interfibrilar (IFM) de ratos Sham, IM, AL e IMAL.
FIGURA 28 Apresenta grafico de analise da resisténcia ao calcio (Swelling). Queda da
absorbancia ap6s adi¢ao de célcio na concentracio final de 100 e 500 nM por pg de
proteina na subpopulacgao intermiofibrilar (IFM) de ratos Sham, IM, AL e IMAL.
FIGURA 29 Apresenta grafico da fun¢do mitocondrial da subpopulag¢do subsarcolemal

(SSM) de animais submetidos a cirurgia de infarto do miocardio tratados com AL por

15 dias.
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FIGURA 30 Apresenta expressdo proteica dos complexos respiratérios da cadeia
transportadora de elétrons na subpopulacio SSM: efeitos do acido linoleico por 15 dias
dos grupos dos grupos Sham, IM, AL e IMAL.
FIGURA 31 Apresenta grafico deCaptacdo de calcio e probabilidade de abertura do
poro mitocondrial da fragdo subsarcolemal (SSM) de ratos Sham, IM, AL e IMAL.
FIGURA 32 Apresenta Andlise da resisténcia ao calcio (Swelling). Queda da
absorbancia ap6s adi¢ao de célcio na concentracio final de 100 e 500 nM por pg de
proteina na subpopulacdo subsarcolemal (SSM) de ratos Sham, IM, AL e IMAL.
FIGURA 33 Apresenta expressao proteica do canal de célcio uniporter (MCU) em
mitocOndrias isoladas do ventriculo esquerdo dos grupos Sham, AL, IM e IMAL nas
subpopulag¢des intermiofibrilar (IFM) e subsarcolemal (SSM).
FIGURA 34 Apresenta niveis proteicos de mitocondria isolada de ventriculo esquerdo
dos grupos Sham, AL, IM e IMAL na andlise de densitometria pela técnica de Western
Blot de Ciclofilina D nas subpopula¢des intermiofibrilar (IFM) e subsarcolemal (SSM).
[011] Em conformidade com as figuras listadas acima, pode-se observar que o
composto para tratamento de doenca cardiovascular consiste em um composto,
composi¢do contendo acido linoléico e seus derivados para tratar uma doenca
cardiovascular marcada por isquemia do miocardio, melhora a fun¢do contrétil apds o
infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca, melhora a fun¢do mitocondrial apds o
infarto do miocardio e insufici€ncia cardiaca em pacientes durante e apds o infarto do
miocardio.

INFARTO DO MIOCARDIO
[012] A oclusao cirdrgica de ramos da artéria coronaria esquerda em ratos tem-
se constituido em ferramenta de inestimavel valor para mimetizar a fisiopatologia das
alteracoes estruturais e funcionais cardiacas apds o infarto isquémico do miocéardio (IM)
em humanos. Esse modelo foi descrito inicialmente por Heimburger, em 1946, passou
por modifica¢des progressivas e no inicio da década de 80, o método foi introduzido no
Brasil na Faculdade de Medicina da Botucatu (Zornoff et al, 2009, Spadaro et al, 1984)

sendo entdo disseminado em varios grupos de pesquisa pelo pais.
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[013] Como resultado da oclusdao aguda da artéria coronaria, ocorre a
interrupcdo do suprimento metabodlico ao tecido e consequentemente, da fosforilagdao
oxidativa mitocondrial. Com a persisténcia da isquemia, inicia-se o processo de morte
das diferentes células que compdem o coragdo, estabelecendo a irreversibilidade da
lesdo (Sutton & Sharpe, 2000; Mill et al, 2011, Lee et al, 2012). Apds o episddio
isquémico, modificacdes estruturais, bioquimicas e eletrofisioldgicas sdo desencadeadas
na area infartada e remota do cora¢do na tentativa de compensar os efeitos deletérios da
doenca no estagio inicial e manter o débito cardiaco adequado (Chatterjee, 2005; Mill et
al, 2011).

[014] A resposta compensatoria aguda ocorre em decorréncia da ativacdo do
sistema nervoso simpatico, do sistema renina-angiotensina e da liberacdo de fator
natriurético atrial, o que causam: taquicardia, aumento da contratilidade miocardica e
vasoconstricdo. Cronicamente, no entanto, essas compensacdes levam a disfungdo
ventricular, aumento do consumo de O2 pelo miocardio e aumento da resisténcia
vascular periférica (Chatterjee, 2005).

[015] Esses eventos acarretam no remodelamento cardiaco, que ocorrem nos
trés componentes principais do miocardio: os midcitos, a matriz extracelular e a
microcirculagdo. O remodelamento do ventriculo esquerdo ap6s o IM refere-se entao as
modificagdes no tamanho, na forma e na fun¢do ventricular (Sutton & Sharpe, 2000;
Zornoff et al, 2009). Os midcitos sofrem necrose ji nos primeiros 45 minutos pds
interrup¢do do fluxo coronariano o que leva a reducdo da massa contratil ventricular
(Leshnower et al., 2007). O tecido remanescente apresenta diminuicao da contratilidade
e do relaxamento o que justifica o baixo débito cardiaco encontrado nessa fase aguda do
IM (Mill et al, 2011).

[016] A diminui¢do da contratilidade miocardica, mas principalmente do seu
relaxamento acontece paralelamente a disfuncdo mitocondrial caracterizada por queda
da producdo de ATP apds obstrucio do fluxo coronariano, levando a reducdo da
atividade da Na+/K+ ATPase (Koretsune et al, 1991). Com isso ocorre a elevacdo do
s6dio citosdlico o que por sua vez reduz a atividade do trocador Na+/Ca2+,

promovendo o aumento das concentracdes de Ca2+ citoplasmatico na didstole e
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diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao Ca2+ (Rolim et al, 2007,
Doenst et al, 2010).
[017] Os primeiro estudos relacionando a disfuncdo mitocondrial com esses
eventos datam nas décadas de 60 e 70, quando cientistas observaram que as
mitocOndrias comecam a captar em excesso o Ca2+ citos6lico (Rossi, Lehninger, 1964;
Kerr, Wyllie, Currie, 1972). No entanto, essa sobrecarga de Ca2+ intramitocondrial
resulta em prejuizo do balanco eletroquimico mitocondrial (Santulli et al, 2015), na
abertura dos poros mitocondriais € no extravasamento de citocromo ¢ para o citosol,
processos esses que contribuem tanto para a disfuncdo mitocondrial quanto para a
ativacao de vias pré apoptoticas mediadas por caspases (Campos JC, 2012).
[018] Quando o oxigénio esta disponivel em quantidades adequadas, a maior
producdo de ATP ocorre via fosforilagdo oxidativa, no entanto, durante a isquemia, a
maior producdo de energia passa a ser por via anaerébia. O fator induzivel por hipoxia
1-alfa (HIF1-a) € o principal fator de transcri¢do responsavel por essa troca metabdlica
induzindo agdo de enzimas glicoliticas e transportadores de glicose (aldolase A e
piruvato quinase M). Além disso, o HIF1-a € responsavel pela diminui¢do do consumo
de oxigénio pela mitocondria por ativar a piruvato desidrogenase quinase I e parar o
ciclo do acido citrico (Ziello, Jovin e Huang, 2007).

MITOCONDRIA
[019] A mitocondria é uma organela de aproximadamente 1 um de tamanho e
tem em seu significado toda a heterogeneidade da sua morfologia. Palavra originada do
grego: mitos, linha e chondros, grao.Caracterizada pela primeira vez por Rudolph Albert
Von Kolliker, em 1857, como compartimento citoplasmatico granular com membrana
propria. Palade e Sjostrand, em meados de 1950, através da microscopia eletronica
mostraram as caracteristicas ultra estruturais da organela, conhecidas atualmente por
duas membranas, uma externa e outra interna, um estreito espaco intermembranar € uma
ampla matriz (Figura 1). A membrana mitocondrial externa (MME) separa o espago
intermembrana do citosol enquanto que a membrana mitocondrial interna (MMI) separa
0 espaco intermembranas da matriz mitocondrial. A integridade dessas duas membranas

€ essencial para a fun¢do mitocondrial.
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[020] Devido a sua localizag¢do as mitocondrias sdo classificadas de 3 maneiras,
ou em subpopulagdes (Figura 2 A-C). A subpopulacido intermiofibrilar (IFM) esta
firmemente inserida entre miofilamentos, se apresenta em toda extensdo do sarcomeros
entre as linhas Z e entre as juncdes do reticulo sarcoplasmético. Sao organizadas
longitudinalmente com forma alongada e tamanho de 1,5 a 2 um. A subpopulagdo
subsarcolemal (SSM) € facilmente identificada nas fibras musculares localizada logo
abaixo do sarcolema e varia mais morfologicamente em até 4 pm de tamanho. Elas
estdo organizadas aleatoriamente e apresentam a forma oval, esférica e poligonal
(Palmer, Tandler e Hoppel, 1977; Hollander, Thapa e Shepherd 2014). O terceiro tipo
de subpopulagdo perinuclear (PNMs) que apresenta menor tamanho e forma
arredondada em relag¢do a IFM (Lukyaneko, Chikando e Lederer, 2009).

[021] A principal fung¢do bioquimica mitocondrial é a producido de energia uma
vez que processos como a beta-oxidacdo, o Ciclo de Krebs e a fosforilacdo oxidativa
ocorrem na mitocondria (Mitchell e Moyle, 1967). Em 1964, Rossi e Lehninger
mostraram as alteracdes morfofuncionais das mitocOndrias decorrentes da elevada
concentracdo do ion célcio e em 1972, Kerr, Wyllie e Currie adicionaram mais uma
importante funcdo a organela quando descrevem sua participacdo na ativacdo direta de
vias pré-apoptoticas.

[022] Na década de 90 iniciou-se uma nova etapa de estudos apds Bereiter-
Hahn caracterizar a dindmica mitocondrial ao visualizar mudangas na sua morfologia e
no seu rearranjo estrutural frente a diferentes estimulos.

[023] Haller e Fuller (1977) descobriram o primeiro gene relacionado a
plasticidade mitocondrial e mais tarde outros genes responsiveis pela dinamica
mitocondrial foram descobertos dando inicio entdo ao desenvolvimento dos primeiros
modelos transgénicos (Liesa, Palacin, Zorzano, 2009).

[024] Esses estudos pioneiros evidenciaram a importancia da plasticidade
mitocondrial na manutencdo da funcdo celular e a mitocondria, que antes era
considerada uma organela estética, passou a ser conhecidamente dinamicacaracterizada
pela movimentagdo intracelular e regulacao de sua arquitetura (Frederick, Shaw, 2007)

em resposta a sinais intra ou extracelulares (ex. hiperativagcdo neurohumoral); as
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demandas metabodlicas que modificam sua forma, nimero e distribuicdo a fim de se
adaptarem as necessidades funcionais e energéticas da célula e as necessidades de
manuten¢do e eliminacdo do material genético mitocondrial e degradacdo da organela
(Bereiter-Hahn, 1990; Carlucci, Lignitto, Feliciello, 2008). A dinamica mitocondrial
também foi relacionada ao metabolismo oxidativo, apoptose, autofagia e ciclo celular
nos dltimos anos (Liesa, Palacin, Zorzano, 2009; Ong et al, 2010).

FUNCAO MITOCONDRIAL

[025] As mitocondrias sdo organelas encontradas em seres eucariotas e, por
serem organelas centrais do metabolismo energético, sdo as principais responsaveis pelo
metabolismo oxidativo dessas células e representam a principal fonte de producao de
energia por meio da respiracdo. O conjunto central de rea¢des envolvidas na produgao
de ATP é chamado de fosforilacdo oxidativa, e € auxiliado pelo ciclo do 4cido citrico ou
ciclo de Krebs e pelo processo de beta-oxidagdo dos acidos graxos (Mitchell e Moyle,
1967). Além disso, as mitocondrias também té€m fungdes paralelas a producao de
energia: tém papel chave na sinalizacao de calcio (Nicholls, 2005), atuam diretamente
nos processos de apoptose, diferenciacdo, crescimento e proliferacao celular (Jeong e
Seol, 2008) e ainda na producao de espécies reativas de oxigénio (Eros)(Cadenas e
Davies, 2000).

[026] Aproximadamente mais de 95% da formacdo de ATP mitocondrial
cardiaco é oriundo da fosforilacdo oxidativa de 4cidos graxos, ficando o 5% restantes
derivados da glicdlise e no GTP formado no ciclo do 4cido citrico. O coracdo tem um
teor de ATP relativamente baixo (aproximadamente 1mM) e uma alta taxa de hidrélise
de ATP, portanto, hd formacdo de ATP no miocardio, em condi¢gdes normais,
aproximadamente a cada 10 segundos. Aproximadamente 60-70% da hidrélise de ATP
€ utilizada na maquinaria contréatil e os restantes 30-40% sao usados principalmente para
o reticulo sarcoplasmatico Ca 2+-ATPase e outras bombas de ions. No coragdo
saudavel, a taxa de fosforilagao oxidativa é exclusivamente ligada a taxa de hidrdlise de
ATP, de modo que o conteido de ATP permanece constante mesmo com grandes

aumentos na demanda cardiaca (Stanley, Recchia e Lopaschuk, 2005).
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[027] A sintese de ATP, principal fun¢cdo da mitocondria, acontece por meio do
acoplamento da fosforilagdo oxidativa com a cadeia de transporte de elétrons (CTE). E
na matriz mitocondrial que ocorrem as reagdes do ciclo de Krebs, sistema de enzimas
responsavel pela oxidagao de carboidratos, gorduras e outros substratos que gera energia
armazenada na forma de elétrons provenientes da dissociacdo dos dtomos de hidrogénio
em protons e elétrons, que foram transferidos para o O2 através de uma série de
complexos proteicos (complexos I,

IL, 111, TV — citocromo ¢ oxidase e V — ATP sintase) (Mitchell e Moyle, 1967).

[028] Outro aspecto importante € que piruvato (produto da glicdlise),
glutamato, malato e palmitoil, sdo degradados no ciclo de Krebs para reducao do NAD+
e do FAD. (Gilkerson, Selker e Capaldi, 2003).

[029] O gradiente eletroquimico de prétons gerado durante o transporte de
elétrons é utilizado para impulsionar a conversao de ADP (adenosina difosfato) + Pi
(fosfato inorganico) em ATP, por meio do complexo ATP sintase (Mitchell e Moyle,
1967).

[030] A partir dessas informagdes e de maneira simplificada, durante o ciclo de
Krebs, os elétrons de reagdes oxidativas reduzem carreadores especificos, NAD+
(nicotinamida adenina nucleotideo) e FAD (flavina adenina dinucleotideo), formando
NADH e FADH?2, respectivamente. Os elétrons provenientes de NADH s@o substratos
do o complexo I, que na sequéncia € oxidado, promovendo a reducdo da coenzima Q. O
Ubiquinol entdo doa os elétrons da oxidacao de substratos no complexo I para o sitio QO
do complexo III. J4 os elétrons de FADH?2 sdo transferidos via complexo II direto para a
coenzima Q, novamente cedendo 2 elétrons que serdo transportados pela ubiquinona ao
sitio Q0 do complexo III. Os elétrons da coenzima Q sd@o transferidos para o complexo
IIT que reduz o citocromo c, uma proteina periférica de membrana. Finalmente, o
citocromo ¢ reduz o complexo IV que iré transferir elétrons para o O2, aceptor final da
CTE. A passagem de elétrons por estes carreadores acompanha uma liberacdo de
prétons para o espaco intermembranas da mitocOondria, gerando um gradiente
eletroquimico que favorece a reentrada de prétons por meio da ATP sintase, esta por sua

vez utiliza a for¢a préton-motriz para fosforilar ADP, gerando ATP. A forga préton-
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motriz é também utilizada para o transporte de ions fosfato para o interior da organela,
além da troca de ATP intramitocondrial por ADP extramitocondrial (Mitchell e Moyle,
1967) (Figura 03).
[031] Acredita-se que as duas subpopula¢gdes mitocondrias IFM e SSM geram
ATP para diferentes fungdes principais. Pela intima localizagdo com o sarcolema
entende-se que as SSMs geram ATP para o transporte ativo da membrana e a IFM para
a contragao das miofibrilas, visto que essas se localizam entre as miofibrilas (Hollander,
Thapa e Shepherd 2014).
[032] No entanto, situagdes que provoquem aumento no consumo de O2 e/ou
no fluxo de elétrons pela CTE (Sen, 1995), e/ou no potencial de membrana interna
mitocondrial (Skulachev, 1998) geram extravasamento de elétrons entre os complexos I
e III. Neste processo ocorre a formacao de espécies reativas de O2 , pois ao invés dos
elétrons serem doados para o proximo componente da cadeia e chegar ao seu aceptor
final, o citocromo c oxidase (complexo IV), sdo doados para o O2, formando o anion
superdxido (O2-). Esse radical livre capaz de causar dano oxidativo em diversos
componentes mitocondriais e celulares.
[033] A producdo exacerbada de EROs pode inativar diretamente proteinas
mitocondriais ou contribuir para a oxidagdo de lipideos e carboidratos, gerando uma
disfun¢do mitocondrial (Friguet, Bulteau, Petropoulos, 2008).
[034] A mitocondria também participa no processo de morte celular
programada, principalmente quando ocorrem alteragdes nas concentragdes de Ca2+. O
ion célcio € de extrema importancia na regulacdo de sinais em processos patologicos na
mitocOndria, pois causam modificacdes no interior da organela e resultam na alteracdo
do potencial de membrana mitocondrial (Kadenbach et al, 2011), na abertura dos poros
(transitdrio ou permanente) de permeabilidade mitocondrial (Murgia et al 2009, Lu et al,
2016) e na liberacdo de importantes proteinas prdapoptdticas para o citosol, como o
citocromo c¢ (Szabadkai et al, 2006; Elmore, 2007).

A CARDIOLIPINA

[035] A cardiolipina € um fosfolipido tetra-acil dimérico encontrado

exclusivamente nas mitocondrias, onde fornece suporte estrutural e funcional critico as
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proteinas envolvidas na fosforilacdo oxidativa e na sinalizacdo apoptdtica por ligar o
citocromo ¢ a membrana mitocondrial interna. E formada por trés moléculas de glicerol
e quatro cadeias de 4cidos graxos formando uma ultraestrutura ligeiramente cOnica
implicada em diversos processos mitocondriais (Houtkooper et al, 2008, Claypool e
Koehler, 2012).

[036] As cadeias de acidos graxos da cardiolipina sdo bastante especificas,
sendo composta predominantemente por cadeias insaturadas de 18 carbonos. A maioria
das espécies moleculares de cardiolipina presente no coracdo de mamiferos saudaveis
contém 4 cadeias acil-linoleico (L4CL) (Claypool e Koehler, 2012), constituindo 80 a
90% da sua estrutura e esta corresponde de 16 a 20% dos fosfolipidios da membrana
interna mitocondrial. Sendo assim, a cardiolipina tem grande importancia na fungao
mitocondrial por interagir com proteinas da membrana mitocondrial de forma
modulatdria e estrutural, em especial as da cadeia respiratéria (Chicco e Sparagna,
2007).

[037] A cardiolipina estd envolvida com a manutecdo da fluidez da membrana
mitocondrial e a sua estabilidade osmotica, sendo responsavel pela manutencdo do
gradiente eletroquimico de prétons entre o espaco intermembranas € o interior da
mitocondria (Chicco e Sparagna, 2007). Assim esse fosfolipidio participa da
fosforilagdo oxidativa (ao receber os elétrons de alta energia derivados da oxidagdo de
gorduras e carboidratos no ciclo do acido citrico) e da cadeira respiratdria, auxiliando na
formacdo do gradiente eletroquimico onde o efluxo dos prétons em direcdo ao interior
da mitocOndria € utilizada pela ATP sintase para catalisar a sintese de ADP + fosfato em
ATP (Alberts, 2004).

[038] A perda de contetido de cardiolipina e/ou as altera¢des na composicdo da
sua cadeia acil tém sido associadas a disfun¢do mitocondrial em multiplos tecidos e em
diversas condic¢des patoldgicas, incluindo isquemia, hipotireoidismo, envelhecimento e
insuficiéncia cardiaca. Desordens no metabolismo da cardiolipina tém sido apontadas
como um fator causador primario da miopatia cardio-esquelética conhecida como
sindrome de Barth, ressaltando o importante papel do cardiolipina na saide humana e na

doenca.
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O ION Ca2" E SUA RELACAO COM A MITOCONDRIA — CANAL
UNIPLEX

[039] O Ca2" e a mitocdndria estdo indissociavelmente ligados a funcdo e
disfun¢do cardiaca. Ele é o segundo mensageiro intracelular que controla a expressao
génica a fim de regular a contragdo cardiaca, ativar o metabolismo e iniciar a morte
celular programada. Em condicdes fisioldgicas o calcio mitocondrial funciona como
sinalizador para aumentar a producdo de energia ativando as 3 desidrogenases do ciclo
do 4cido tricarboxilico (TCA) (piruvato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e o-
cetoglutarato desidrogenase), bem como a producao de ATP (Figura 04). Em condicdes
de sobrecarga de Ca2+ citosolico, essa sinalizacdo, ao invés de aumentar o
metabolismo, envolve os caminhos da morte mitocondrial pois desencadeia a abertura
do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP), levando a
permeabilizacio da membrana interna mitocondrial, disfun¢do mitocondrial e morte
celular Kwong, 2017).

[040] Um componente-chave da sinalizacdo mitocondrial de Ca2+ é o
complexo mitocondrial de Ca2+ uniporter (MCU) (uniplex), um transportador de Ca2+
interno da membrana e a via principal da entrada mitocondrial de Ca2+. O uniplex é um
caminho importante de influxo mitocondrial de Ca2+que facilita o transporte
dependente do potencial de membrana de fons Ca2+ através da membrana interna
mitocondrial na matriz (Kwong, 2017). E um canal multimérico de 480kDa. Em 2013,
Raffaello e colaboradores, através de estudos computacionais, sugeriram que o canal
uniplex € tetramérico. No entanto, Oxenoid et al (2016), analisaram por ressonancia
nuclear magnética associada a microscopia eletronica a estrutura do uniplex em
Caenorhabditis elegans e descobriram uma organizacio pentamérica.

[041] O Uniplex € constituido do MCU (Baughman et al., 2011; De Stefani et
al., 2011) e elementos reguladores descritos na Figura 05, onde:

- mitochondrial calcium uptake 1 e 2 (MICU1 e MICU?2): proteinas sensiveis ao célcio
que modulam a abertura do canal em baixa e alta concentragcdo do calcio citosdlico
(Perocchi et al, 2010; Mallilankaraman et al, 2012b; Plovanich et al, 2013; Patron et al,
2014);
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- regulador essencial do MCU (EMRE): regula o uniplex ligando o MCU ao MICU1/2
além de regular a atividade uniplex servindo como um sensor de célcio de matriz
(Sancak et al, 2013; Vais et al, 2016):
- mitochondrial calcium uniporter b (MCUD): atua como um repressor endégeno do
transporte de calcio dependente de uniplex ao integrar-se no poro oligomérico MCU
(Raffaello et al, 2013):
- solute carrier family 25 member 23 (SLC25a23): transportador Mg-ATP/Pi da
membrane interna da mitocondria que modula o influxo de célcio por interagir com
MCU e MICUI1 e induz stress oxidativo mediando a morte celular (Hoffman et al,
2014).
- mitochondrial calcium uniporter regulator 1(MCUR1) — proteina de ligacdo entre
uniplex e a cadeia respiratoria (Tomar et al, 2016).

ALTERACOES DA FUNCAO MITOCONDRIAL DURANTE A
DISFUNCAO VENTRICULAR POR INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

[042] Para que a viabilidade celular ocorra faz-se necessario a manutencao da
homeostase mitocondrial visto que as mitocOndrias representam aproximadamente um
terco do volume celular do cardiomidcito cardiaca e sao fontes de radicais livres e
fatores pro-apoptoticos (Rosca e Hoppel, 2009). Em adicdo, sdo essenciais para o
bombeamento cardiaco por ser fonte primaria de energia na forma de ATP, fornecendo
substrato energético para o funcionamento da maquinaria contratil.

[043] Sendo assim, a fun¢do mitocondrial é regulada, de maneira transiente, de
acordo com a necessidade energética celular por meio de vias de sinalizagdo que
envolvem mensageiros intermedidrios, como o Ca2" e as EROs a fim de promover
quantidade de ATP adequado ao cardiomidcito (Campos JC, 2012).

[044] Anormalidades mitocondriais em decorréncia do infarto agudo do
miocardio, ndo apenas diminuem a capacidade para gerar ATP, mas também podem
estar diretamente ligadas a lesdo e morte de cardiomidcitos e, portanto, a progressao da
doenca. As mitocondrias anormais sdo uma das principais fontes de producdo de EROS,

as quais podem induzir dano celular programado através da liberacdo do citocromo ¢ no
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compartimento citosolico e a ativacdo das caspases que servem como mediadores
primarios da apoptose.

[045] A apotose € um mecanismo de morte celular progamada, que pode
ocorrer como resultado da oclusdo aguda a artéria coronaria no miocardio isquémico,
assim como a necrose, € € fundamental para o processo de remodelamento cardiaco
(Palojoki et al, 2001). Existem dois caminhos apoptéticos, a via extrinseca, mediada
pelo receptor da morte celular (death receptor), e a via intrinseca, mediada pela
mitocondria. A via extrinseca estd envolvida quando “death receptors” na membrana
externa, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), sdo envolvidos e ativam as
caspases.

[046] A via intrinseca é ativada durante situagdes de estresse, como infarto do
miocérdio e leva a permeabilidade da membrana externa da mitocondria permitindo a
liberacdo de proteinas do espago intermembranar para o citosol.

[047] Algumas proteinas sdo consideradas inofensivo ao processo de morte
celular, no entanto a liberagdo do citocromo ¢ promove a morte celular promovendo a
ativacao de caspases.

[048] O citocromo c, € uma proteina essencial a cadeia transportadora de
elétrons associada ao lado externo da membrana interna da mitocondria onde se fixa.
Sua fixacdo é mantida pela cardiolipina (Heather et al, 2010) e sua liberacdo ocorre
devido a transi¢do na permeabilidade mitocondrial, alteracdo no potencial de membrana
mitocondrial e ruptura da sua membrana externa (Parsons e Green, 2010) além de
aumento da liberacdo de H202 (Cai e Jones, 1998), um dos principais desencadeadores
de morte celular (Kowaltowski, 2004).

SELETIVIDADE DOS SUBSTRATROS MITOCONDRIAL
[049] A oxidacdo de acidos graxos mitocondrial pelo cora¢cdo humano adulto
sauddvel € responsavel por 60-80% da producao de ATP cardiaco, seguido de menores
contribuicdes de glicose, lactato e corpos cetonicos (Aubert et al, 2013).
[050] Com o infarto do miocérdio a oxidacdo de 4cidos graxos e a capacidade
oxidativa da mitocondria diminuem, sendo dificil manter a produc¢do suficiente de ATP,

por isso ocorre mudanca de oxidacdo de acidos graxos para via glicolitica (Sack et al,

Peticdo 870180155664, de 27/11/2018, pag. 48/108



-19/77-

1996). Acredita-se que esse fato ocorra pois existe downregulation do PPARa, o fator
de transcricdo expresso no coracdo e responsivel por transportar dcido graxos para
mitocondria (Goikoetxea et al, 2006). Associado a isso ocorre diminui¢do do fator de
transcricao responsavel pela biogénese mitocondrial PGC1-a (Sihag et al, 2009;Lehman
et al, 2000). Como esses fatores de transcricdo tém um papel critico na regulacdo da
producdo de energia mitocondrial cardiaca, esses dados sugerem que a diminuicdo da
atividade de PPARa (Sack et al, 1996) e PGC-1a (Sihag et al 2009) pode ser um
precursor importante que leva a diminui¢do da oxidag¢do de acidos graxos durante o
infarto do miocardio

AUMENTO NA PRODUCAO DE EROs

[051] A producdo de EROs mitocondrial ocorre em vérios locais ao longo da
membrana interna da mitocondria e também na matriz mitocondrial por componentes do
ETC e do ciclo de Krebs (Orr et al, 2013), principalmente entre os complexos I e III
(Murphy, 2009). Embora as EROs sejam tipicamente associadas a estados patoldgicos,
pequenas quantidades podem provocar sinalizacdo adaptativa e criar respostas benéficas
e compensatodrias (Brown et al, 2016).

[052] Segundo Bartz et al (2015), quando o dano oxidativo torna-se um
problema, mecanismos compensatérios trabalham na tentativa de preservar o tecido
evitando apoptose e/ou necrose. Sendo assim, o controle continuo da qualidade
mitocondrial se faz necessario para garantir a 6tima funcdo da organela. Esse controle
de qualidade envolve os processos de fusdo-fissdo, autofagia e biogénese mitocondrial
com ativacdo do fator nuclear respiratério (NRF-1) e dos seus co-ativadores PGC-1a,
PGC-1B e PRC. Esses fatores de transcricdo nuclear e seus co-ativadores sao
responsaveis por regular proteinas envolvidas nas muitas fungdes mitocondriais
incluindo fosforilacdo oxidativa e homeostase do calcio, além de estimularem a
expressdo do Tfam (fator de transcri¢do mitocondrial A), uma proteina na matriz
mitocondrial essencial para a replicacio do DNA da mitocondria (Llimona, 2011,
Bayeva et al, 2014).

[053] O PGC-1a aumenta também os niveis de proteinas a citocromo c oxidase

IV e a citocromo c. O citocromo ¢ € um importante fator regulatério para a liberacdo de
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EROs mitocondrial (Zhao e Xu, 2004; Pereverzey et al 2003). Com a perda do
citocromo ¢ ocorre uma diminuicdo da velocidade respiratdria e a mitocondria perde
uma proteina capaz de receber eletrons de pontos intermediérios da cadeia respiratoria,
evitando sua transferencia para o O2 (Kowaltowski, 2004).

[054] As EROs produzidas pela mitocOndria sdo dependes do potencial da
membrana mitocondrial. O aumento da expressdo das proteinas desacopladoras, no
infarto do miocardio, pode desencadear um mecanismo compensatorio para reduzir a
producdo de EROs por "desacoplamento para sobreviver’, pois uma redu¢do no
potencial da membrana mitocondrial € postulado para uma menor emissao de EROs de
mitocdndria (Brown et al, 2016.

[055] Acredita-se que a diminui¢do da geracdo de EROs em mitocOndrias
ligeiramente desacopladas esteja relacionada ao aumento das taxas de respiragcdo, que
reduz o tempo de vida de intermedidrios reduzidos que doam elétrons para o O2. E
possivel também que o aumento das taxas respiratorias cause uma diminui¢do na tensao
de oxigénio na mitocOndria, prevenindo assim a formac¢do de O2- (Skulachev, 1997).

ANORMALIDADES NA ETC Mitocondrial

[056] Uma diminuicdo nos complexos da cadeia transportadora de eletrons é
observada principalmente nos complexos I e/ou IV em modelos animais e humanos
infartados. Isso parece estar associado a geracdo de EROs, que provoca o
desacoplamento das proteinas envolvidas nos supercomplexos funcionais da
mitocondria (Lapuente-Brun et al, 2013; Maranzana et al, 2013).

[057] Observa-se também o desacoplamento do grupo coenzima Q (ubiquinol/
ubiquinona CoQ) que compreende uma coenzima de ciclagem redox encontrada. A CoQ
¢ sintetizada e sofre uma reducao de dois elétrons a partir de substratos nos complexos I
e Il e, em seguida, é oxidada a medida que doa elétrons no complexo III (Nicholss e
Ferguson, 2013). Problemas na CoQ podem retroalimentar eletrons em dire¢do ao
complexo I o que resulta em aumento da geragdo de EROs (Chouchani et al, 2014).
[058] A disfuncdo da ETC também esta envolvida nas alteragdes observadas
nos fosfolipidos de membrana mitocondrial aberrantes em coragdes infartados. Um

fosfolipido de membrana primordial para o funcionamento ideal da ETC e cujo
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conteido e composi¢do sdo alterados no infarto do miocardio é a cardiolipina. A
cardiolipina encontra-se na membrana mitocondrial interna e, ao contrario da maioria
dos fosfolipidos que tem duas caudas acilas, a cardiolipina possui quatro. Em coracdes
de mamiferos, estas cadeias s@o enriquecidas com &cido linoleico (18:2) (Brown et al,
2016). A diminuic¢ao da cardiolipina € observada em criangas (Chatifiel et al, 2014) e
adultos (Saini-chohan et al, 2009, Sparagnan e Lesnefsky, 2009) com insuficiéncia
cardiaca. A cardiolipina € essencial para a atividade dos complexos presentes na ETC,
nos transportadores de membrana, na homeostase de ions mitocondriais € na produgao
de EROs (Chicco e Sparagnan, 2007). Dado que a maioria dos complexos mitocondriais
associados a producdo de energia sdo oligdmeros compostos por muitas subunidades, a
cardiolipina atua como "fixador" molecular que retém essas subunidades (Pfeiffer et al,
2003). Os estudos que visam a cardiolipina provavelmente melhorardo transporte de
elétrons através do ETC e, ao fazé-lo, pode ser benéfico no tratamento de disfunc¢des
cardiacas.

ALTERACOES NOS POROS MITOCONDRIAIS

[059] A mitocondria € composta por diversos poros em sua membrana interna e
externa que permitem moléculas passarem livremente. A membrana externa € altamente
permeével a pequenas moléculas que passam livremente entre o citoplasma celular e o
espaco intermembrana (Patergnani et al, 2011). De modo inverso, a membrana interna,
que contém complexos da cadeia respiratoria, ATP sintase e outras enzimas, € quase
impermeavel, mesmo a ions como Ca2+ e H+ (Fernie et al, 2004). Para atingir a matriz
mitocondrial esses ions contam com 3 alternativas: o canal uniporter mitocondrial
(MCU), o primeiro e talvez o mais importante (Baughman et al, 2011), o modo rapido
de captacdo de Ca2+ (RaM) que em niveis fisioldgicos sdo mais eficientes na sua
absor¢do e centenas de vezes mais rapido do que a MCU (Bazil e Dash, 2011) e, por
ultimo, o receptor de rianodina mitocondrial tipo 1 (mRyR1) (Ryu et al, 2011).

[060] Assim como as vias de influxo, foram descritas até o momento trés vias
de efluxo: o trocador i6nico mitocondrial Na+- Ca2+ (mNCX), forma predominante de
efluxo de Ca2+ das mitocdndrias; o trocador idnico mitocondrial H+- Ca2+ (HCX) e o

poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial (mPTP).0 mPTP é um poro
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inespecifico que se abre em resposta ao aumento dos niveis de célcio e ao stress
oxidativo e esta associado a producao de EROs, morte celular apoptética e disfungdo
mitocondrial. Estudos monstram que o bloqueio do mPTP com ciclosporina foram
eficazes nas patologias cardiacas (Weinbrenner et al, 1998).No entanto, estudos recentes
sugerem que a abertura transitéria do mPTP, pode ser um mecanismo de "reposi¢do”
fisiologico para prevenir a sobrecarga de célcio mitocondrial. Se a abertura desses poros
pode ser um mecanismo compensatério normal semelhante a "véalvulas de liberacdo de
pressdo”, o conceito de tratamento de IC ao bloquea-los torna-se questionavel.

[061] Aberturas raras e transitérias do mPTP foram observados em
mitocOndrias individuais de cardiomidécitos de coracdes infartados e foram associadas a
despolariza¢do transitéria da mitocondria e a liberagdo de cdlcio mitocondrial. No
entanto, apesar do peso das evidéncias apontarem progressivamente para a maior
importancia para esse fendmeno e criacdo desses poros, a composi¢do molecular exata
ndo estd bem estabelecida (Monteiro et al, 2003). O mPTP parece ser composto de
dimeros de ATP sintase (complexo V) e ser controlado pelo teor de calcio da matriz
mitocondrial através da ciclofilina D (Goorgio et al, 2013; Carraro et al, 2014), uma
peptidil-prolil cis-trans isomerase localizada na membrana externa da mitocondria.
Quando ativada por fons célcio, promove o mPTP liberando o citocromo ¢ envolvido na
apoptose celular ou morte celular programada, como mecanismo de defesa (Elrod et al,
2010).

HOMEOSTASE MITOCONDRIAL E MECANICA CARDIACA

[062] Alteracdes i0nicas no interior das mitocondrias tém sido observadas em
modelos de animais infartados. Um fon de suma importancia para o funcionamento
mitocondrial e para a mecanica cardiaca € o calcio. As mitocOndrias influenciam
diretamente a dinamica de célcio celular uma vez que todos os mecanismos de liberagao
e captacdo de calcio citosolico sdo dependentes da energia e de EROs. Alteracdes na
concentracdo de célcio celular levam ao prejuizo no mecanismo acoplamento excitagao-
contracdo observado em disfuncdes cardiacas, contribuindo para a piora da mecanica

cardiaca e para a arritmogénese.
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[063] Em situagdes de doenca, estima-se que a homeostase anormal de célcio
contribua para o desenvolvimento e instalagdo da disfuncdo cardiaca como aquela
presente na insuficiéncia cardiaca decorrente do infarto do miocéardio (Houser et al.,
2000; Braunwald, 2013). Estudos mostraram que a sinalizacdo do cdlcio entre a
superficie da membrana sarcolemal e o reticulo sarcoplasmatico encontra-se
prejudicada, em outras palavras, o influxo de célcio através dos canais para célcio tipo L
sdo menos efetivos em disparar a liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico em
midcitos hipertrofiados e insuficientes (Orchard & Brette, 2008). Com isso, a formagao
das pontes cruzadas e consequentemente a contragdo cardiaca pode ser prejudicada
(Mill et al., 1998; Stefanon et al., 2013, Braunwald, 2013).

[064] Assim como as alteracdes no influxo de célcio s@o necessarias para uma
perfeita sistole as modificacdes nos mecanismo de extrusdo de cdlcio também podem
interferir na contratilidade cardiaca, visto que interferem na concentracao intracelular do
calcio (Bers, 2014). O transporte de célcio para fora do citosol envolve a bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), o trocador Na+/Ca2+ (NCX), a bomba
de célcio do sarcolema e o canal uniporte de célcio mitocondrial (Lederer et al., 2013,
Bers, 2014).

[065] A maior parte da recaptacdo de cdlcio, obrigatério para o relaxamento
diastdlico, ocorre através da SERCA2a, que apresenta menor atividade em coracdes
infartados (Gorski et al 2015). Além disso, o aumento das EROs pode oxidar as
proteinas associadas ao canal de liberacdo de célcio do receptor de rianodina, o que
pode levar ao vazamento de célcio do reticulo sarcoplasmatico durante a didstole
(Belevych et al, 2009). O aumento dos niveis intracelulares de s6dio em coracdes
infartados também contribui para o mau funcionamento do NCX. Como o calcio é
fundamental para a manutencdo da sua bioenergética, a sobrecarga de sddio altera o
fluxo de célcio mitocondrial e prejudica a oferta-demanda bioenergética encontrada em
infartados (Maack et al, 2006; Lopez-Crisoto et al, 2017). Especula-se que os
mecanismos envolvidos na reducao da liberagao do célcio pelo reticulo sarcoplasmatico
se deva a reducdo da recaptacdo de célcio pela SERCA2a, aumento na extrusdo de

calcio pelo NCX e/ou aumento no vazamento de célcio pelo reticulo sarcoplasmaético
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(Lederer et al., 2013; Bers, 2014). E importante ressaltar que o aumento da expressao da
fosfolambam (PLB) estd associado a diminui¢do da afinidade da SERCA?2a pelo célcio
(Frank et al., 2003), resultando em prejuizo na recaptacdo desse fon durante a diastole.
O PLB ¢ o inibidor end6geno da SERCA2a que quando fosforilado deixa de inibir a
bomba permitindo o influxo ativo de célcio para dentro do reticulo sarcoplasmaético.
Desta forma, se torna uma importante proteina reguladora do relaxamento do miocérdio
durante a diastole, por acelerar a remocao intracelular de célcio, além de contribuir na
manutenc¢do do conteddo de célcio sarcoplasmético (Bers, 2008).
[066] Em conjunto, essas alteracdes na dindmica do calcio, prolongam o tempo
despendido durante a fase de relaxamento o que ocasiona o aumento da rigidez da
camara cardiaca e consequentemente a reducdo da geracdo de niveis satisfatorios de
pressao sistolica e restricdo diastolica (Gwathmey et al, 1987; Sikkel et al,2014).
INTERACAO ENTRE A FUNCAO MITOCONDRIAL E O
RETICULO SARCOPLASMATICO

[067] O acoplamento do reticulo sarcoplasmatico (RS) e a mitocondria foi o
primeiro tipo de interagdo entre organelas descrito, e foi reconhecido como sendo
necessario para troca de lipidios e transferéncia de ion célcio (Rizzuto et al, 1998;
Vance, 1990). No ponto de contato entre as organelas, o Ca2+ ¢ transferido diretamente
para mitocondrias do RS e, quando na matriz mitocondrial, estimula a atividade do ciclo
de Krebs e a sintese de ATP (Cardenas et al, 2010).

[068] A distancia entre RS e MME ¢é de quase 40 nm e a concentragdo
intramitochondrial de Ca2" cai rapidamente 4 medida que a distAncia entre a organela e
as linhas Z e o tibulos transversos em pacientes cardiopatas aumenta (Lu et al, 2010;
Sharma et al, 2000) e que por sua vez altera o metabolismo cardiaco e trabalho do Ca2"
(Gutierre et al, 2014).

[069] Em infartados, o aumento do efluxo de Ca2" mitocondrial ou a reducio
da absor¢dio de Ca2" mitocondrial, pode ser considerado mecanismo compensatério ou
adaptativo a fim de tamponar o vazamento de Ca2" aumentado no RS o que prejudicaria

os cardiomidcitos e a homeostase (Lopez-Crisoto et al, 2017).
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[070] A comunicacdo fisica e funcional entre as mitocondrias e o RS, e a
dindmica mitocondrial equilibrada sdo reguladores essenciais da fun¢do mitocondrial,
do metabolismo celular e da homeostase de célcio (Lopez-Crisoto et al, 2017).
[071] Alteragdes na comunicagdo do RS e na morfologia da rede mitocondrial
implicam em vérias patologias cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca,
doenca arterial coronariana e hipertensao pulmonar (Lopez-Crisoto et al, 2017).
[072] A hipertrofia cardiaca mal adaptativa que leva a insuficiéncia cardiaca
produz multiplos distdrbios funcionais, incluindo altera¢des na dinamica mitocondrial,
que consiste na regulacdo de sua estrutura (morfologia e distribuicdo) e em sua
conectividade, mediados pela fusdo e fissdo mitocondriais.
[073] Em modelos in vitro de hipertrofia cardiaca, sdo observados niveis
reduzidos de mitofusina2 (Mfn2). A Mfn 2 € a proteina mais propensa a se envolver na
ligacdo entre RS e mitocondrias no corac¢do. A reducdo dos niveis de Mfn 2 leva a um
comprometimento da manipulacdo de Ca2+ mitocondrial e no aumento da produgdo de
EROs corroborando a idéia de que o acoplamento RS-mitocondria modula o
metabolismo energético no tecido cardiaco (Lopez-Crisoto et al, 2017).
[074] As mitofusinas 1 e 2 (Mfnl e Mfn 2) estdo localizadas na superficie das
mitocondrias. Quando duas mitocOndrias adjacentes interagem umas com as outras
ocorre fusdao da membrana mitocondrial externa (MME). Essa dindmica mitocondrial é
mediada pela acdo da GTPase, que controla também a optic atrophyprotein 1 (OPA1),
uma proteina de 120kDa, presente na membrana interna da mitocondria (MMI) e no
espaco intermembranas, onde € responsavel por manter a estrutura das cristas e também
participar da fusdo da MMI (Meeusen et al, 2006; Frezza et al, 2006, Liesa, Palacin,
Zorzano, 2009).
[075] A delecao completa de ambas as mitofusinas em coragdes adultos leva a
uma func¢do cardiaca gravemente comprometida, com aumento do tamanho da camara,
diminuicao da fragdo de encurtamento e aumento do volume diastélico final do
ventriculo esquerdo (Chen, Liy & Dorn, 2011; Papanicolaou et al, 2012).

ACIDOS GRAXOS — ACIDO LINOLEICO
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[076] Ap6s o infarto do miocario a membrana cardiaca sofre alteragdes na sua
composic¢do lipidica (Le et al 2014). Em 1987 e em 1991, Chien et al e Okumura et al,
respectivamente, demonstraram que os fosfolipideos (FL) e os acidos graxos (AG) da
membrana celular também sofreram alteracdes em decorréncia do infarto do miocardio.
[077] Muitos lipidios possuem acidos graxos como constituinte, que sdo acidos
carboxilicos que possuem uma cadeia carbonica geralmente nio ramificada (apolar) e
uma Unica carboxila (polar) (Chemin & Mura, 2010).

[078] Os acidos graxos sdo cadeias de hidrocarbonetos que apresentam um
grupo carboxila na cabeca (0) terminal e um grupo metila na cauda (n) final. O nimero
de carbonos na cadeia e o tipo de ligac@o entre estes dard origem a diferentes tipos de
acidos graxos (Hardman, 2004).

[079] A nomenclatura dos acidos graxos refere-se ao nimero de atomos de
carbono, quantidade e posi¢do das duplas ligagdes em relagdo ao grupo metila
(Ratnayake e Galli, 2009). Os acidos graxos saturados possuem apenas ligacdes simples
entre seus carbonos. Os acidos graxos que contém uma (1) ou mais duplas ligacdes na
cadeia sd@o chamados de 4cidos graxos insaturados (AGI). Quando o 4cido graxo contém
uma (1) dupla ligagdo é chamado de acido graxo monoinsaturado (AGMI) e se
apresentarem duas (2) ou mais duplas liga¢des € chamado de acido graxo poliinsaturado
(AGPI) (Yaqoop, 2004; Ratnayake e Galli, 2009).

[080] De acordo com a posi¢do da dupla ligacdo o 4cido graxo pode ser
classificado pelo sistema omega () de nomenclatura ou o termo “n” (em minusculo).
Essas classificacdes referem-se a posi¢cdo da primeira dupla ligagdo do acido graxo
relativa ao grupo metila (-CH3) da molécula de hidrocarboneto (Mahan & Escott-
Stump, 2005). Em quase todos os dcidos graxos insaturados que ocorrem naturalmente,
as duplas ligagdes estdo na configuragdo cis e normalmente sdo posicionados no n-3, n-
6 ou n-9 em relac@o ao atomo de carbono do grupo metila (Ratnayake e Galli, 2009).
[081] Em mamiferos, incluindo seres humanos, 4cidos graxos saturados e
monoinsaturados podem ser obtidos pela dieta ou, podem ser sintetizados pela sintese
“de novo” de acido graxo. No entanto, os mamiferos ndo conseguem sintetizar acidos

graxos com a dupla ligac@o no carbono (n) 6 ou 3, por esta razao os acidos graxos n-6 e
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n-3, sdo considerados acidos graxos essenciais (AGE) e devem ser obtidos na dieta
(Yaqoop, 2004; Hardman, 2004; Simopoulos, 2006; Yaqoob e Calder, 2007).

[082] Os AGPI n-6, a primeira dupla ligacao do 4cido graxo estd presente no 6°
carbono a partir do carbono terminal (Figura 06). Este é consumido principalmente
como acido linoléico (AL) (18:2 n-6) presentes em Oleos vegetais (milho, soja e
girassol). Também alguma quantidade de outro AGPI n-6 derivado do AL, o Acido
Araquidonico (AA) (20:4 n-6) pode ser obtida a partir de carnes (Hardman, 2004).

[083] Para os AGPI n-3 a primeira ligacdo dupla € no 3° 4tomo de carbono a
partir do carbono (n) terminal (Hardman, 2004) (Figura 06). O precursor dos acidos
graxos da familia n-3 € o dcido graxo oa-linolénico (ALA) (18:3 n-3), que esta presente
nos vegetais verdes folhosos e em diferentes quantidades nos dleos de soja (8%), canola
(11%) e linhaca (57%) (Hardman, 2004; McCusker e Grant-Kels, 2010). Acidos graxos
n-3 de cadeia maior, principalmente, o dcido graxo eicosapentaendico (EPA) (20:5 n-3)
e acido graxo docosaexaendico (DHA) (22:6 n-3) (Figura 06), s@o encontrados em
peixes marinhos de dguas geladas como a cavala, o salmao, sardinha, arenque, dourado;
truta arco iris e os seus Oleos que contém aproximadamente 60% de EPA e DHA
(Hardman, 2004; McCusker e Grant-Kels, 2010).

[084] O metabolismo dos AGE n-3 e n-6 sdo funcionalmente distintos e
apresentam importantes funcoes fisioldgicas. Seus metabolitos quando incorporados nos
fosfolipidios das membranas plasmaticas desempenham fungdo estrutural nas células
em especial naquelas altamente especializadas, como terminais sinapticos, células da
retina e midcitos cardiacos (Ratnayake e Galli, 2009).

[085] No metabolismo o ALA € convertido em dois acidos graxos de cadeia
longa ® -3: 4cido graxo eicosapentaendico (EPA) (20:5 n-3) e 4cido graxo
docosahexaendico (DHA) (22:6 n-3). No entanto, o AL é convertido no organismo em
acidos graxos de cadeia longa - 6 como o acido aracdonico (AA) (20:4 n-6), sdo
encontrados em carnes € entram na formacao de fosfolipidios como a cardiolipina (CL)
(Mahan & Escott-Stump, 2005), contribuem para manter a integridade estrutural e

funcional de células e dos componentes celulares (Garrel et al, 2012).
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[086] Para que essas conversdes acontecam ¢é necessario que o AL e o ALA
sofram alongamento e dessaturagdes que acontecem principalmente no reticulo
endoplasmatico das células do figado e de leucocitos (Simopoulos, 2003; Simopoulos,
2006; Berquin, Edwards e Chen, 2008). Suscintamente, a via precisa da A6 e A5
dessaturases do sistema microssomal e um passo envolvendo a B-oxidagdo dos
peroxissomos para acdo da enzima alongase. O primeiro passo envolve a insercido de
uma dupla ligacdo na posi¢ao A6 do AL e/ou ALA pela a¢do de 66 dessaturase, que é o
passo limitante desta via. A seguir, ocorre o alongamento da cadeia por 2 unidades de
carbono pela alongase e uma inser¢do de outra ligacdo dupla na posi¢do A5 pela A5
dessaturase para formar AA (20:4 n-6) ou EPA (20:5 n- 3) (Chilton, et al., 2008, Le et al
2014) (Figura 07).

[087] O AA e EPA sio precursores dos eicosanoides que estdo envolvidos em
diversos processos € em especial na resposta inflamatéria (Chemin & Mura, 2010). Os
eicosanoides derivados do AA (n-6) pela via da cicloxigenase (PGE2, tromboxano A2,
LTB4) sao vasoconstritores, agregadores plaquetirios e possuem atividades pro-
inflamatérias o que poderia aumentar o risco de doencas cardiovasculares (Willett,
2007).

[088] No entanto, o aumento da taxa de AL em humanos nio esta associado ao
aumento da inflamacao (Czernichow, Thomas e Bruckert, 2010, Levitan et al, 2012).
Farvit et al, 2014, suportam uma relacdo inversa entre AL e doencas cardiovasculares.
Na populacdo italiana adulta, niveis plasmaticos mais elevados de AA foram associados
a menores niveis de marcadores proinflamatdrios e maiores para os antiinflamatdrios
(Ferrucci et al, 2006). Em animais, estudos revelam que a administracdo desse acido
graxo diminui a resposta inotrépica ao isoproterenol (Hoffman et al, 1988), reduz a
trombose arterial e a pressdo arterial de ratos hipertensos (ten-Hoor, 1980), aumenta o
fluxo coronariano (de Decker e ten-Hoor, 1979) e o inotropismo positivo (Mitchel et al,
2002) em coragdes isolados e diminui em 30% a frequéncia cardiaca nesses coragoes.
Ribeiro Junior et al (2010) demonstraram que o tratamento de ratos com 6leo de soja
(composto por 54% de AL) intramuscular por 15 dias aumentou a performance do

ventriculo esquerdo sem alterar a pressdo arterial. Em 2012, Lisboa Junior relata que o
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tratamento de ratos infartados com 6leo de soja intramuscular por quinze dias preveniu
a reducdo de contratilidade ventricular esquerda e promoveu aumento na PAS e
diminui¢do da PDFVE, sem alterar a area de infarto e nem os parametros ponderais.
Mulligan et al 2012, mostrou que uma dieta com PUFA n-6 atenua a disfuncao contratil
do VE sem promover alteracdo na pressao arterial.

[089] A ac¢do do AL nas mitocOndrias cardiacas também tem sido descrita na
literatura, no entanto, este € incapaz de entrar na mitocondria devendo sofrer oxidagao.
Primeiramente ele é convertido em acil-CoA para posteriormente a CoA ser substituida
pela carnitina pela enzima carnitina-acil-transferase-1 formando o acil-carnitina que é
transportada para a matriz mitocondria. O grupo acil € transferido de volta para a CoA,
sobre o lado da matriz da membrana por a¢cdo da carnitina-acil-transferase 2.

[090] Dentro da mitocondria o AL ingressa a via da B-oxidagcdo dos acidos
graxos que € responsavel por 70% da energia utilizada pelo coracdo de mamiferos, e
com a remogao, por oxidagao, de sucessivas unidades de dois &tomos de carbono resulta
da producao de acetil CoA. Apds a B-oxidagdo, os carbonos do grupo acetila do acetil
CoA sao oxidados a CO2, o que ocorre no ciclo do acido citrico. Os acetil-CoA vindos
da oxidacdo vao entrar nessa via junto com os acetil-CoA provenientes da
desidrogenacdo e descarboxilacdo do piruvato pelo complexo enzimético da piruvato
desidrogenase. Nessa etapa havera producio de NADH e FADH2 para suprir de
elétrons a cadeia respiratdria da mitocondria, que os levard ao oxigénio. Esse fluxo esta
acoplado a fosforilacdo oxidativa. Com isso a energia gerada na oxidagcdo de acidos
graxos vai ser conservada na forma de ATP.

[091] Apds 4 semanas de tratamento com oléo de cartamo enriquecido com
AL, Mulligan et al (2012), demonstram uma atenuacdo na reducdo da respiracio
mitocondrial no estado 3 em ratos com insuficiéncia cardiaca. Galvao et al (2012),
relatam que apds 24 semanas de uma dieta contendo 20,7% de AL (o restante era
composto por acido palmitato, palmitoleato, estearato, oleico e alfa-linoleico) os
animais ndo apresentaram alteracdo na funcdo de mitocondria isolada quando
analisaram o estado 3 e 4, e o RCR na presenca dos substratos glutamato + malato e

rotenona + succinato.
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[092] Apesar dos trabalhos apresentarem resultados de dietas enriquecidas com
acido linoleico pouco se estuda o efeito do 4cido linoleico em coracdes sadios e
infartados. O presente estudo visa proporcionar informacgdes sobre a acdo do acido
linoleico sobre a mitocondria e a contratilidade miocardica apds infarto agudo do
miocardio. Nossa hipdtese é que o acido linoleico administrado apdés o infarto do
miocardio melhora a bioenergética mitocondrial restaurando a mecanica cardiaca.

[093] Como objetivo, espera-se avaliar o efeito do 4cido linonleico sobre a
mecanica cardiaca e a bioenergética nas subpopulacdes mitocondriais cardiacas
interfibrilar (IFM) e subsarcolemal (SSM) de ratos submetidos ao infarto do miocardio
(IM). Portanto:

- Avaliar os efeitos do tratamento com AL sobre a pressao arterial, pressao sistolica e
diastdlica do ventriculo esquerdo em ratos infartados;

- Avaliar parametros histolégicos de coracdes de ratos infartados em resposta ao
tratamento com AL;

- Estudar a funcao ventricular esquerda de coragdes isolados dos ratos infartados
tratados ou ndo com AL frente a intervencdes heterométricas e homeométricas;

- Avaliar o contetdo proteicomitocondrial por grama de tecido (Yield) de ratos
infartados com e sem AL;

- Avaliar a fun¢ao e morfologia mitocondrial das duas subpopulagdes: subsarcolemal
(SSM) e interfibrillar (IFM), através da citometria de fluxo de ratos infartados e com 15
dias de AL;

- Avaliar o efeito do AL, sobre a bioenergética mitocondrial apds 15 dias da cirurgia do
infarto do miocardio;

- Investigar possiveis alteracOes da fun¢do da cadeia respiratdria mitocondrial com a
utilizacdo de substratos especificos para os complexos I e II frente ao tratamento com
AL 15 dias ap6s o infarto;

- Avaliar a resisténcia mitocondrial ao calcio (Swelling) de animais infartados e em
resposta ao AL;

- Medir a probabilidade de abertura do poro mitocondrial em ratos apos 15 dias da

cirurgia do infarto do miocardio tratados ou nao com AL.
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ANIMAIS EXPERIMENTAIS

[094] Foi utilizado modelo animal de ratos macho normotensos da linhagem
Wistar (Rattus novergicus albinus), pesando entre 250 a 300 g com idade aproximada
de 12 semanas, obtidos no Biotério da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES.
Os animais foram mantidos em gaiolas, sob controle de temperatura, umidade e ciclo
claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua e racdo. O protocolo foi aprovado
pela Comisséo de Etica em Experimentacio e Uso de Animais da Universidade Federal
do Espirito Santo — UFES (CEUA - 041/2013).

[095] Os experimentos foram divididos em dois segmentos para avaliacdo dos
efeitos do acido linoleico sobre a mecanica cardiaca e a bioenergética mitocondrial:

1. Analise de diferentes concentracdes de 4cido linoleico: os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos, € receberam diariamente 0,ImL (i.m.) de trés diferentes
doses do acido linoleico 5 mg/kg (ALS), 15 mg/kg (AL15) e 50 mg/kg (ALS0) e o
grupo controle (SHAM) recebeu o volume similar de 0,9% de NaCl intramuscular (i.m).
A solucdo estoque de AL foi preparada em 100% de etanol conforme Mitchell et al,
2002. Sendo para cada gurpo a seguinte diluicdo: ALS — 25ulL do acido + S0uL de
etanol; AL15 75 uL de acido + 50 uL de etanol; AL50 — 250uLl. do &acido + 50ul de
etanol; completando para 2500 uL de salina. Dados ponderais, avaliagdo hemodinamica,
testes funcionais de coracdo isolado e mitocOndria além da andlise histolégica foram
realizados, sendo a dose de AL50 escolhida para dar continuidade ao trabalho.

2. Efeito do acido linoleico em animais submetidos a cirurgia de infarto do miocardio: 4
grupos foram estudados (Figura 08) com as mesmas andlises anteriores de dados
ponderais, avaliacdo hemodinamica, testes funcionais de coracao isolado e mitocondria,
histologia, além de microscopia eletronica e analise bioquimica.

[096] Para realizacdo dos protocolos experimentais trés tratamentos cronicos
foram realizados. Os ratos pertencentes ao primeiro tratamento (n=40) foram utilizados
para aquisicdo dos parametros hemodinamicos, dos seus pesos corporais e para
realizacdo da preparacdo de coragdo isolado e posteriormente armazenamento em

solucdo de paraformaldeido e etanol para andlise histolégica.
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[097] Os ratos que pertenciam ao segundo tratamento (n=40) foram utilizados
para pesagem dos ventriculos direito e esquerdo dos coragOes e realizacio do
isolamento mitocondrial.
[098] O terceiro tratamento (n=40) foi realizado para retirada de corag¢des, onde
parte foi utilizada para microscopia eletronica e parte foi estocado a - 80° C, para
utilizagdo em mensuracdes bioquimicas.

INDUCAO DO INFARTO DO MIOCARDIO
[099] O infarto do miocardio foi induzido pela oclusdo cirtrgica epermanente
da artéria coronariana 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 por via intraperitoneal com mistura de
quetamina (50 mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL).
Alcancado o plano anestésico desejavel, o animal teve seus membros fixados a uma
mesa cirdrgica, em posi¢ao supina. Apds a tricotomia do lado esquerdo do térax, foi
realizada a assepsia do local com alcool 70% e incisdo na pele do animal, seguida de
dissecacdo dos miusculos intercostais e preparacdo de sutura em bolsa. Era feita entdao
incisdo de cerca de 2 cm no quarto espago intercostal esquerda para exposicdo do
coragdo. Com uma linha de nylon monofilamento 6.0, a artéria coronaria descendente
anterior esquerda foi permanentemente ocluida, o coracdo reposicionado no térax e a
sutura fechada. As modificacdes no eletrocardiograma pelos diferentes tipos de arritmia
(bloqueio atrio-ventricular, batimento prematuro, taquicardia, e fibrilagdo ventricular), e
a recuperacdo dos movimentos respiratorios normais foram acompanhadas nos vinte
minutos seguintes a cirurgia. Caso necessitassem, os animais recebiam assisténcia
cardiorrespiratoria. Os animais controle foram submetidos a uma cirurgia ficticia
consistindo na realizagdo de todos os passos descritos anteriormente, exceto a oclusdao
da artéria coronaria (grupo SHAM). Apds o procedimento cirdrgico, os ratos foram
aleatoriamente acomodados em gaiolas com acesso a Aagua para recuperagdo da
anestesia.

HEMODINAMICA ARTERIAL E VENTRICULAR POR MEDIDA
DIRETA EM ANIMAL ANESTESIADO
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[100] Apo6s 15 dias de tratamento, os ratos foram anestesiados via i.p. com
uretana (1,2 g/Kg) e submetidos a cirurgia de cateterizagdo da veia jugular e artéria
cardtida direita para mensuracdo dos parametros cardiovasculares in vivo. O plano
anestésico foi avaliado pela auséncia de responsividade ao estimulo doloroso na pata, e
quando necessario, houve suplementacdo na dose utilizada. Apds a anestesia, todos os
ratos foram mantidos em manta aquecedora,com suplementacdo de oxigénio (0,5
L/min). A canulacdo da jugular direita foi realizada com um cateter de polietileno (PE
50, Clay-Adams) com extremidade curva, para facilitar a inser¢do no ventriculo direito
(VD), e preenchido com salina heparinizada (50 Ul/ml). O cateter foi acoplado a um
transdutor de pressao (TSD 104 A Biopac) conectado a um pré-amplificador interligado
ao sistema (MP 100 Byopac Systems, Inc; CA), o qual permitiu que a pressao do VD
fosse registrada e processada por um computador. Na cardtida direita, por sua vez, foi
inserido um cateter Millar (SPR-320) que foi direcionado ao ventriculo esquerdo (VE)
para mensurar a pressdo intraventricular. Apds registro, o cateter foi retraido para a
cardtida para registrar a pressao arterial e verificar se houve lesdo de valvula adrtica. Os
dados foram coletados apds periodoperiodo de estabiliza¢do de no minimo 10 minutos.
Os seguintes parametros foram avaliados: Pressdo arterial sistélica (PAS), diastélica
(PAD); frequéncia cardiaca (FC); pressdo sistolica e diastolica final intraventricular
esquerda (PSVE e PDfVE); maximas derivadas de pressdo intraventricular positiva
(+dP/dt méx) e negativa (—dP/dt méx),

AVALIACAO DO DESEMPENHO EM CORACOES ISOLADOS
PERFUNDIDOS PELA TECNICA DE LANGENDORFF
[101] Apds o término do tratamento cronico, os animais receberam injecdes
intraperitoneais de uretana sodica (1,2 g / kg) para indugdo anestésica, e de heparina
sodica (40 U) para evitar a formacao de codgulos sanguineos durante a manipulag¢ao dos
coragdes. Depois de anestesiados, os ratos foram sacrificados, o térax aberto e o coragao
exposto. As artérias derivadas do arco adrtico foram amarradas com fio de algoddo. O
coracdo foi retirado e perfundido retrogadamente através da aorta com solucido Krebs-
Henseleit (em mM): NaCl=120, KCI=5.4, MgCl2=1.2, CaCl2=1.25, NaH2PO4=2,
Na2S04=1.2, NaHCO/=24, glicose=11; pH 7,4 e 34° C e gaseificada com mistura
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carbogénica (5% CO2 e 95% 02) através do coto adértico com fluxo constante de 10
mL/min, de acordo com a técnica de Langendorff (Langendorff, 1898; Skrzypiec-Spring
et al., 2007). Um transdutor de pressdao (TSD 104A- Biopac conectado a um pré-
amplificador Funbec MP-100) ligado ao sistema de perfusao foi utilizado para medida e
acompanhamento da pressdao de perfusdao coronariana (PPC). A pressdo coronariana é
igual ao produto da resisténcia coronariana pelo fluxo. Como o fluxo é mantido
constante, mudangas na pressdo coronariana retratam alteragdes na resisténcia da
circulagdo coronariana. O atrio direito (AD) foi retirado visando a remog¢ao do ndédulo
sinoatrial, e a frequéncia de estimulagdo elétrica foi fixada em 200 batimentos por
minutos, com pulsos retangulares, com intensidade de 10 V e duracdo de 10 a 12 ms
através de dois eletrodos (Ag/AgCl) colocados na cuba em paralelo ao coracdo. O étrio
esquerdo foi aberto e um baldo de latex inflavel com agua, conectado a um transdutor de
pressdao (TSD 104A- Biopac conectado a um pré-amplificador Funbec MP-100) foi
introduzido na cavidade ventricular esquerda para controle da pressdo diastdlica
isovolumétrica (PD) e mensuracdo da pressdo sistdlica isovolumétrica do ventriculo
esquerdo (PSIVE) e suas derivadas temporais positiva (dP/dt +) e negativa (dP/dt -). O
transdutor era mantido conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados (MP 100 Biopac
Systems: Inc; CA) e esses registrados em computador pelo software Biopac Student Lab
utilizando taxa de amostragem de 2000 amostras/segundo. As derivadas de pressao
foram obtidas indiretamente, através das ondas de pressdo isovolumétricas dos
ventriculos esquerdos, apds o término dos experimentos pelo mesmo software (filtro
digital Blackman -61dB com freqiiéncia de corte de 250 Hz e taxa de amostragem de
200/s). A PD foi fixada em 5 mmHg, através da inflacdo do baldo de latex contido na
cavidade ventricular, e as preparagdes mantidas por um periodo de estabilizacdo de 20
minutos. ApOs esse periodo foram realizadas as mensuracoes de PPC, PSIVE e
derivadas temporais; e iniciados os protocolos experimentais em coragdes de ratos dos
grupos Sham e AL ou Sham, AL, IM e IMAL.
INTERVENCAO HETEROMETRICA

[102] Neste protocolo foi avaliada a resposta ao aumento da PD por meio de

inflacdo do baldo de latex localizado na cavidade ventricular esquerda (0, 5, 10,15, 20,
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25 e 30 mmHg). Essa manobra é conhecida como curva de funcdo ventricular ou curva

de Frank-Starling (Stefanon et al., 1990).

INTERVENCOES HOMEOMETRICAS
[103] Para a avaliagdo da resposta inotrépica ao célcio, a PD do VE era
mantida em 10 mmHg e a PSIVE era registrada enquanto se perfundia o coragdo com
solucdes com diferentes concentracdes de calcio (em mM): 0.62; 1.25; 1.87;2.5 ¢ 3.12.
[104] Por fim, foi mensurada a resposta f-adrenérgica, realizada com a injecao
in bolus (0.1 mL) do agonista B-adrenérgico isoproterenol (10-3 M). A resposta -
adrenérgica foi medida como incremento da PSIVE apds a inje¢do de isoproterenol.
Para realizacdo deste protocolo os coragdes isolados foram perfundidos com solugdo
nutridora na qual a concentracdo de calcio era 0,625 mM (Vassallo et al., 1994).

ISOLAMENTO MITOCONDRIAL

[105] Seguindo o protocolo descrito por Palmer e col., em 1977, as duas
subpopulagdes mitocondriais (SSM e IFM) foram isoladas do ventriculo esquerdo. Os
ventriculos foram lavados, fragmentados e homogeneizados (agitador mecanico e
homogeneizadores — Nova técnica, Brasil e Digital Overhead Stirrer — Scilogex, USA)
em 22.5 mL do tampdo CP1 (Chappel-Perry: 100 mM de KCI, 50 mM de Mops, 5 mM
de MgS0O4+7H20, 1 mM de EGTA, 1 mM de ATP, com pH 7.4 a 4 °C). Em seguida, o
homogeneizado foi submetido a primeira centrifugacdo (Centrifuge 5804 R -
Eppendorf, Germany) a 580 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante desta primeira
centrifugacdo foi filtrado com auxilio de uma gaze e transferido para um tubo
etiquetado SSM. O pellet desta primeira centrifugacdo foi suspenso em 7.5 mL do
mesmo tampao (CP1) e novamente centrifugado a 580 x g por 10 min. O sobrenadante
desta segunda centrifugacao foi filtrado com auxilio de uma gaze e transferido ao "tubo
SSM” contendo o primeiro sobrenadante. Em seguida, este tubo foi novamente
centrifugado a 580 x g por 7 min. O pellet remanescente a essa centrifugacdo
corresponde a subpopulacdo SSM. O pellet remanescente da segunda centrifugacdo foi
suspendido em 9 mL de tampao Chappel-Perry e adicionou-se 5 mg de tripsina por
grama de tecido dissolvido em 1 mL do mesmo tampdo. Apds a adi¢do de tripsina, foi

feita uma segunda homogeneizacdo e as amostras foram agitadas com o auxilio de um
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agitador magnético (ika® c-mag hs10, USA) em banho de gelo por 10 min. Apds
agitacdo, foram adicionados 10 mL de tampdao Chappel-Perry contendo albumina
bovina (fraction V fatty acid free) 2 mg/mL e as amostras foram novamente
homogeneizadas e centrifugadas a 7.500 x g por 10 min a 4 °C. O pellet foi novamente
suspenso em 7.5 mL do tampao Chappel-Perry e centrifugado a 580 x g por 7 min a 4
°C. O sobrenadante desta ultima centrifugacdo foi filtrado com auxilio de gaze e
novamente centrifugado a 3.000 x g por 7 min. O pellet final corresponde a
subpopulagao interfibrilar (IFM). Os pellets correspondentes a subpopulagdao SSM e
IFM foram lavados duas vezes em tampao KME (contendo 100 mM de KCl, 50 mM de
Mops € 0,01 M de EGTA) e novamente centrifugados a 3.000 x g por 7 min. Os pellets
foram suspendidos em 200 pL de tampao KME e a concentracdo proteica foi
determinada pelo método de Lowry.

ANALISE FUNCIONAL DA CADEIA  RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL — OXIDACAO FOSFORILATIVA

[106] A andlise funcional dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial foi
avaliada com o auxilio de um transdutor para medida de oxigénio (Clark electrode,
Qubit system, Canada) de acordo com Palmer e cols. (1977) Amostras das mitocondrias
(250 pg de proteina) foram incubadas, em um tampao para respira¢do mitocondrial (100
mM de KCI, 50 mM de MOPS, 5 mM de KH2PO4, 1 mM de EGTA e 1 mg/mL de
BSA/Fraction V, com pH 7.4). O estado III significa a velocidade de consumo de
oxigénio quando a mitocondria é colocada em um meio com substrato oxidavel com
ADP, produzindo assim o ATP. O estado IV que € a velocidade do consumo de O2 apds
a mitocondria ja ter consumido todo o ADP disponivel, foram medidos com adi¢ao dos
substratos glutamato + malato (10 e 5 mM, respectivamente), piruvato + malato (10 e 5
mM, respectivamente), palmitoil + carnitina (40 uM) e rotenona + succinato (7.5 uM e
20 mM, respectivamente). Apds a adicdo dos substratos, foi adicionado ADP para
atingir uma concentracao final de 200 uM e observou-se um aumento do consumo de
oxigénio em func¢do do tempo. Apds completa deplecio do ADP, observado pelo
surgimento do estado IV, adicionou-se oligomicina, inibidor do complexo V (fracdo FO)

da cadeia respiratéria. O RCR que € a razdo do estado III / estado IV verifica o
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acoplamento da cadeia respiratoria € o ADP:O que € a razao do Pi/O2 € o indicativo de
quanto de O2 é reduzido em H20 na fosforilacdo oxidativa indicando sua eficiéncia. Os
estados III, IV e o RCR foram calculados posteriormente (Figura 09).

MEDIDAS INDIRETA DO POTENCIAL DE MEMBRANA E
TAMANHO DA MITOCONDRIA

[107] A medida do potencial de membrana foi feita, de maneira indireta,
utilizando citometria de fluxo (Facscan, Becton Dickinson, USA) como descrito por
Dabkowski et al, (2009). Amostras das subpopulagdes (SSM e IFM) foram incubadas
em tampao KME (contendo 100 mM de KCI, 50 mM de Mops e 0,01 M de EGTA) com
um marcador para potencial de membrana da mitocondria [5,5',6,6"-tetrachloro-1,1,3,3'-
tetraethylbenzimidazol carbocyanine iodide (300 nM JC-1; Invitrogen)] ou MitoTracker
26 Deep Red 633 por 15 min a 37 °C. Estes marcadores se difundem pela membrana
intacta da mitocOndria e sdo seletivos, porque dependem do potencial para emitir
fluorescéncia vermelha (~ 590 nm). Quando se tem emissdo de fluorescéncia verde (~
525 nm) corresponde a queda do potencial de membrana. Cada parametro foi detectado
usando um laser especifico e 100.000 eventos foram medidos por amostra fresca. Os
resultados foram expressos como a razdo da fluorescéncia vermelha pela verde. Para as
medidas de tamanho, o aparelho era calibrado com microesferas (Invitrogen) que
permitiam medir exatamente o tamanho da mitocdndria. Os dados foram expressos em
unidades arbitrarias.

CAPTACAO DO CALCIO E PROBABILIDADE DE ABERTURA DO
PORO MITOCONDRIAL

[108] A probabilidade de abertura do poro mitocondrial nas subpopulagdes foi
estimada por meio de aparelho (SynergyTM 2 Multi-Mode Microplate Reader, BioTek,
USA) em ambas as subpopulagdes. Foram incubados 25 pg de proteina em 200 uL de
tampao livre de calcio (100 mM de KCI, 50 mM de MOPS, 5 mM de KH2PO4, 5 mM
de EGTA, 1 mM de MgCI2, 5 mM de glutamato, e 5 mM de malato a 37 °C) em um
fluorimetro com monitoramento constante da fluorescéncia. Em seguida, foi adicionado

um marcador de célcio (calcium green-5N, Invitrogen) com excitagao e emissao de 488
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e 530 A, respectivamente. Apds a adi¢cdo do marcador para célcio, foi adicionado 32

doses de célcio (5 pul) a cada 7 min.
RESISTENCIA AO CALCIO (SWELLING):

[109] O teste de tolerdncia ao calcio foi realizado como descrito na literatura.
As duas subpopulagdes mitocondriais, foram suavemente homogeneizadas em solucdo
tampao livre de calcio (100 mM de KCI, 50 mM de MOPS, 5 mM de KH2PO4, 5 mM
de EGTA, 1 mM de MgCI2, 5 mM de glutamato, e 5 mM de malato, em pH 7.4) com
concentracdo final de 2 mg/mL de proteina em uma placa de 96 pocos. Em seguida, a
placa foi inserida em um leitor de placas (Elx808 Biotek, USA) e aquecida a 37 °C.
Ap6s atingir 37 °C, foi feita uma leitura de absorbancia a 540 nm por 2 min a fim de se
obter valores basais de absorbancia. Apds essa leitura, foi adicionado cloreto de calcio
na concentracdo final de 100 e 500 nM por pg de proteina mitocondrial e nova leitura
foi realizada por 20 min.

DETERMINACAO DA HIPERTROFIA CARDIACA E EXTENSAO
DO INFARTO

[110] Para caracterizacdo do modelo do infarto do miocéardio os atrios foram
removidos dos ventriculos, e esses dissecados, separados e pesados. O septo
interventricular foi considerado parte do VE. A hipertrofia cardiaca foi avaliada
utilizando pesos tmidos do VD e VE corrigidos pelo PC do respectivo animal. Os
contornos do VE e area de cicatriz (AC) do coracdo foram cuidadosamente separados e
delineados sobre papel milimetrado, sendo as 4reas medidas por contagem de pontos,
para obtencdo da area correspondente em mm2 (Mill et. al, 1990). O resultado da
medida do infarto é descrito aqui como a area percentual infartada do VE em relacdo a
area total do VE. Como a extensdo do infarto € um fator importante para o
remodelamento cardiaco, apenas animais com pelo menos 30% de area de infarto foram
incluidos neste trabalho. Adicionalmente, os pulmdes tiveram seus pesos avaliados.

ANALISES HISTOLOGICAS

[111] Para andlise de coldgeno e da seccdo transversa foram feitas anélises
histolégicas. Os coracdes permaneceram 24 horas em solucao de paraformaldeido e em

seguida em etanol 70%. Todos os coragdes foram cortados em 3 seccdes transversas:
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apice, anel mediano (aproximadamente 3 mm) e base. Somente o anel mediano foi
utilizado para as andlises.

PREPARACAO DO MATERIAL
[112] Apo6s o corte, a superficie distal do anel mediano do coragdo foi
identificado e posicionado em cassete histoldgico (Easy Path) de forma que o corte
iniciasse dessa regido ap6s inclusio do tecido em parafina histolégica (EasyPath). Para
tal, utilizou-se um processador automatico de tecidos (Lupetec Modelo PT 05) e a
imersao do material foi feita automaticamente seguindo as etapas descritas abaixo:
a) Imersdo em etanol 70% por 30 minutos, seguido de;
b) Etanol 80% por 30 minutos;
c¢) Etanol 100% por 30 minutos;
d) Xilol + etanol (1:1) por 30 minutos;
e) Xilol por 30 minutos;
f) Xilol + parafina (1:1) por 30 minutos;
g) Parafina histologica a 60°C por 60 minutos;
h) Parafina a 60°C rapidamente;
i) Inclusdao em parafina a 60°C em formas especiais e secagem. Para essa etapa utilizou-
se um dispensador de parafina e uma placa refrigerada (Lupetec).

SELECAO DOS CORTES
[113] Na microtomia, foram feitos cortes transversais de 7 pum de espessura,
iniciando pela superficie apical do anel mediano do miécito. Uma média de 3 seccdes
foram obtidos e montados em laminas de vidro para coloragao.

QUANTIFICACAO DO COLAGENO INTERSTICIAL

[114] O corante Picrosirius red, promove uma coloracio avermelhada na area
de coldageno e amarelada no resto do tecido, constituindo um método histoquimico
especifico para quantificagao do colageno intersticial. O protocolo de coloragdo esté
descrito a seguir:

a) Xilol I: 5 minutos;

b) Xilol II: 5 minutos;
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¢) Xilol III: 5 minutos;
d) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol: 5 minutos;
e) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;
f) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;
g) Alcool Etilico (95%) III: 5 minutos;
h) Agua corrente: 10 minutos;
1) Corante Picrosirius: 1 hora;
j) Agua corrente: 10 minutos;
k) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;
1) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;
m) Alcool Etilico (95%) III: 5 minutos;
n) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol: 5 minutos;
0) Xilol I: 5 minutos;
p) Xilol II: 5 minutos;
q) Xilol III: 5 minutos.
ANALISE DA AREA DE SECCAO TRANSVERSA
[115] Para analise da area de seccdo transversa foi realizada a coloragdo com
Hematoxilina e Eosina. Os cortes foram corados inicialmente com Hematoxilina para
identificacdo do nicleo na cor azul arroxeado, em seguida, pela Eosina para marcar em
rosa o citoplasma. O protocolo esta descrito abaixo:
a) Xilol I: 5 minutos;
b) Xilol II: 5 minutos;
¢) Xilol III: 5 minutos;
d) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol P.A.: 5 minutos;
e) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;
f) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;
g) Alcool Etilico (95%) III: 5 minutos;
h) Agua corrente: 10 minutos;

1) Hematoxilina de Mayer: 15 minutos;
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j) Agua corrente: 10 minutos;

k) Eosina: 2 minutos;

1) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;

m) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;

n) Alcool Etilico (95%) III: 5 minutos;

0) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol P.A.: 5 minutos;
p) Xilol I: 5 minutos;

q) Xilol II: 5 minutos;

r) Xilol III: 5 minutos.

[116] Para andlise as laminas coradas foram fotografadas com uma camera
acoplada a um microscépio 6tico (BEL, Engneering, Top Light B2, Itdlia) sob aumento
de 400 vezes.

[117] A érea de seccdo transversa, determinada por pelo menos 100 midcitos
por lamina, foi utilizada como indicador do tamanho da célula. Os didmetros maiores e
menores foram mensurados para determinar o volume nuclear.

[118] Cinquenta nucleos de cada animal foram avaliados através da formula: V

= tAB2/6; onde A é o maior didmetro e B o menor diametro (Oliveira Junior et al,

2013)

ESTUDO DA EXPRESSAO PROTEICA PELA TECNICA DE
WESTERN BLOT
[119] A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia do

acido linoleico e do infarto do miocéardio na expressdo protéica da SERCA-2a, PLB,
PGCla, NRF e PPARa de tiras isoladas do VE de ratos dos grupos SHAM, AL, IM e
IMAL. Além da expressaio do Canal Uniporter, OXPHOS e Ciclofilina D em
mitocondria isolada.

[120] Os tecidos (VE e mitocondria) foram mantidos a -80 oC até o momento
em que foram utilizados. Com auxilio do homogeneizador (Marconi, MA102/MINI,
Brasil), as amostras de VE foram homogeneizados em microtubos contendo solugdo de
Tris HCI 50 mM, NaCl 0,9 M, pH:7,4, em banho de gelo. Depois de homogeneizadas as
amostras foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha)
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durante 20 minutos, 11.000 rpm a 4°C e, em seguida, o sobrenadante era coletado. Em
pequena amostra do sobrenadante era realizada a quantificacdo protéica segundo
método de Lowrie. Posteriormente, foi calculado o volume necessario para carga de 25 -
80 png de proteina, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com
tampao de homogeneizagao. Aliquotas do homogeneizados foram diluidas em solugao
de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 uM de ditiodiol, 0,01 M de Tris
e azul de bromofenol 0,5 %). As amostras foram carregadas em géis de SDS-
poliacrilamida 10 % previamente imersos em solug¢do tampao para eletroforese (25 mM
de Tris HCI, 190 mM de glicina e 0,1 % de SDS) e submetidas a corrente constante de
60 V por aproximadamente 3 horas (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura) a 8° C.
Ap6s o término da eletroforese, foi feita a transferéncia elétrica das proteinas para a
membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK) previamente ativada por dgua durante 20
segundos. Para a transferéncia, foi realizado o método de transferéncia liquida no qual o
gel, a membrana e o papel Whatman foram montados no sistema de sanduiche em
suporte “Holder Cassete” e acoplados a uma cuba (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA)
contendo solucdo tampao de transferéncia (Ttris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1 % e
metanol 20 %) a 4° C com uma corrente de 0,25 A por 20 horas. Ao final da
transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com
solucdo de bloqueio (leite desnatado 5%, Tris HCI 20mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a
0,1 %, pH 7,5) para evitar a unido ndo-especifica com reativos ndo imunoldgicos. Em
seguida, as membranas foram incubadas durante toda a noite a 4 °C, sob agita¢do, em
solucdo com tampao TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a 0,1 %, pH
7,5) adicionados aos anticorpos primérios para SERCA-2a ([1:1000], Santa Cruz
Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA), PLB ([1:1000] Thermo Scientific, IL, EUA), ,
PGC-1a (H-300) ([1:500] Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA), NRF-1
(H-300) ([1:500] Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA ), PPARa ([1:250]
Cell Signaling, EUA), MCU ([1:1000] Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), OXPHOS
([1:2500] Abcam, Cambridge, MA, EUA), Ciclofilina D ([1:1000] Abcam, Cambridge,
MA, EUA) e anti-gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ([1:5000], Cell
Signaling, EUA). Depois disto, as membranas eram lavadas, sob agitacdo, com solugao

TBS-T durante 30 minutos para remo¢do do excesso do anticorpo primdrio, sendo
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trocada a solucdo de TBS-T a cada 5 minutos. Posteriormente as membranas foram
incubadas durante 1 hora com anticorpo secundério, Imunoglobulina IgG anti-
camundongo conjugado com peroxidase (1:5000, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
ou IgG anti-coelho conjugado com peroxidase (1:5000, Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) ou IgG anti-cabra conjugado com peroxidase (1:5000, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA).

[121] A proteina foi detectada por uma reacdo de quimiluminescéncia,
utilizando um sistema de deteccdo (ECL,ThermoScientific) incubando as membranas
por 5 minutos. A reacdo foi captada pelo ChemidocTM Image System e quantificada
pelo software Bio-rad Image Lab 5.2.1. As bandas das proteinas foram quantificadas
mediante andlise densitométrica arbitrarias, utilizando o Programa Image J. Para a
relativa expressao da SERCA-2a, PLB, PGC1-a, NRF-1 e PPARaq, seus valores foram
divididos pelos valores correspondentes de GAPDH. J4 para proteinas mitocondriais
MCU, CYP e OXPHOS a coloraciao Ponceau foi utilizado como fator de corregio.

EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

[122] Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Os
valores de “n” representam o nuimero de animais utilizados em cada protocolo
experimental. A anélise estatistica dos resultados foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA), duas vias, medidas repetidas ou completamente randomizada. Quando a
ANOVA apresentava significancia estatistica o teste post-hoc de Fisher era realizado.
Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores de p <
0,05. Os resultados da expressdo protéica foram apresentados como relagdo entre a
densidade Optica destas proteinas em relacdo ao GAPDH ou Ponceau.

FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS
- Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) (Plusone);
- Acido Etilenoglicoltetracético (Sigma);
- Adenosina 5'-difosfato (ADP), (Sigma);
- Adenosina 5'-trifosfato (ATP), (Sigma);
- Albumina bovina Fraction V (Sigma);

- Anticorpo para detectar Canal Uniporter;
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- Anticorpo para detectar Ciclofilina D;

- Anticorpo para detectar fosfolambam (Thermo Scientific);
- Anticorpo para detectar GAPDH (Cell Signaling);

- Anticorpo para detectar NRF-1 (Santa Cruz);

- Anticorpo para detectar os Complexos da Cadeia Respiratoria;
- Anticorpo para detectar PGCla (Santa Cruz);

- Anticorpo para detectar PPARa;

- Anticorpo para detectar SERCA-2a (Santa Cruz);

- Calcio Green;

- Carbonato de sédio (Sigma);

- Cloreto de calcio (Sigma);

- Cloreto de magnésio (Sigma)

- Cloreto de potassio — KCI (Sigma)

- Cloreto de s6dio — NaCl (Sigma)

- Dihidrogenofosfato de potassio (Sigma)

- Etanol absoluto (Sigma)

- Fosfato de potéssio (Sigma)

- Fosfato de s6dio Monobasico - NaH2PO4 (Merck)
- Glutamato (Sigma)

- Heparina Sédica (Roche)

- Hidr6xido de potassio (Sigma)

- Malato (Sigma)

- Metanol (Sigma)

- MOPS - 3 - (N-morfolino) Acido propano sulfonico
- Oligomicina

- Palmitoil + carnitina

- Piruvato

- Reagente Folin & Ciocalteu’s phenol (Sigma)

- Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL) (Thermo Scientific)
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- Rotenona (Sigma)

- Succinato (Sigma)

- Sulfato de cobre 2% (Sigma)

- Sulfato de magnésio

- Tartarato

- Tripsina de Pancreas Bovina (Sigma)

[123] Para melhor apresentacdo no texto e compreensao do leitor, os resultados
serdo separados em duas secdes de acordo com a etapa do projeto. Na primeira secao,
serdo apresentados os dados dos grupos submetidos as trés diferentes concentragdes de
AL referentes a mecanica cardiaca e fungao mitocondrial. Em seguida, serd apresentado
o efeito do acido linoleico na mecanica e na fun¢cdo mitocondrial cardiaca em modelo
animal de disfunc¢ao cardiaca ap6s infarto do miocardio.

ANALISE DE PARAMETROS PONDERAIS APOS 15 DIAS DE
TRATAMENTO COM DIFERENTES DOSES DE AL
[124] Com o objetivo de avaliar o ganho de peso corporal dos ratos dos grupos
Sham e tratados com AL foi realizada a pesagem desses animais no inicio do tratamento
e ao final de 15 dias do protocolo experimental. Como apresentado na Tabela 1, no
inicio do tratamento, os ratos apresentavam peso corporal similar. O tratamento com AL
ou salina ndo interferiu no ganho de peso corporal destes animais. Nao houve diferenca
significativa entre os pesos de ambos os ventriculos quando comparados aos dos ratos
Sham, ALS, AL15 e AL50. As razdes entre os pesos dos ventriculos, o peso do figado e
dos pulmdes pelo peso corporal foram similares para todos os grupos. A anélise
histologica do coracdo confirmou que o tratamento com AL ndo alterou o tamanho,
volume nuclear nem aumentou o coladgeno intersticial dos cardiomidcitos (Figura 10).

[125] Tabela 1 Pardmetros ponderais apds 15 dias:

Peticdo 870180155664, de 27/11/2018, pag. 75/108



-46/77-

Sham ALA ALTH AL5D
— 282T7+98 2646+206 2596+ 8.7 265 0+432
PC inicial, g
312 +139 37H+h2 3365195 335 7+£92
PC final, g
0,504 £ 0,042 0932 £0,006 0,895 = 0,048 1,008 £ 0,091
VE, mg
0,150+ 0,009 0,181 £ 0,006 D,160+0002 0,i84+0015
VD, mg
2,591 0,04 273+D009 257 007 271 +£0075
VE/PC, malg ' i
. 0,45 + 0,02 061 +0,028 0,50 + 0,036 053 +0,03
VIDVPC, mglg
4854023 434 :0 419+ 018 84070
PPIPC, malg : 2
A0T71 £247 4152250 I 21+079 38 58+0,60

PFPC, mglg

[126]

ventricular esquerdo (VE); Relagdao peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal

Peso corporal inicial (PC inicial); Peso corporal final (PC final); Peso

(VE/PC); Peso ventricular direito (VD); Relacdo peso do ventriculo direito pelo peso
corporal (VD/PC), Relacdo peso dos pulmdes pelo peso corporal (PP/PC) e Relacdo
peso do figado pelo peso corporal (PF/PC) de animais Sham e tratados com 5 (ALS5), 15
(AL15) e 50mg/Kg (AL 50) de 4cido linoleico. Os resultados estdo expressos como
média + EPM. ANOVA uma via seguida de pos-hoc de Fisher. Numero de animais
entre 7 e 9 por grupo.
PARAMETROS HEMODINAMICOS

[127] Apo6s 15 dias de administracdo de acido linoleico ou solu¢do salina, os
ratos foram anestesiados e os parametros hemodindmicos arterial e intraventricular
esquerdo foram mensurados de forma direta por meio de cateterizagdo da artéria
carétida (Tabela 2). Nao houve diferenca nas FC, PAD e PAS, entre os grupos tratados
com salina e AL. Nao houve diferenca nos valores de PSVE, PDfVE, dP/dt + VE ¢
dP/dt- VE entre os grupos.

[128] Tabela 2 Pardmetros hemodinamicos apds 15 dias:
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Sham Al S AL1H ALSD

FC, bpm 3M4+13 30113 MxT 30317
PAS, mmHg 102,12, 90,9 £33 101,6+29 104,145
PAD, mmHg 643126 56,813 658+3 715458
PSVE, mmHg 07,7£18 102451  1055:27 1074445
PDFVE, mmHg 2212066  1.2220,14 1032015 1,91 £091
8921 +613  EB16 £ 476 6273 286 61772 544

+dP(dt VE, mmHals

_E202+283 -58364487  -5968+202  -6161+397
_dP/dt VE, mmHgls e *

[129] Frequéncia cardiaca (FC); pressdo arterial sistlica (PAS) e diastdlica
(PAD); pressao sistdlica de ventriculo esquerdo (PSVE); pressdo diastélica final de
ventriculo esquerdo (PDfVE); derivada positiva (+dP/dt) e negativa (-dP/dt)
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (VE) de animais Sham e tratados com 5 (ALS),
15 (AL15) e 50 mg/Kg (AL 50) de 4cido linoleico. Os resultados estdo expressos como
média + EPM. ANOVA uma via seguida de pos-hoc de Fisher. Numero de animais
entre 7 € 9 por grupo.

AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIACOS EM CORACOES
ISOLADOS

[130] Utilizamos o método de perfusdo do coracdo isolado através da técnica
de Langendorff para avaliar a resposta inotrépica ventricular esquerda de ratos dos
grupos ALS, AL15, AL50 em relacio ao Sham. A Figura 11A mostra que a
administracao de 4cido linoleico melhora o desempenho cardiaco, por exemplo, na PD
de 10 mmHg houve aumento da PSIVE em aproximadamente 30% no grupo AL1S5 e
66% no grupo ALSO0, respectivamente. As derivadas temporais também sofreram
alteracoes significativas. A dP/dt max e min aumentaram respectivamente 66 e 17 %,
em relacdo ao Sham no grupo ALS50 (Figura 11B-C, p<0,05).
INTERVENCAO HETEROMETRICA

[131] Por meio da inflacdo do baldo de latex inserido no interior da cavidade
ventricular esquerda era possivel incrementar a PD. Como esperado, o aumento da PD
promove aumento da PSIVE entre os grupos, porém, a PSIVE dP/dt max e min foram

maiores no grupo AL50 comparados ao grupo Sham (Figura 11).
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INTERVENCAO HOMEOMETRICA: AVALIACAO DA RESPOSTA
AO CALCIO

[132] A Figura 12 demonstra que o tratamento com &cido linoleico 50 mg/Kg
promoveu o aumento da PSIVE e das dP/dt positiva e negativa, em resposta a elevacao
das concentracdes de célcio na solucdo de perfusao.

INTERVENCAO HOMEOMETRICA: RESPOSTA B-ADRENERGICA
[133] Os resultados mostram que o isoproterenol induziu resposta inotrdpica
positiva, entretanto, nao houve diferenca entre os grupos (Figura 13).

CARACTERIZACAO DA FUNCAO MITOCONDRIAL CARDIACA
DE RATOS TRATADOS COM ACIDO LINOLEICO

YIELD MITOCONDRIAL
[134] O Yield, rendimento mitocondrial, é a quantidade de proteina
mitocondrial por grama de tecido. Ndo houve diferenca no rendimento proteico da
subpopulagao IFM entre os grupos estudados (Sham ALS, ALI15, AL50) como
mostrado na Figura 14A. Entretanto, para a subpopulacdo subsarcolemal (SSM), o
grupo ALS50 apresentou diferenca significantemente maior em compara¢ao com O grupo
Sham, porém, no grupo AL15 o rendimento proteico foi menor em relacdo ao Sham
(Figura 14B).

RESPIRACAO MITOCONDRIAL:

[135] Os efeitos das diferentes doses do 4cido linoleico na bioenergética das
subpopulagdes mitocondriais nos grupos estudados, foram avaliados através da medida
do consumo de O2 mitocondrial por meio da respiracio maxima no Estado 3 (sob a
estimulacdo de ADP) e Estado 4, e do controle respiratério, que compreende a razdo do
Estado 3 pelo Estado 4. Vale destacar que todos os ensaios foram feitos na presenca de
succinato, malato e glutamato, substratos que conhecidamente participam das funcdes
respiratorias fisioldgicas no tecido cardiaco, além de piruvato, palmitoil + carnitina e da
rotenona. Estes substratos utilizam vias oxidativas distintas, transporte mitocondrial e
fornecem elétrons via NADH+ para o Complexo I e o complexo II forma FADH2 que

doa elétrons para Ubiquinona.
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AVALIACAO DO COMPLEXO I DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL: SUBSTRATO GLUTAMATO + MALATO:
[136] A taxa méxima de respiracdo mitocondrial (Estado 3) foi expressa em
termos de nanodtomos de oxigénio por mg de proteina mitocondrial por minuto. A
avaliacdo da subpopulacido IFM, utilizando glutamato + malato como substratos, foi
maior em todos os grupos que receberam acido linoleico comparado com o grupo Sham
(Figura 15A). O estado 3 na subpopulacdo SSM ndo apresentou diferenca significante
entre os grupos estudados (Figura 15B). O 4cido linoleico também ndo foi capaz de
alterar a velocidade do consumo de O2 apds a mitocondria ja ter consumido todo o ADP
disponivel (Estado 4) em nenhuma das duas subpopulagdes (Figura 15 C, D). A
quantidade de ADP (200 uM) adicionado na camara para a quantidade total de oxigénio
consumido no estado 3 foi encontrado aumentada na subpopulacdo IFM e aumento
apenas no grupo ALS SSM (Figura 15 E, F).

TESTE COM OS DEMAIS SUBSTRATOS PARA AVALIACAO DA
CADEIA  RESPIRATORIA MITOCONDRIAL DAS  SUBPOPULACOES
INTERFIBRILAR E SUBSARCOLEMAL

[137] Quando utilizamos o piruvato + malato como substrato a fim de avaliar o
Complexo I, o estado 3 foi encontrado aumentado apenas no grupo ALI15 na
subpopulagdo SSM comparado com o grupo Sham. Além disso, o estado 4 e RCR
foram semelhantes entre os grupos estudados (Sham, ALS, AL15 e AL50) conforme
Tabela 3.

[138] Utilizou-se o palmitoil + carnitina para analisar a B-oxidacdo, que reflete
o transporte mitocondrial de palmitoil + carnitina, a oxidacido do palmitato, a atividade
da cadeia transportadora de elétrons (ETC) e o processo de fosforilagdo. As analises dos
dados mostraram que tanto na subpopula¢do IFM quanto na SSM, o estado 3 e 4 e o
controle respiratério permaneceram semelhante entre os grupos estudados como mostra
a Tabela 3 abaixo.

[139] Avaliando a atividade do complexo II, utilizando o substrato succinato e

a rotenona (inibidor do complexo I), ndo observamos nenhuma diferenca
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estatisticamente significante entre os grupos tratados com diferentes doses do acido
linoleico e o grupo Sham (Tabela 3).
[140]

diferentes substratos:

Tabela 3 - Avaliacio da cadeia respiratdria mitocondrial com os

Sham

ALS AL1S ALSD

Piruvato + Malato

IEM

Ectado 3 2116522457 25475+ 14 35 JE708:1804 21753+721,18

Estado 4 BR, 76+ 1005 102654627 9146+ 678  B6I3+467

RCR 2,68+031 2,48+ 0,09 2,66+0,28 2,55+ 0,22

S5M

Estado 3 184,72 +24,24 186,18+13,13 20893+11,02* 182,11+19.08

Estado 4 781 +8.0 79,56+ 4,18 92,26 +9.49 80,01 +8,22

RCR 2,36+02 2314014 2,1830,17 2,33+0,26

Palmitoll-carnitina

IFM

Estado 3 219,8+27,67 208,63+2857 19163+23,72 185+1671

Estado 4 105,2+17,14 89.73+1163 10003+105  7596+549

RCR 25+0.17 2.4+024 1,95+ 0,14 2.25+0.2

S5M

Estado 3 176,77 +3564 152,41422,25 153,344+866 187.67+4919

Ectado 4 B234+1843 680+741 68,91+5,33 78,71 +9.85

RCR 2,66+0,36 2,25+0,19 2,0+012 1,98+0,13

Rotenona + Succinato

IEM

Estado 3 409,26 +33,83 422,28+30.35 474.62+2696 393.0+34.23

Estado 4 187,44 +13,83 192,38+R826 193,28+10,52 184,98+1227

RCR 2,22%0,20 2204016 2,18+0,23 214+0,16

55M

Ectado 3 354,94 + 36,07 340,16+39,98 34183+1606 34406+23,13

Estado 4 168,56+ 11,79 151,01+13.96 1498+13,18 16498+1359

RCR 2,1+0,15 225 +0,15 2,33+0,13 2,11+0,13
[141] RCR = controle respiratério; IFM= mitocondria intermiofibrilar; SSM=

mitocOndria subsarcolemal. Resultados expressos em média = EPM. ANOVA uma via
seguida de pos-hoc de Fisher. * p<0,05 vs Sham. O nimero de animais entre 4 e 6 em
cada grupo.
[142] A fim de estudar o efeito do acido linoleico na mitocdndria cardiaca de
VE dois métodos padronizados foram utilizados para avaliar a mPTP induzida por Ca2".

ANALISE DA RESISTENCIA AO CALCIO — SWELLING
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[143] A mPTP foi avaliada a partir do Swelling mitocondrial induzido pelo
Ca2+ elevado, como refletido pela diminuicdo da absorbancia a 540 nm apos a adi¢dao
de Ca2+ nas mitocOndrias isoladas. A determinacdo da absorbancia inicial antes da
adicao de Ca2+ foi realizada para determinar os valores basais. Houve uma diminui¢ao
na absorbancia com adi¢do do Ca2+ por mg de proteina n mitocodrial, tanto na
concentracdo de 100 quanto a 500 nmol em todos os grupos estudados conforme Figura
16 e 17. Entretanto, apenas no grupo AL50 que recebeu 100 nmol de Ca2+ (Figura 16C)
e no grupo ALS (Figura 17C) que recebeu 500 nmol foi encontrada diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao Sham. Estes resultados nos indicam que as
duas subpopula¢des mitocondriais respondem de maneiras distintas a adicao de Ca2+.

PROBABILIDADE DE ABERTURA DO PORO MITOCONDRIAL

[144] A captacdo de calcio e abertura do poro mitocondrial entre os grupos
estudados foi avaliada pelo método fluorimétrico na presenca de um fluor6foro
(Calcium Green), adicionado a um tampao livre de cdlcio. Neste tampao foi adicionado
25 nM de Ca2+ por pg de proteina mitocondrial e, apds a estabilizac@o, iniciou-se a
adicao exponencial de célcio (3,75 uM a cada 7 min por 32 vezes), para indugdo da
abertura do poro mitocondrial.

[145] De acordo com a Figura 18 observa-se que o tratamento com dacido
linoleico aumentou a resisténcia ao célcio, com diferenca significante na sensibilidade
entre praticamente todos os valores dos grupos ALS (Figura 18A) e AL50 (Figura 18B)
em relacdo ao Sham, indicando menor probabilidade de abertura do poro mitocondrial
na subpopulacdo IFM. Porém, nao houve diferenca significante na subpopulacio SSM
entre os grupos estudados (Figura 18 D,E,F).

[146] ApOs andlise e interpretacdo dos resultados dos animais tratados com
diferentes doses de acido linoleico por 15 dias, demos inicio a segunda etapa do
trabalho quando administramos a dose de 50 mg/Kg de animal i.m. em ratos submetidos
ao infarto agudo do miocéardio. Essa foi a dose de escolha por interpretarmos como

sendo a que mais beneficios trouxe ao animal Sham.
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ANALISE DE PARAMETROS: PONDERAL, MORFOMETRICO E
FUNCIONAL DE RATOS INFARTADOS APOS 15 DIAS DE TRATAMENTO COM
ACIDO LINOLEICO
[147] Uma vez que optamos pelo modelo de disfuncdo cardiaca de etiologia
isquémica, decidimos realizar, a priori, uma caracterizacdo da evolucdo da disfungdo
ventricular apds a cirurgia de ligadura da artéria coronaria descendente anterior nesse
modelo. Para todos os experimentos analisamos parametros funcionais e/ou
morfolégicos, com o intuito de confirmar o quadro de disfun¢do cardiaca associada ao
infarto do miocérdio.

[148] Os parametros morfométricos e ponderais apds 15 dias da cirurgia estdo
apresentados na Tabela 4. Os resultados mostram que o peso corporal inicial e o ganho
de peso corporal apds 15 dias foram semelhantes entre os grupos. No entanto, como era
esperado, os animais dos grupos IM e IMAL, desenvolveram hipertrofia de VD e
tiveram aumento do peso de pulmdo (PP), consequente a cirurgia de oclusdo
permanente da artéria coronaria descendente anterior esquerda.

[149] Apesar de ndo encontramos esta diferenca ao analisarmos a razdo entre
peso corporal e massa de VE entre os grupos, na anélise histoldgica observamos um
aumento do volume nuclear de animais submetidos a cirurgia de infarto do miocardio
(Figura 19 C). Esses dados associados a uma area de infarto maior que 30%, conforme
planimetria realizada e cortes histologicos (Figura 19B), nos permite inferir que houve
hipertrofia de VE pelo aumento do volume nuclear apesar do peso de VE ter sido
similar entre os grupos. Corroborando com a literatura, nossos achados demonstram um
remodelamento cardiaco apds 15 dias de cirurgia de infarto do miocéardio caracterizado
pelo aumento da massa cardiaca em resposta a0 aumento do estresse hemodinamico e
neuro-hormonal, culminando em um rearranjo nas vias de sinalizacdo celular
(Chaterjee, 2005).

[150] Para confirmar o estresse hemodindmico nesse modelo experimental,
realizamos medidas direta, nos animais anestesiados, da FC e das pressdes arterial e

ventricular. Como demonstrado na Tabela 4, ndo encontramos diferenca na FC entre os
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grupos, no entanto, houve diminuicio da PAS, PAD e PSVE duas semanas apds a
cirurgia de infarto do miocéardio em relac@o aos grupos Sham e AL.

[151] A fim de confirmar mais uma vez que o modelo foi eficaz no
desenvolvimento de minfarto do miocéardio, realizamos também a quantificagdo do
volume de coldgeno cardiaco, e os animais submetidos a cirurgia de ligadura da artéria
corondria descendente anterior apresentaram um aumento significante na deposicao de
coldgeno no coracdo em relacdo aos grupos Sham e AL (Figura 19D). Esse achado
reflete a progressiao da disfuncdo ventricular, uma vez que o processo do
remodelamento cardiaco patoldgico envolve mudangas adaptativas e ndo adaptativas na
morfologia do cardiomidcito, fibrose cardiaca e inflamacao (Stefanon et al, 2013).

[152] Importante ressaltar que o tratamento com acido linoleico por 15 dias nao
foi capaz de alterar o ganho de peso, os pardmetros morfométricos nem hemodinamicos
dos animais.

[153] Tabela 4 - Parametros ponderais, morfométricos e hemodinamicos apés

15 dias de IM ou cirurgia ficticia de animais tratados com salina ou AL:

Sham AL M IMAL
PC-inicial, g 280880 2508+84 2927 +101 287267
PCfinal, g 3A32+82 BT 3I30+133 3166+108
VEIPC, mglg 249+ 0,13 288+ 031 257 +0.26 269+021
VDIPC, malg 0.65+ 0,019 0,69+ 005 Dor+010" 0952+0,10"
PPIPC, mglg A01+024 484+021 6E5+042" 89+033"
PHPLC, mgig ITHT£1.54 35154133 39402204 4033 1,72
FC, bpm 308+9 319118 332+14 325 +12
PAS, mmHg 10210+ 5,75 05,84 +4.96 6700273 93,34 £ 1.83"
PAD, mmHg 76,43+ 387 65,26 + 4,66 Br22+4 37" 6474 +2 58"
PSVE, mmHg 111,093,067 10927 +£1,73 94 368 £2 91° 100,49 1 39
POVVE, mmHg 6434089 484 +072 5634116 672+1,16
+dP/dt VE. mmHgls BELE £ TR G860 + 87E 5BAG + 266 5784 + 263
-dPidt VE, mmHg/s ~-5953 £ 51 - 5R4B + 494 -5145 4+ 204 -5257 4 296
[154] Peso corporal inicial (PC inicial); Peso corporal final (PC final); Relacao

peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal (VE/PC); Relacdo peso do ventriculo
direito pelo peso corporal (VD/PC), Relagdo peso dos pulmdes pelo peso corporal
(PP/PC); Relacao peso do figado pelo peso corporal (PF/PC); frequéncia cardiaca (FC);

Pressao arterial sistolica (PAS) e diastélica (PAD); pressao sistolica isovolumétrica de
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ventriculo esquerdo (PSIVE); pressao diastélica final de ventriculo esquerdo (PDfVE);
derivadas positiva (+dP/dt) e negativa (-dP/dt) de pressdo desenvolvidas pelo ventriculo
esquerdo (VE) de animais Shame IM tratados com salina ou 50 mg/Kg de &4cido
linoleico. Resultados expressos em média + EPM. ANOVA duas vias seguida de pos-
hoc de Fisher. * p<0,05 vs Sham Numero de animais entre 11 e 14 por grupo.

EFEITO DO ACIDO LINOLEICO SOBRE A DISFUNCAO
CARDIACA EM CORACAO ISOLADO

[155] A Figura 20 A mostra o registro das pressoes sistolicas de VE obtidas
pelo método de perfusdo de coracdo isolado através do método de Langendorff,
utilizado para avaliar a resposta inotrépica ventricular de animais Sham, AL, IM e
IMAL. Os resultados mostram que o aumento da PD promove o incremento da PSIVE
de maneira diferente entre os grupos. Apds 15 dias da cirurgia, os animais infartados
desenvolvem PSIVE menor que os animais que foram submetidos a cirurgia ficticia (PD
15mmHg: IM 52+7,5 mmHg vs Sham 110+4,6mmHg, p<0,05) e que a intervencdo com
acido linoleico foi capaz de impedir a disfuncdo cardiaca dos animais infartados com
parametros iguais ao grupo Sham (PD 15mmHg: IMAL 88+12,2 mmHg vs Sham
110+4,6 mmHg).

[156] O mesmo comportamento observamos em relacdo a resposta inotrépica
ao calcio (Figura 20B). O tratamento com acido linoleico promoveu aumento adicional
da PSIVE em resposta a elevacdo das concentragdes de cdlcio em ambos os grupos
(1,87 mM: Sham 128+8,6 mmHg; AL148%5,5* mmHg; IM 54+9,0 mmHg*; IMAL
95+12,0 mmHg&; *vs Sham; &vs IM; p<0,05).

EFEITOS DO ACIDO LINOLEICO E DO INFARTO DO
MIOCARDIO NA EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA
SINALIZACAO DO CALCIO
[157] Para avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na via de sinaliza¢do do
calcio que resultaram na melhora funcional observada no estudo de coragdo isolado, as
expressoes proteicas da SERCA2a e PLB foram medidas. A expressao da SERCA2a no

grupo submetido ao infarto do miocéardio tratado com acido linoleico (IMAL) aumentou
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em relacdo ao grupo Sham (Sham 0,81+0,06 vs IMAL 1,01+0,06; p< 0,05) (Figura
21A).
[158] Sabendo-se que o aumento da concentracdo de célcio intracelular induz
aumento da contratilidade miocardica com consequente ativacdo da fosfatase
dependente de calcio, e, que essa enzima controla a expressao de PGCla no musculo,
analisamos também a expressao proteica de PGCla, do NRF1 e do PPARa fatores de
transcricdo ou receptores nucleares por ele ativados.
[159] A Figura 22A mostra que os animais infartados que receberam
tratamento com 4cido linoleico por 15 dias (IMAL) apresentaram aumento do PGCla
em relacdo ao animal Sham (Sham 0,8+0,1 vs IMAL 1,05+0,04; p<0,05). No entanto,
ao avaliarmos a expressdo proteica do NRF-1, observamos aumento no grupo IM em
relacdo ao animal Sham (Sham 0,8020,04 vs IM 1,18+0,07; p<0,05 ). O tratamento dos
animais infartados com &4cido linoleico (IMAL) ndo modificou a expressdo proteica
comparado ao grupo Sham (Sham 0,80+0,04; IM 1,18+0,07; IMAL 0,89+0,06&; & vs
IM; p<0,05), mas foi diferente em relacio ao grupo IM (IM 1,18+0,07 vs IMAL
0,89%0,06; p<0,05) (Figura 22B).
[160] Ao analisar o PPARa observamos que o infarto do miocardio nao foi
capaz de alterar sua expressdo proteica, no entanto, houve redu¢do no grupo Sham
tratado com 4cido linoleico (Sham 0,92+0,06 vs AL 0,73+0,05; p<0,05) (Figura 22C).
[161] Essas proteinas estudadas anteriormente controlam a biogénese
mitocondrial e estdo relacionadas a respiracdo mitocondrial, producdo de energia e
transporte e oxidacdo de 4cidos graxos. Sendo assim, vamos analisar como as
mitocOndrias cardiacas de ratos Wistar se comportaram frente ao infarto do miocardio e
ao tratamento com 15 dias de 4cido linoleico.

RENDIMENTO MITOCONDRIAL - Yield
[162] Avaliamos a quantidade de proteina mitocondrial por grama de tecido
para caracterizar o yield Como ja mostramos anteriormente, o AL ndo altera o
rendimento proteico das subpopulagdo IFM e SSM. Entretanto, como esperado, os
animais infartados apresentaram menor yield em comparacio com os grupos Sham

(IFM: Sham 8,13+0,06; IM 4,11+0,63*; IMAL 3,47+0,5* mg proteina mitocondrial/g
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tecido; SSM 11,4+0,85; IM 7,24+0,56*; IMAL 8,0+0,33* mg proteina mitocondrial/g
tecido; *p<0,05), porém o AL ndo foi capaz de restaurar esses valores para o normal
(Sham), como mostra a Figura 23.

CARACTERIZACAO DA FUNCAO E DA MORFOLOGIA
MITOCONDRIAL POR CITOMETRIA DE FLUXO

[163] A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar potencial de membrana,
tamanho e a complexidade interna das subpopulagdes mitocondriais dos grupos Sham,
AL, IM e IMAL.

[164] O potencial de membrana das mitocondrias foi analisado de maneira
indireta nas duas subpopulagdes usando o marcador 5,5 ', 6,6'-tetra-cloro-1,1', 3,3'-
tetraetilbenzimidazol iodeto de carbocianina (JC-1). O deslocamento da luz verde para a
vermelha determina a intensidade da fluorescéncia e nos indica um aumento no
potencial de membrana.

[165] Na Figura 24A e B € possivel observar um aumento significativo do
potencial de membrana mitocondrial em ambas subpopulagdes (IFM Sham 1,52+0,18 vs
IM 2,75+0,41 UA; SSM Sham 1,54+0,23 vs IM 2,78+0,36 UA; p<0,05), no entanto o
AL foi capaz de manter o potencial de membrana em relacdo ao grupo Sham na
subpopulacdo IFM (IMAL 2,09).

[166] Para estimar o tamanho das mitocOndrias foi utilizada a avaliacdo da luz
difusa (forward-scattered light — FSC), enquanto que a avalia¢ao da luz dispersa lateral
(side-scattered light — SSC) nos permitiu estimar a complexidade interna mitocondrial,
ambas baseadas em uma escala logaritmica.

[167] Essas anéalises ajudam a mostrar diferencas morfoldgicas relativas entre
as duas subpopulacdes e validar o sucesso do isolamento. Para avaliar as diferencas no
tamanho absoluto das mitocOndrias, foram utilizadas microesferas (1 a 6 um) para servir
como referéncias de tamanho confiaveis.

[168] Apenas os animais que receberam AL por 15 dias aumentaram o tamanho
da mitocondria na subpopulacdo IFM (Sham 11102+1213 vs AL 16969+889 UA
p<0,05) (Figura 24C) sem alterar sua complexidade (Sham 1410+63 vs AL 1878+234
UA p>0,05) (Figura 24E). Nenhuma alteracdo de tamanho ou complexidade foi
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observada nos animais que foram submetidos a cirurgia de infarto do miocardio. A
subpopulagdo SSM de todos os grupos também permaneceu sem alteracao (Figura 24D
e F).

CARACTERIZACAO DA FUNCAO MITOCONDRIAL CARDIACA
EM MODELO ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADO AO
INFARTO DO MIOCARDIO: EFEITO DO ACIDO LINOLEICO
[169] Para avaliar o efeito do infarto do miocardio e do acido linoleico sobre a
funcdo mitocondrial cardiaca de ratos infartados optamos por fazer as andlises na
mitocOndria cardiaca isolada a fim de melhor quantificar os parametros funcionais da
organela.
[170] A respiragdo mitocondrial foi mensurada com diferentes substratos
(glutamato + malato, piruvato + malato, palmitoil + carnitina e succinato + rotenona)
que utilizam vias oxidativas distintas, transporte mitocondrial e fornecem elétrons via
NADH e FAD para o Complexo I e II. Avaliamos o consumo de O2 mitocondrial por
meio da respiracdo méaxima no Estado 3 e Estado 4 além do controle respiratdrio, que
compreende a razdo do Estado 3 pelo Estado 4.
[171] A fim de facilitar o entendimento, os resultados aqui serdo subdivididos
de acordo com a populac¢do estudada.

SUBPOPULACAO INTERMIOFIBRILAR — IFM

[172] Corroborando os achados anteriores da mecanica cardiaca, que nos
mostrou disfun¢do ventricular em animais submetidos a cirurgia de infarto do
miocardio, as Figuras 25A nos mostra reducdo na fungdo mitocondrial por apresentar
redu¢do do RCR no grupo IM quando comparado aos animais Sham (G + M: Sham
2,94+0,24 vs IM 1,81%0,17%; P + M: Sham 2,40%0,26 vs IM 1,97+0,2; PC: Sham
2,33+0,14 vs IM 2,11£0,13; R + S: 2,25+0,17 vs IM 1,75%0,11; * p<0,05 vs Sham) .
Além disso, o AL foi eficaz em aumentar o RCR nos animais que passaram pela
cirurgia de infarto do miocardio apenas no substrato glutamato + malato (Sham
2,9440,24; IM 1,81+0,17*; IMAL 2,55+0,37&; * vs Sham; & vs IM; p<0,05).

[173] Observa-se também na Figura 25B que o grupo IM apresentou uma

diminui¢do no consumo maximo de O2 mitocondrial em cada estado respiratério. No
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estado 3, para todos os substratos utilizados, o grupo IM foi estatisticamente menor
quando comparado ao grupo Sham e o tratamento com &cido linoleico foi capaz de
manter o consumo fisioldgico apds 15 dias de tratamento (G +M: Sham 144+20; IM
59+9%*; IMAL 200+27&; P + M: Sham 194+21; IM 70£8%*; IMAL 197+16&; PC Sham
171+10; IM 103+7*; IMAL 154%16&; R + S: Sham 304+22; IM 208+19*; IMAL
249422 atoms O mg. proteina mitocondrial-1.min-1; * vs Sham; & vs IM; p<0,05).
Enquanto no estado 4 apenas no piruvato + malato e no palmitoil + carnitina, o grupo
IM apresentou redugdo estatisticamente significante que foi mantida a nivel do Sham
com o uso de AL (P + M: Sham 83%4; IM 49+5*; IMAL 74+5&; PC: Sham 66+5; IM
51+3%*; IMAL& 66%5 atoms O mg. proteina mitocondrial-1.min-1; * vs Sham; & vs IM;
p<0,05) (Figura 25C).

[174] Esses dados podem indica uma diminuicao na quantidade de complexos
respiratorios da CTE. Para confirmar essa hipotese avaliamos a expressdo proteica dos
complexos I, 1I, III, IV e V da CTE pela técnica de Western Blotting, conforme
demonstrado na Figura 26. Como podemos observar, os grupos IM e IMAL
apresentaram uma diminui¢ao na expressao proteica dos complexos respiratdrios III, IV
e V quando comparados ao grupo Sham (estado III: Sham 2,42+0,5; IM 0,88+0,1%,
IMAL 0,88+0,1*; estado IV: Sham 1,85+0,4; IM 0,78+0,1*; IMAL 0,80+0,1%*; estado
V: Sham 2,42+0,6; IM 0,84%0,1*; IMAL 0,69%0,1%*; * p<0,05 vs Sham). Por outro lado
nenhuma diferenca pode ser observada nos animais infartados quando comparados ao
Sham nos complexos I e II. Cabe salientar que a similaridade na expressao dos
complexos respiratdrios ndo significa uma atividade semelhante dos mesmos, pois
alteracdes pods-traducionais dos complexos podem resultar em disfun¢do da CTE e
consequente progressdo da disfuncdo contratil nas doencas cardiovasculares (Nojiri et
al., 20006).

[175] Entretanto, isto nao elucida a melhora da mecanica cardiaca em animais
tratados com 4cido linoleico por 15 dias apds cirurgia de infarto do miocéardio.
Avaliamos entdo a captacdo de calcio e a abertura dos poros mitocondriais utilizando a
adicao de Ca2+ 3,75 uM. Neste ensaio, foi possivel mostrar que a mitocondria cardiaca

dos animais submetidos a cirurgia de infarto do miocardio possui um alto limiar ao
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Ca2+ quando comparada ao grupo Sham (360nMol/mg proteina: Sham 43019+7967;
IM 18339+3782%*; IMAL 7999+2903%*; * p<0,05 vs Sham) (Figura 27).
[176] Observa-se que os animais submetidos a cirurgia de infarto tratados ou
nido com AL aumentaram a resisténcia ao calcio em relacio ao Sham. Como
consequéncia, houve diferenca significante na sensibilidade entre praticamente todos os
valores de proteina mitocondrial, indicando menor probabilidade de abertura do poro.
Importante ressaltar que nos valores entre 360 e 420 nM/ug de proteina mitocondrial o
grupo IMAL ¢ diferente do grupo IM, sugerindo que o acido linoleico € capaz de
alterar, em parte, a resisténcia ao cdalcio e a probabilidade de abertura do poro
mitocondrial.
[177] Esse resultado indica que a organela do grupo IM mantém sua
integridade estrutural, e consequentemente sua funcdo. O tratamento com AL por 15
dias aumenta o limiar ao Ca2+, tanto em animais do grupo IM quando do grupo AL.
[178] Completando a andlise referente ao comportamento da mitocondria
cardiaca de coracdo isolado frente a exposicdo de célcio, foi avaliado o swelling
mitocondrial induzido pelo Ca2+ elevado. A estimativa foi feita avaliando a diminui¢do
da absorbancia a 540 nm apo6s a adi¢do de Ca2+ nas mitocOndrias isoladas.
[179] As Figuras 28 A e B mostram que houve uma diminui¢do na absorbancia
com adi¢do do Ca2+ por mg de proteina, tanto na concentracdo de 100 quanto a 500
nmol em todos os grupos estudados (Sham, AL, IM e IMAL). Entretanto, foi encontrada
diferenca estatisticamente significante apenas entre os grupos IM e IMAL em relacdo ao
Sham (Ca 100nM em 1200s: Sham 0,72+0,02; IM 0,83+0,03*; IMAL 0,81+0,04*. Ca
500nM em 1200s: Sham 0,70%£0,02; IM 0,75+0,01%; IMAL 0,76+0,01%*; * p<0,05 vs
Sham).

SUBPOPULACAO SUBSARCOLEMAL - SSM

[180] Esta subpopulagdo € localizada logo abaixo do sarcolema e sua producao
de ATP ¢ utilizada para contragdo das miofibrilas (Hollander et al, 2014) e para manter
o transporte ativo de eletrélitos e metabolitos através da membrana celular, ndo sendo
responsavel direto por gerar energia para manter a maquinaria contratil (Palmer et al,

1977).
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[181] A Figura 29 A mostra que o controle respiratorio é semelhante entre os
grupos estudados, sugerindo que a disfunc@o ventricular encontrada nos grupos
submetidos a cirurgia de infarto ndo foi capaz de alterar a funcdo mitocondrial da
subpopulagdo SSM.

[182] No entanto, também observa-se nesta subpopulacdo ma diminui¢do do
consumo maximo de O2 (estado 3) nos grupos IM em relacdo ao Sham e que o AL foi
capaz de manter este consumo ao nivel do Sham apenas nos substratos Piruvato +
Malato e Palmitoil + Carnitina (G + M: Sham 153+22; IM 68+14*, IMAL 96x17*; P +
M: Sham 158+18; IM 87+14%*; IMAL 170+17&; PC: Sham 146%15; IM 74+12*; IMAL
118+16&; R + S: Sham 252+24; IM 176x11%*; IMAL 207+22* atoms O mg. proteina
mitocondrial-1.min-1; * vs Sham; &vs IM; p<0,05) (Figura 29 B).

[183] Ao avaliarmos o estado 4 também encontramos prejuizo nos grupos IM
em todos os substratos utilizados, exceto Piruvato + Malato, porém o tratamento com
AL por 15 dias foi capaz de manter ao nivel do Sham quando Glutamato + Malato foi
utilizado (G + M: Sham 53+4; IM 30+0,6*; IMAL 43+3; P + M: Sham 66+5; IM
55£8%*; IMAL 73%6; PC Sham 61£5; IM 48+3*; IMAL 51+5; R + S: Sham 130+6; IM
101£3%*; IMAL 13343 atoms O mg. proteina mitocondrial-1.min-1) (Figura 29 C).

[184] Como descrito na subpopulagdo IFM, esses achados podem ser
associados com a quantidade de complexos da cadeia respiratéria. De acordo com a
Figura 30, o AL em animais infartados (IMAL) provoca um aumento estatisticamente
significante em relacdo ao Sham e em relagdo ao grupo IM (complexo I: Sham
1,81+0,12; IM 1,81+0,33; IMAL 3,22+0,35%,&; complexo II: Sham 1,70+0,17; IM
1,43+0,07; IMAL 3,44+0,72*,& complexo III: Sham 1,61+0,15; IM 1,68+0,31; IMAL
3,83+0,44*,& complexo IV: Sham 2,18+0,23; IM 2,33+0,3; IMAL 34,18%0,61%*,&; * vs
Sham; &vs IM; p<0,05). Mesmo nao sendo observada uma diminui¢do nos complexos
no grupo IM, isso ndo significa uma atividade semelhante entre os grupos, pois como
dito anteriormente, alteracdes pds-traducionais dos complexos podem resultar em
disfuncdo da CTE e consequente progressao da disfuncdo contratil nas doencas

cardiovasculares (Nojiri et al., 2006).
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[185] Em conjunto, esses dados apontam o 4cido linoleico como um importante
modulador positivo da fun¢ao mitocondrial cardiaca.

[186] Dando continuidade a nossa investigacdo, estudamos o comportamento
da subpopulacdo SSM frente a adicdo de Ca2+ 3,75 uM a cada 7 min por 32 vezes na
mitocOndria incubada em um tampao livre de calcio, na presenga do marcador de célcio
(calcium green 5N), para avaliarmos a captacdo de célcio e a abertura dos poros
mitocondriais.

[187] Diferente da subpopulacdo IFM, todos os grupos estudados apresentaram
mesma resisténcia ao calcio, demonstrado pela concentracdo semelhante de Ca2+
extramitocondrial a cada adi¢do préton (Figura 31).

[188] Mais uma vez avaliamos a resisténcia ao calcio da mitocOndria isolada
(Swelling) e como encontrado na subpopulacdo IFM todos os grupos apresentaram
reducdo da absorbancia, no entanto, apenas os grupos IM e IMAL apresentaram uma
diminui¢do o estatisticamente significante em relacdo ao grupo Sham tanto com 100 nM
quanto de 500 nM de Ca 2+ (Ca 100nM em 1200s: Sham 0,72+0,02; IM 0,77+0,01%*;
IMAL 0,7740,02*. Ca 500nM em 1200s: Sham 0,69+0,02; IM 0,77+0,01*; IMAL
0,772£0,01*; *p<0,05). (Figura 32 A e B).

ATIVIDADE DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NA DINAMICA
MITOCONDRIAL NA DISFUNCAO CARDIACA E NO TRATAMENTO COM
ACIDO LINOLEICO POR 15 DIAS
[189] A expressao proteica do canal uniporter (MCU) nas duas subpopulacdes
mitocondrial estd representada abaixo. Podemos observar que no grupo IM houve uma
diminui¢do estatisticamente significante em relacdo ao grupo Sham na subpopulacdo
IFM (Figura 33A) e que o acido linoleico ndo foi capaz de alterar esse achado (Sham
0,9+0,08; IM 0,55+0,06*; IMAL 0,90%0,11; *p<0,05). Em relacdo a subpopulacio SSM
(Figura 33B), nenhuma alteracdo foi observada entre os grupos estudados.

[190] Ao analisarmos a expressdo proteica da ciclofilina D em mitocondria
isolada de ventriculo esquerdo de animais submetidos a cirurgia de infarto e tratamento
com 4cido linoleico por 15 dias, observamos que houve aumento no grupo IM na

subpopulagdo IFM e que o 4cido linoleico (IMAL) foi capaz de manter sua expressao
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em relagdo ao Sham (Sham 0,64+0,1; IM 0,1,58+0,07*; IMAL 0,85+0,1; *p<0,05)
(Figura 34A). No entanto, essa alteragdao ndo foi observada em relacido a subpopulagdo
SSM entre os grupos estudados (Figura 34B).

[191] Na primeira parte do presente estudo utilizamos 3 diferentes doses do
acido linoleico (5 mg/Kg, 15 mg/Kg e 50 mg/Kg) em animais sadios para avaliar seus
efeitos sobre a mecéanica cardiaca e funcdo mitocondrial. Observamos aumento da
contratilidade miocardica e melhora da fun¢do mitocondrial, no grupo AL50 quando
comparado ao Sham. Esses resultados corroboram os dados publicados por Mitchel et al
(2002), os quais descreveram efeito inotrépico positivo sobre coragdes isolados
perfundidos com uma concentracdo semelhante a dose de AL usada no presente estudo
(30 uM).

[192] O AL também melhorou a oxidacdo fosforilativa e aumentou a
capacidade das mitocOndrias em reter calcio em animais sadios apds 15 dias de
tratamento mais notadamente no grupo ALS50, discordando da literatura que sugere
disfun¢ao mitocondrial em concentracdes entre 25 e 50 uM de AL in vitro (Mitchel,
Moran e Grant, 2002).

[193] Com base nos resultados encontrados em animais sadios caracterizamos
os efeitos de 50mg/Kg de AL na estrutura e funcdo das duas subpopulacdes
mitocondriais cardiacas, SSM e IFM, apés infarto do miocardio em ratos. Sabendo que
a mitocondria é peca fundamental na manuten¢do da viabilidade e funcionalidade do
cardiomidcito, analisamos a func¢do e a dinamica da organela no coracdo para entender
as alteracoes celulares decorrentes do infarto do miocardio.

[194] Os principais resultados deste estudo demonstram disfuncdo mitocondrial
cardiaca associada ao infarto do miocardio, que, possivelmente contribuiram para o
agravamento da disfun¢do ventricular. O tratamento com AL mostrou-se eficaz em
minimizar os efeitos deletérios sofridos pela mitocondria ap6s a cirurgia de infarto do
miocardio, além de restaurar a fungao contratil ventricular.

[195] O AL € um 4cido graxo que, convertido em acil-CoA, fica disponivel
para os passos iniciais na sintese de fosfolipidos e para entrar na matriz mitocondrial,

onde ocorre remodelacdo de cardiolipina (Coleman et al, 2015). A cardiolipina (CL) é
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um fosfolipido mitocondrial composto por 80-90% de AL e que contribui para muitos
aspectos da funcdo mitocondrial, incluindo a producdo de energia através da
fosforilagdo oxidativa, fissdo e fusdo mitocondrial além de participarem na apoptose
celular (Coleman et al, 2015, Chicco et al, 2007).

CARACTERIZACAO DO MODELO DE DISFUNCAO CARDIACA
ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO: EFEITO DO ACIDO LINOLEICO
[196] A cirurgia de indu¢do do infarto do miocardio em animais é utilizada
para mimetizar o quadro de disfun¢@o ventricular e IC observado em humanos (Pfeffer
et al, 1979; Ferreira et al, 2012). No presente estudo avaliamos a fun¢do cardiaca de
ratos ap6s 15 dias do IM tratados ou ndo com AL.

[197] Utilizamos para este estudo, animais com area de infarto entre 30 e 50 %
da parede do VE. Nossos achados mostram que ambos os grupos submetidos a cirurgia
de infarto apresentaram quase 40 % de area de infarto, medidos pela planimetria em
papel milimetrado, um método reprodutivel e de baixo custo (Mill et al, 1990, Stefanon
et al, 2009, Faria et al, 2011).

[198] Como consequéncia da perda exacerbada de tecido contrétil cardiaco,
decorrente do processo isquémico, esperdvamos que os animais submetidos a cirurgia
de infarto desenvolvessem disfun¢do contratil ventricular esquerda, conforme descrito
anteriormente por Stefanon et al. (1998). A perda da funcdo cardiaca observada no
grupo IM corrobora os achados da literatura e o principal achado deste estudo é que o
tratamento com AL por 15 dias foi capaz de impedir essa disfuncdo ventricular
decorrente do infarto e manter a contratilidade miocardica em valores semelhante aos do
grupo Sham nao tratado com AL.

[199] A melhora do desempenho contrétil ventricular ocorreu em resposta,
tanto ao aumento de pré-carga, quanto em fungdo da elevagcdo das concentragdes de
calcio na solucgao de perfusio.

[200] Essa disfuncdo contratil cardiaca ocorre como consequéncia da lesdo do
miocéardio e da hiperatividade dos sistemas neuro-humorias, que promovem hipertrofia
ventricular e aumento na deposicao de colageno ao longo do tempo (Brum et al., 2006).

De fato, observamos remodelamento cardiaco patolégico nos animais com IM,
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representado pelo aumento do volume nuclear e da deposi¢do de colageno. O
remodelamento também pode ser a causa para o aumento na relagdo PP/PC encontrada
nos animais submetidos ao IM.

[201] Segundo Jasmim et al (2013), apds infarto foi identificado importante
remodelamento estrutural dos pulmdes evidenciado pela deposicdo de coldgeno,
espessamento dos septos alveolares e proliferacdo de miofibroblastos, com pequena
evidéncia de edema pulmonar, como sugeria Figueroa & Peters (2006) em consequéncia
da incapacidade do ventriculo esquerdo em bombear quantidades adequadas de sangue.
[202] As alteragdes morfofuncionais cardiacas decorrentes do IM também
desencadeiam modificagdes hemodindmicas (Colucci, 1998). No que concerne as
medidas pressdricas “in vivo” observamos que o IM promoveu diminui¢cdo dos valores
de PAS, PAD e PSVE porém, ndo observamos diferencas associadas ao tratamento com
AL nesses parametros quando comparados ao grupo Sham.

[203] Em conjunto esses ultimos achados (VD/PC, PP/PC, PAS, PSVE)
sugerem que em nosso modelo experimental os animais eram infartados mas ndo
apresentaram os sinais classicos de insuficiéncia cardiaca como aumento das razdes
PP/PC e VD/PC de pelo menos 2 vezes em relacdo ao Sham (Davidoff et al, 2004,
Francis et al, 2001, Pereira et al 2005). Além disso, de acordo com Faria et al. (2011)
ratas fémeas infartadas e insuficientes sofrem perda ponderal significativa ao longo do
periodo pos-operatdrio. No presente estudo utilizamos animais machos e, tanto os do
grupo Sham e do grupo IM, independente do tratamento com AL apresentaram o
mesmo ganho ponderal ao final dos 15 dias.

[204] Para avaliar os mecanismos envolvidos na via de sinalizacdo do calcio
que resultaram na melhora da contratilidade induzida pelo tratamento com AL,
avaliamos as expressoes proteicas da SERCA2a e PLB. O transporte de Ca2+ pelo
reticulo sarcoplasmatico cardiaco apresenta papel chave sobre o acoplamento excita¢do
contra¢do, onde a liberagdo de Ca2+ do reticulo sarcoplasmético induz a contracio e sua
recaptacao pela SERCA2a (Bers, 2002). Neste estudo, a expressao da SERCA2a nao foi
alterada 15 dias apds IM, muito embora a contratilidade miocéardica estivesse reduzida.

Este fato poderia ser explicado pelos achados de Hasenfuss et al (1994) que
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descreveram uma correlagdo entre forca contratil e niveis de SERCA2a apenas no
periodo final de uma insuficiéncia cardiaca congestiva. Assim, parece que a disfuncdo
mecanica decorrente do IM nd3o foi uma consequéncia direta de modificacdo na
expressdo da SERCA2a, embora sua atividade pudesse estar prejudicada, como mostra
Hayward et al (2015) que sugere terapia genética para tratamento do infarto. Entretanto,
o tratamento com AL, aumentou a expressdo da SERCA2a em relagdo ao grupo Sham,
0 que poderia contribuir para a melhora da contratilidade induzida pelo AL apds IM.
Por outro lado, a expressao proteica da SERCA2a nao foi modificada pelo tratamento
com AL no grupo Sham, apesar do efeito inotropico positivo frente ao aumento de Ca2+
extracelular e ao estiramento. Portanto, € possivel que o AL tenha envolvido outros
mecanismos, que ndo apenas dependente da expressdo proteica da SERCA2a, para
aumentar a contratilidade miocérdica, tanto no grupo Sham quanto no grupo infartado.
[205] Como a demanda energética do coracdo € alta, a manutencdo do AEC
depende da producdo continua de ATP pela mitocondria € importante para a
contratilidade miocardica. Como a producdo de ATP envolve as etapas de glicélise,
ciclo de Krebs e fosforilagao oxidativa, prejuizo na transferéncia de elétrons, poderiam
contribuir para a falha neste sistema e para a geragdo de EROs.

[206] Sabendo-se que o aumento da concentracdo de célcio intracelular induz
aumento da contratilidade miocardica com consequente ativacdo da fosfatase
dependente de calcio, e, que essa enzima controla a expressao de PGCla no musculo,
analisamos também a expressao proteica de PGCla, do NRF1 e do PPARa fatores de
transcricdo ou receptores nucleares por ele ativados. Os animais infartados que
receberam tratamento com dacido linoleico por 15 dias (IMAL) apresentaram aumento
do PGCla em relacio ao animal Sham. Estudando cultura de células com
streptozotocina, Jeng et al (2009), relataram que o tratamento com 100 pL de AL
também aumentou PGCla.

[207] A expressao proteica do NRF-1, aumentou no grupo IM em relacdo ao
animal Sham mas ndo foi diferente no grupo IM tratado com acido linoleico. Ao

analisar o PPARa observamos que o infarto do miocardio ndo foi capaz de alterar sua
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expressdo proteica, no entanto, houve reducdo no grupo Sham tratado com &acido
linoleico.

[208] Em conjunto esses dados demonstram que o tratamento com AL foi
capaz de melhorar a contratilidade miocardica em animais Sham e prevenir a disfungao
contratil de animais infartados sem alterar dados ponderais, morfométricos e
hemodinamicos, mas influenciando no metabolismo mitocondrial. Portanto, existe uma
relagdo fundamental entre fungao mitocondrial e contratilidade miocardica.

[209] A acdo do AL sobre a funcio cardiaca vem sendo mostrada na literatura.
Pietri et al (1991), relatam o efeito cardioprotetor de acidos graxos poli-insaturados
sobre a mecanica cardiaca e a resposta metabdlicas de animais submetidos a isquemia-
reperfusao, Kang et al (1994), relatam o efeito antiarritmico dos PUFAS em midcitos
cardiacos de ratos neonatos e Mitchell et al (2002), mostraram o efeito inotropico
positivo em coragdes isolados. Nasa et al. (1997) demonstraram que apds 12 semanas
do infarto do miocardio havia uma diminui¢do da concentracdo de acido linoleico no
miocardio remanescente. Estudos realizados por Lesnefsky et al.(2004), usando
métodos de isquemia em coragdo isolado de coelho, indicaram que havia perda de 20 a
25 % na concentracdo de cardiolipina miocardica apos a isquemia. Em outro estudo,
Heather et al. (2010) demonstraram baixos niveis de cardiolipina e Citocromo ¢ em
coragdes insuficientes de ratos submetidos ao infarto do miocardio por ligadura da
artéria coronéria descendente anterior.

[210] O AL € o principal constituinte da cardiolipina mitocondrial cardiaca
sendo fundamental para um 6timo funcionamento da mitocondria em fungdo de: (1)
ativar os complexos da cadeia respiratoria e translocase ADP-ATP, produzindo ATP e
espécies reativas de oxigénio (ROS); (2) ancorar o citocromo ¢ na membrana da
mitocondria, o que esti associado ao processo de morte celular; (3) manter a fluidez da
membrana interna e a sua estabilidade osmdtica, associado a abertura do poro de
permeabilidade mitocondrial; (4) regular a mitofusdao associado a biogénese
mitocondrial, a deficiéncia de cardiolipina ou um remodelamento improprio da mesma,

leva a uma disfuncdo mitocondrial (Han & He, 2014).
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CARACTERIZACAO DA FUNCAO MITOCONDRIAL CARDIACA
EM MODELO ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADA AO
INFARTO DO MIOCARDIO

[211] A alteracdo sofrida pela mitocondria cardiaca é um ponto crucial para a
pesquisa focada no tratamento da morbidade e mortalidade resultante de uma grande
quantidade de doencas cardiovasculares. A oclusdo cirirgica da artéria coronaria
descendente anterior interrompeu o suprimento metabdlico para o miocardio, o
fornecimento de oxigénio e de substratos, bloqueando a sintese mitocondrial de ATP,
afetando a integridade do potencial de membrana mitocondrial. A menor relagdao [ATP]
/ [ADP] abole a inibicdo ATP alostérica da citocromo ¢ oxidase (Arnold e Kadenbach,
1999), resultando em aumento do potencial de membrana mitocondrial. Nossos dados
corroboram essa idéia, mostrando elevagdo no potencial de membrana nos ratos IM.
[212] Sob hipoxia, pequena quantidade de EROS € produzida no complexo III,
que atua como agentes de sinalizacdo e gatilho para diversas respostas funcionais,
incluindo o acimulo do fator de transcricdo HIF-1a (Chandel et al., 2000; Guzy e
Schumacker, 2006), responsavel pela troca de utilizacao de substratos (Rey e Semenza,
2010).

[213] Estudos clinicos e experimentais demonstram que existe uma mudanga
na utilizacdo de substratos pelo coracdo em faléncia, que acabam por levar o coracdo a
um déficit energético (Sharov et al., 1998; Rosca et al., 2008; Doenst et al., 2010).
Corroborando a literatura, nosso estudo observou uma diminuicdo da respiragdo
mitocondrial tanto no estado 3 quando no estado 4, quando o é&cido graxo
palmitocil+carnitina foi utilizado como substrato. Heather et al (2010), correlacionaram
essa diminuicdo da respiracdo com o substrato palmitoil+carnitina a um prejuizo na
fracdo de ejecdo in vivo de animais com disfun¢do cardiaca, mostrando uma relagdo
entre fun¢do mitocondrial e fun¢do cardiaca. No presente estudo, os animais submetidos
a cirurgia de infarto do miocardio, além de apresentarem diminui¢do da respiragao
mitocondrial também apresentaram diminui¢do do inotropismo positivo quando o

coragdo foi avaliado através da técnica de Langendorff.
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[214] Na avaliacio da respiracdo mitocondrial, utilizamos os substratos
glutamato e piruvato, que agem diretamente no ciclo de Krebs. Com o uso do glutamato
como substrato, podemos analisar o segundo periodo do ciclo de Krebs, composto de a-
cetoglutarato desidrogenase e a subsequente entrada de NADH no compelxo I da CTE.
Em ratos infartados, corroborando a literatura (Heather et al, 2010; Clarke et al, 2012), o
estado 3 e 4 da respiracdo mitocondrial estdo diminuidos, mostrando que a disfugdo
mitocondrial continua mesmo quando pulamos a primeira etapa do ciclo de Krebs. O
piruvato, outro importante substrato para o ciclo de Krebs, ¢ um produto da glicélise
que também ird atuar no complexo I da CTE produzindo NADH que é fundamental para
a adequacdo do suprimento de energia a demanda durante o aumento da carga de
trabalho (Liu & Hajnoczky, 2009), por doar elétron a este complexo. Nossos dados
mostram que em animais infartados a respiracdo mitocondrial utilizando piruvato como
substrato estd reduzida em aproximadamente 50 % em relacdo ao Sham, mostrando que
ocorre diminui¢do da producdo de NADH que leva a comprometimento da fun¢do
cardiaca.

[215] Uma vez avaliado o impacto do infarto do miocardio sobre a respiracao
mitocondrial considerando os substratos utilizados diretamente no ciclo de Krebs e
indiretamente no complexo I e seus efeitos na mecénica cardiaca seguimos o estudo
utilizando substrato que age diretamente no complexo II, o succinato. A rotenona foi
utilizada para inibir o complexo I, pois € sabido que grandes quantidades de succinato
sdo capazes de reduzir ubiquinona e levar elétron para o complexo I através do fluxo
reverso (RET) (Hernansanz-Agustin et al, 2017). Em nosso trabalho, encontramos
diminui¢do do estado 3 para o grupo IM em relacdo ao Sham, que pode ser resultado de
uma reduc¢do na atividade da citocromo C oxidase o qual € regulado pelo AL.

[216] A diminuicdo na eficiéncia respiratdria mitocondrial cardiaca nas
doencas cardiovasculares vem sendo demonstrada em estudos clinicos e experimentais,
os quais apontam reducdo na atividade dos complexos da CTE como um fator
determinante para o prejuizo na transferéncia de energia para a contracdo cardiaca e a

consequente progressdo da disfun¢d@o ventricular (Sharov et al., 1998; Nojiri et al.,
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2006; Rosca, Hoppel, 2009). No entanto, encontramos no presente estudo diminui¢@o na
expressao dos complexos III, IV e V apenas na subpopulagao IFM.

[217] Hoppel et al (1982), sugerem que a disfuncdo observada na IFM pode
estar relacionada a alteracdes nas propriedades de transporte de membrana interna
mitocondrial envolvidas com nucleotideos de adenina e/ou sintese de ATP. Como a
tensdo do oxigénio no centro da célula € muito menor do que na periferia celular
(Takasashi et al, 1998) e a hipertrofia cardiaca potencialmente aumentaria a distancia
para difusdo de oxigénio e metabolitos, as condi¢des hipertréficas sao mais propensas a
impactar negativamente o [IFM em relagdo ao SSM.

[218] Entretanto, € importante destacar que a eficiéncia da fosforilacdo
oxidativa mitocondrial ndo depende, exclusivamente, da atividade individual dos
complexos respiratérios, mas também do arranjo apropriado entre os componentes da
CTE (Rosca et al., 2008; Hausnloy, Ruiz-Meana, 2010). Estudos realizados por
Lesnefsky et al.(2004), usando métodos de isquemia em coragdo isolado de coelho,
indicaram que havia perda de 20 a 25 % na concentragdo de cardiolipina miocéardica
ap6s a isquemia. A cardiolipina € responsidvel pela manutencdo do gradiente
eletroquimico de protons hidrogénio em dire¢do ao interior da mitocondria utilizada
pela ATP sintase para catalisar a sintese de ADP + fosfato em ATP. Sem a cardiolipina
todo o processo de acoplamento quimiosmdtico fica prejudicado (Chicco et al, 2007). O
que explicaria nossos achados de diminuicdo no fornecimento de ATP, sendo esse
déficit energético um fator relevante na disfuncdo contrétil ventricular encontrada apos
o infarto.

[219] A participagdao da cardiolipina na modulagdao das proteinas da cadeia
respiratdria ja foi demonstrada. Fry et al. (1981) descreveram que os complexos I e III
da cadeia respiratoria s6 tinham atividade enzimatica na presenca de cardiolipina. Em
outro estudo, Robinson et al. (1990) concluiram que o complexo IV dessa mesma cadeia
necessita de duas moléculas de cardiolipina associadas para manter sua funcgdo
enzimatica. Em mitocondrias isoladas de coragdes submetidos a isquemia/reperfusdo e

que tinham deficiéncia no funcionamento da cadeia respiratoria, Hoffman et al. (1994)
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mostraram que a funcionalidade da cadeia foi restaurada pelo tratamento com
cardiolipina.

[220] Além de participar na fun¢do da CTE, a cardiolipina também ¢é
importante na fixacdo do citocromo C na membrana interna da mitocondria (Chicco et
al, 2007). Heather et al. (2010) demonstraram baixos niveis de citocromo ¢ em coragdes
insuficientes de ratos submetidos ao infarto do miocardio por ligadura da artéria
corondria descendente anterior. A perda de cardiolipina leva diretamente a perda da
interacdo do citocromo ¢ e da atividade do complexo III, prejudicando a respiracdo e
aumentando a geracdo de ROS ainda mais no coragdo infartado (Lesnefsky et al, 2003;
Paradies et al, 2003; Lesnefsky et al, 2004).

[221] No presente estudo encontramos diminui¢cdo da expressdo do complexo
III, no entanto, ndo encontramos alteracdo nos complexos I e II, demonstrando que o
transporte de eletrons na parte inicial da CTE esta idéntica a do Sham.

[222] Entretanto, € sabido que os elétrons transportados pela CTE nem sempre
chegam ao seu aceptor final, o0 O2 complexado a citocromo c oxidase (complexo IV),
pois entre os complexos I e III hd o extravasamento de elétrons com consequente
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e que isto ocorre com o aumento do
consumo de O2, e/ou com aumento no fluxo de elétrons pela CTE (Sen, 1995), e/ou
aumento no potencial de membrana interna mitocondrial (Skulachev, 1998).

[223] De fato, Friguet, Bulteau e Petropoulos (2008) demonstraram que a
producdo exacerbada de EROs pode inativar diretamente proteinas mitocondriais ou
contribuir para a oxidacdo de lipideos e carboidratos, gerando uma disfungdo
mitocondrial. A disfun¢c@o mitocondrial na presenga de O2 resulta, na maioria das vezes,
no desacoplamento da CTE e no consequente prejuizo da fosforilagdo oxidativa,
gerando EROs em excesso. Essas alteragdes na homeostase redox sinalizam para o dano
miocéardico e culminam na diminui¢do progressiva da contratilidade cardiaca encontrada
no presente estudo.

[224] Na tentativa de proteger as células do estresse oxidativo e para prevenir a
apoptose/morte celular, mecanismos adaptativos induzem o aumento do fator nuclear

respiratorio (NRF-1) e up-regulation de seu co-ativador, PGC-la e indiretamente
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regulam o genoma mitocondrial por up regulation do fator de transcricdo mitocondrial
(Tfam) que transloca para dentro da mitocondria e ativa diretamente a transcrip¢do € a
replicacio de mtDNA (Bartz et al, 2015). Em conjunto, esses mecanismos S3o
altamente cardio-protetores sendo capazes de estimular a biogénese mitocondrial, a -
oxidagdo de acidos graxos, aumentar a capacidade enzimatica do ciclo de Krebs e a
fosforilacao oxidativa (OXPHOS) (St-Pierre et al, 2003; Wu et al, 1999) além de
preservar a viabilidade dos cardiomidcitos limitando a ativacdo da apoptose intrinseca e
prevencdo do déficit de energia e necrose. Além disso, PGC-1a estimula a expressao de
proteinas desacopladoras da membrana (Puigserver et al, 2001; St-Pierre et al, 2003;
Wu et al, 1999), o que dissipa o gradiente de prétons na tentativa de diminuir o
potencial de membrana mitocondrial, um processo em que acredita-se reduzir altamente
a producdo de EROs pelas mitocondrias (Miwa S, Brand MD, 2003). Observamos
aumento de NRF-1 em animais infartados, corroborando a literatura que mecanismos
compensatdrios estdo tentando manter a funcao mitocondrial intacta.

[225] Um achado do presente estudo é que a subpopulacdo IFM de animais
infartados apresentou maior capacidade de retencdo de calcio em comparacao ao Sham
e que a subpopulacio SSM ndo apresentou o mesmo efeito. Segundo a literatura, a
proximidade da IFM aos locais conhecidos de liberacdo de célcio, a juncio do reticulo
sarcoplasmatico (localizado entre IFM e Tubulo-T) faz com que essa subpopulacdo
tenha um envolvimento central no processo do ciclo mitocondrial de calcio (Shepherd et
al, 2014). Além disso as mitocOndrias subsarcolemais tém uma capacidade diminuida
para acumular calcio em comparacdo com IFM. E ainda, esse cédlcio acumulado tem
papeis diferentes, sendo o célcio no SSM responsavel pela liberagdao do citocromo c,
enquanto o célcio no IFM nao resulta nessa liberacdo, nem mesmo quando a capacidade
de IFM para reter célcio foi excedida (Hoppel et al, 2001).

[226] Balaban et al, (2000), descreveram que o célcio mitocondrial
desempenha um papel fundamental na regulacdo do metabolismo da energia celular, no
acoplamento excitacdo-contracdo cardiaca e na geracdo de ATP para contragdo. Na
matriz mitocondrial, o Ca2+ desempenha um papel importante na sua energética, pela

ativacdo da F1/FO-ATPase e pela regulacio do OXPHOS por ativar desidrogenases
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sensiveis ao Ca2+ no ciclo do 4cido tricarboxilico, incluindo piruvato desidrogenase, 2-
oxoglutarato (a-cetoglutarato) desidrogenase e NAD acoplado ao isocitrato
desidrogenase ligada a um ligante (Gellerich et al, 2010). A ativacdo dessas enzimas no
ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA) resulta em aumento da producao de NADH, que é
fundamental para a adequacdo do suprimento de energia a demanda durante o aumento
da carga de trabalho (Liu & Hajnoczky, 2009).

[227] Corroborando a literatura, a andlise do swelling mostra que os animais
infartados foram capazes de reter mais célcio que os grupos Sham, no entanto, a maior
quantidade de célcio na matriz provavelmente ndo aumenta a producio de NADH
devido a diminui¢do da atividade da citocromo ¢ oxidase que foi relatado anteriormente
em animais infartados.

[228] Importante ressaltar que no tecido cardiaco, um ligeiro aumento na
concentracdo de Ca2+ intra mitocondrial € utilizado para ativacdo da respiragdo
mitocondrial. Porém, durante a isquemia, a concentragdo de Ca2+ nas mitocOndrias
eleva-se, como demonstrado em nosso estudo. De fato, a mitocOndria aumenta sua
captacao funcionando como um sistema tampdao em resposta ao aumento do célcio
citosolico, por forma de garantir a estabilidade das concentragdes citosolicas de Ca2+.
Esse aumento da concentracdo intracelular de Ca2+ a longo prazo leva a apoptose.
Diversos estudos demonstram que a apoptose € precedida por alteracdes das membranas
mitocondriais, levando a perda normal do gradiente eletroquimico, desenvolvimento do
fenomeno de transi¢do de permeabilidade mitocondrial, produ¢do de EROs e liberacao
de fatores apoptdticos (como citocromo c) para o citosol (Providencia et al, 2003).

[229] Dois possiveis mecanismos para a saida do citocromo ¢ do espago
intermembranar mitocondrial sdo: o fendmeno de transicdo de permeabilidade
mitocondrial com ruptura da membrana externa apds o intumescimento das
mitocOndrias e o transporte do citocromo c através de poros especificos na membrana
externa (BAX e Porinas). Poros esses com natureza exata ainda desconhecida mas
podendo incluir o canal anidnico dependente de voltagem, o translocador de

nucledtideos de adenina e a proteina matricial ciclofilina D (Bers et al, 2016).
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[230] Apbs o aumento de célcio mitocondrial, a ciclofilina D se liga a adenina
nucleotideo translocase e libera o citocromo C. Nossos dados estdo de acordo com a
literatura por apresentarem aumento na concentracdo de calcio intramitocondrial e
aumento na ciclofilina D a anéalise bioquimica. No entanto, este € o primeiro estudo que
mostra retengdo de cdlcio na fase inicial apds IM. Além disso, mesmo ao aumento de
calcio mitocondrial e aumento da ciclofilina D, ndo obsevamos abertura do poro
mitocondrial. Chernyak e Bernardi (1996) estudando mitocondria de figado relacionou
o aumento de cdlcio e geracdo de EROs a valores mais negativos da membrana
(aumento do potencial de membrana), o que impediu a abertura do MPTP.

EFEITOS DO ACIDO LINOLEICO SOBRE A FUNCAO
MITOCONDRIAL CARDIACA EM MODELO ANIMAL DE DISFUNCAO
CARDIACA ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO

[231] Depois de verificarmos que a disfuncio cardiaca associada ao infarto do
miocardio € acompanhada de alteracdes na dindmica mitocondrial cardiaca,
investigamos o efeito do AL nessa variavel.

[232] Como visto em nossos resultados, o uso de AL por 15 dias em animais
submetidos ao infarto do miocardio foi capaz de restaurar o consumo maximo de O2
(estado 3) a niveis observados no grupo Sham para os substratos glutamato+malato,
piruvato+malato e palmitoil+carnitina nas duas subpopulacdo IFM e SSM. Ao
analisarmos o estado 4 o restabelecimento da funcdo foi observada apenas nos
substratos piruvato+malato e palmitoil+carnitinia na IFM, enquanto na SSM apenas no
glutamato+malato a func¢do foi restabelicida a valores do Sham.

[233] Chicco et al (2012), apds 4 semanas de uma dieta enriquecida com AL
também encontraram melhora no estado 3 de coragdo de ratos espontaneamente
hipertensos utilizando piruvato e palmitoil+carnitina como substratos. Esses resultados
demonstram que o AL atenua a disfuncdo respiratéria de mitocdndrias cardiacas.
Segundo os autores, existe diminui¢do da citocromo ¢ oxidase associada a diminui¢do
no estado 3 encontrado. A literatura diz que é necessirio um perfeito arranjo na sua

estrutura molecular L4CL para que a citocromo ¢ oxidase ocorra perfeitamente (Kito et
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al, 1991). A L4CL ¢ mantida pela biodisponibilidade de AL e € o principal constituinte
da cardiolipina.

[234] Ja mencionamos que a cardiolipina € um fosfolipido mitocondrial que
desempenha um papel critico na manutencdo da fun¢do mitocondrial e da sadde
miocardica (Chicco & Saragna, 2007). Chicco et al 2012 , mostra que a dieta rica em
AL aumenta o conteido de cardiolipina mitocondrial em VE, o que pode justificar
nossos achados de melhora da fun¢do respiratoria mitocondrial.

[235] O AL também € responsavel pela ancoragem do citocromo ¢ na
membrana interna mitocondrial e fornece suporte estrutural e funcional essencial as
proteinas envolvidas na fosforilacdo oxidativa (Chicco & Saragna, 2007), tendo sua
principal atuagdo no complexo III da CTE. Em nosso estudo observamos que na
subpopulagdo SSM ocorreu a restauracdo da expressio do complexo III quando os
animais infartados foram tratados com AL, sugerindo que o tratamento foi capaz de
manter a estrutura do citocromo c e sua fungio.

[236] Assumindo que houve uma manutencdo do citocromo c, observamos
também a restauracdo do NRF-1, que estava aumentado nos animais infartados.
Lembrando que o NRF-1 € superexpresso na presengca de EROs e que essas sdo
formadas a partir da perda do citocromo c (Barts et al, 2005), inferimos que o AL foi
capaz de diminuir a formacao de EROs apds infarto do miocéardio.

[237] O AL também restaurou a ciclofinila D a niveis observados no grupo
Sham. Como dito anteriormente, a ciclofilina D é um componente chave para regulacao
do poro de transi¢do mitocondrial e apoptose celular por liberar o citocromo c
(Molkentin et al, 2010), além de ajudar na manuten¢do da fun¢do cardiaca. Yellon et al
(2011) mostram que ap0s 2 dias da cirurgia a fun¢do do ventriculo esquerdo era melhor
em ratos knockout para ciclofilina e ap6s 28 dias a mortalidade foi reduzida para
metade, o tamanho do infarto do miocardio foi reduzido, a func¢ao sistélica do VE foi
preservada, a dilatagdo do VE foi atenuada e no miocéirdio nao infartado, houve menor
hipertrofia de cardiomidcitos e de formacao de fibrose intersticial.

[238] No presente estudo observamos o efeito do AL sobre a ciclofilina D em

apenas 15 dias pos infarto do miocardio e observamos melhora na mecanica cardiaca,
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portanto, sugerimos que o AL se mostra mais uma vez eficaz contra mecanismos que
leva a morte celular e na manutengao da fungio cardiaca.

[239] Também foi observada uma melhora da fun¢do no complexo I na
subpopulagao SSM. Podemos relacionar esse achado a maior capacidade de mitocondria
para oxidar o piruvato, o que reflete numa melhora na utilizacdo de glicose miocardica,
o que pode ter contribuido com a melhora da funcdo VE (Stanley & Chandler, 2002).
[240] Observamos ainda que o coragdo recuperou sua capacidade em oxidar
acido graxo quando a oxidagdo do substrato palmitoil+carnitina, no estado 3, de animais
infartados que receberam AL foi igual ao grupo Sham.

[241] Um achado do presente estudo é que os animais tratados com AL tiveram
maior capacidade de reter calcio intramitocondrial do que os animais Sham na
subpopulagdao IFM. A subpopulacio SSM nido apresentou o mesmo efeito. Na matriz
mitocondrial, o Ca2+ ativa bomba F1/FO-ATPase (Liu & Hajnoczky, 2009) piruvato
desidrogenase 2-oxoglutarato (o-cetoglutarato) desidrogenase € NAD acoplado ao
isocitrato desidrogenase ligada a um ligante (Gellerich et al, 2010) que resulta em
aumento da producdo de NADH, gerando energia necessiria a demanda durante o
aumento da carga de trabalho e impactando na capacidade antioxidante celular e
producdo de EROs (Kohlhaas et al, 2010).

[242] O mecanismo que permite a entrada do calcio na membrana mitocondrial
interna € o aumento da negatividade do potencial de membrana (-180 mV) que gera
forca motriz suficiente para a entrada de cdlcio na matriz a partir do citosol (Boyman et
al, 2014). Como encontramos que o potencial de membrana é maior no grupo IMAL na
subpopulagdo SSM, este maior potencial de membrana pode ser o responsavel pela
entrada de célcio. Além disso, a maior quantidade de cédlcio na matriz provavelmente
aumenta a producdo de NADH devido a manutencdo da atividade da citocromo C
oxidase que foi relatado na literatura (Chicco et al, 2007).

[243] Apenas a subpopulacio IFM do grupo IMAL apresentou menor
sensibilidade ao Ca2+ induzindo a probabilidade de abertura do poro de transicdao da
permeabilidade mitocondrial (MPTP) em comparacdo com os outros grupos estudados.

A resisténcia a abertura do MPTP neste grupo, poderia ser atribuida a redu¢do na
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geracdo de EROs. Constantini et al (1996), relatam reducdo na glutationa mitocondrial e
menor modulagdo da nucleotideo piridina (NADH/NAD + NADPH/NADP), reduzem o
estado oxidativo da mitocondria e leva a uma redugdo da probabilidade de abertura de
mitocondrial.

[244] A sinalizacdo do cdlcio mitocondrial contribui para a regulacdo do
metabolismo energético celular, acoplamento excitacdo-contrac¢io cardiaca e geracao de
ATP para a contragdo dos midcitos.

[245] No entanto, ndo foi observado aumento na expressdo do MCU que
justique a maior entrada de Ca2+ na mitocondria. Embora o MCU talvez seja o mais
importante canal para passagem do ion, em niveis fisiologicos, o modo ripido de
captacdo de Ca2+ (RaM) sdo mais eficientes na sua absorc¢do e centenas de vezes mais
rapido do que a MCU (Bazil e Dash, 2011).

[246] Além disso, a entrada de cdlcio na mitocondria também pode ocorrer pela
sua proximidade com o RS, onde no seu ponto de contato o Ca2+ é diretamente
transferido para mitocondria, estimulando o ciclo de Krebs e a producdo de ATP
(Cardenas et al, 2010).

[247] Em conjunto esses dados demonstram que o tratamento com AL foi
capaz de melhorar a contratilidade miocardica em animais Sham e prevenir a disfun¢do
contratil de animais infartados sem alterar dados ponderais, morfométricos e
hemodinamicos, mas influenciando no metabolismo mitocondrial de maneira
diferenciada nas subpopulagdes mitocondrias SSM e IFM.

[248] Concluimos com o presente estudo que o tratamento com 4cido linoleico
na dose de 50 mg/kg por 15 dias apds o infarto do miocardio esta relacionado a melhora
do metabolismo mitocondrial e da contratilidade miocardica. Nossos resultados
sugerem um possivel efeito cardioprotetor do 4cido linoleico agindo sobre: o stress
oxidativo, devido a reducdo da expressdo protéica de NRF-1; aumento da expressdao
proteica da SERCA2a; maior capacidade de retengdo ao Ca2+ para as subpopulagdes
mitocondriais subsarcolemais (SSM) e interfibrilares (IFM) tanto na expressdo dos

complexos quanto da fosforilagdo oxidativa. Em conjunto, estes efeitos poderiam
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explicar, pelo menos em parte, a melhora da contratilidade induzida pelo tratamento

com AL ap6s infarto do miocéardio.
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REIVINDICACOES

1. USO DE UM COMPOSTO PARA TRATAMENTO DE DOENGA CARDIOVASCULAR, desenvolvido
a partir da analise de um evento isquémico agudo em que a perda de miocardio determina o
aparecimento de disfungdo mecanica do cora¢do, sendo avaliados os efeitos do acido
linoleico (AL) sobre a mecanica cardiaca e sobre as disfuncdes nas duas subpopulacdes
mitocondriais cardiacas distintas, especialmente as mitocondrias subsarcolemais (SSM) e
interfibrilares (IFM) de ratos com infarto do miocardio (IM), caracterizado por ser para
preparar um medicamento contendo acido linoleico para tratar uma doenca cardiovascular
marcada por isquemia do miocdrdio e melhorar a fun¢do contratil apds o infarto do miocardio
e insuficiéncia cardiaca, bem como melhorar a funcdo mitocondrial apds o infarto do

miocdrdio e insuficiéncia cardiaca em pacientes durante e apds o infarto do miocardio.
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 32
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FIGURA 33
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