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RESUMO

O GPR91 é um receptor acoplado a proteina G, que tem sido caracterizado
como um receptor de succinato, um intermediario do ciclo de acido citrico. Este
receptor é expresso em diversos tecidos como rim, figado e baco. No coracéo, o
papel do succinato ainda é desconhecido. Neste trabalho nés avaliamos a
sinalizacdo desencadeada pelo succinato em cardiomidcitos.

Experimentos de RT-PCR e imunofluorescéncia confirmaram a presenca de
GPR91 em cardiomiécitos. Demonstramos que o succinato aumenta a amplitude e
diminui o tempo de decaimento do transiente global de Ca**. Além disso, o succinato
aumentou os niveis de fosforilagdo de fosfolambam e do receptor de rianodina, duas
bem conhecidas proteinas envolvidas na dinamica de Ca** no coracéo. Estes efeitos
foram abolidos pelo pré-tratamento com um inibidor da proteina cinase dependente
de AMPc (PKA), indicando que as mudancas no transiente de Ca** induzidas pelo
succinato sdo mediadas por sinalizacdo via PKA. Ativacdo direta da PKA pelo
succinato foi confirmada por experimento de FRET.

Além disso, verificamos que o succinato induz aumento no Ca®" mitocondrial,
ativa a caspase-3, e diminui a viabilidade de cardiomidcitos. Estes efeitos foram
abolidos pelos antagonistas do receptor de inositol 1,4,5-trifosfato , indicando que a
liberagdo de Ca?* a partir do InsPsR é a sinalizacdo envolvida na morte celular
cardiaca induzida pelo succinato. Para investigar o efeito do succinato sobre a
funcdo cardiaca, utilizamos a preparacdo de coracao isolado. Estes experimentos
revelaram que o succinato diminuiu a tenséo sistolica, o fluxo coronariano e a
freqUuéncia cardiaca, levando a arritmia e a faléncia do 6rgdo. E demonstramos
também que o tratamento crénico com succinato induz sinalizacdo pro-hipertréfica
em cardiomiocitos neonatos. Em conjunto, estas observacdes revelam um novo
papel para o succinato como um modulador da funcdo e Vviabilidade de
cardiomidcitos através da sinalizacdo de Ca*".

Palavras chave: calcio, cardiomioécitos, PKA, InsP3R



ABSTRACT

GPR91 is an orphan G-protein-coupled receptor (GPCR) that has been
characterized as a receptor for succinate, a citric acid cycle intermediate, in several
tissues such as kidney, liver and spleen. In the heart, the role of succinate is
unknown. Using a combination of molecular biology and Ca** imaging techniques we
evaluated the signaling pathways triggered by succinate in isolated cardiac cells.

RT-PCR and immunofluorescence experiments confirmed the presence of
GPR91 in ventricular cardiomyocytes. We found that succinate increases the
amplitude and the rate of decline of global Ca?* transient. Moreover, succinate
increases phosphorylation levels of phospholamban and ryanodine receptor, two well
known cardiac Ca** handling proteins. These effects were abolished by pre-treatment
with a cAMP-dependent protein kinase (PKA) inhibitor, indicating that changes in
Ca?* transient induced by succinate are mediated by PKA signaling pathway. Direct
PKA activation by succinate was further confirmed using a FRET-based A-kinase
activity reporter.

Additionally, we found that succinate increases mitochondrial Ca®*

levels,
activates caspase-3, and decreases cardiomyocyte viability. These effects were
abolished by inositol 1,4,5-triphosphate receptor (InsP3R) antagonists, indicating that
release of Ca?* from InsP3R is the signaling pathway involved in succinate induced
cardiac cell death. To investigate the effect of succinate on cardiac function, we used
the isolated Langendorff-perfused heart preparation. We observed that succinate
decreased systolic tension, coronary flux and cardiac frequency, leading to
arrhythmia and organ failure. We demonstrate that treatment with chronic succinate
is involved in signaling of cardiac hypertrophy. Taken together, these observations
reveal a new role for succinate as a modulator of cardiomyocyte function and viability

through Ca?* signaling pathways.

Key words: calcium, cardiomyocytes, PKA, InsP3R
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1 INTRODUCAO

A obtencdo de energia pelas células ocorre através da respiracdo. Este
processo envolve o consumo de O; e a liberacdo de CO, pelas células em trés
estagios. No primeiro estagio, as moléculas dos combustiveis organicos (glicose,
acidos graxos e alguns aminoacidos) sdo oxidadas para liberar compostos de dois
atomos de carbono na forma do grupo acetil-coenzima A. No segundo estagio, esses
grupos acetil sdo oxidados e a energia é entdo armazenada nos transportadores de
elétrons reduzidos, NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) e FADH; (flavina
adenina dinucleotideo). No terceiro estagio da respiracdo, esses co-fatores reduzidos
sdo oxidados desfazendo-se em protons (H*) e elétrons. Os elétrons liberados pelos
transportadores sdo conduzidos ao longo de uma cadeia de moléculas
transportadoras de elétrons, conhecida como cadeia respiratoria, até o O,, aceptor
final de elétrons, e os ions H* formam o gradiente eletroquimico necessario para a
sintese de ATP. O ATP ¢ formado no terceiro estagio da respiragdo por meio do
processo chamado de fosforilacdo oxidativa. Neste ponto, todos os cofatores que

armazenam energia sdo oxidados para a formacéo de ATP (Figura 1) 2.
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LEGENDA: Estagio 1: a oxidagdo dos acidos graxos, glicose e alguns aminoacidos liberam acetil-
CoA. Estagio 2: oxidacdo dos grupos acetil através do ciclo do acido citrico. Estagio 3: os elétrons
transportados por NADH e FADH, sao introduzidos na cadeia de transportadores de elétrons interior
da mitocdndria, ao final da qual o O, é reduzido a H,O. Esse fluxo de elétrons fornece energia para a
sintese de ATP 2.

Figural- Catabolismo das proteinas, gorduras e carboidratos.



O ciclo do &cido citrico é uma via central do processo respiratorio. Produtos das
vias de degradacdo, como a glicélise, por exemplo, sdo convertidos em moléculas
de dois carbonos que chegam até o referido ciclo. Sendo este regulado segundo
rigorosa coordenacdo com outras vias, uma vez que seus intermediarios sao
empregados como precursores biossintéticos em diversas vias metabodlicas. Os
intermediarios do ciclo do &cido citrico estdo presentes em concentragfes
micromolares no sangue e sao regulados pela respiracdo, metabolismo, reabsorcéo
e excrecdo renal °>. Mutacdes em enzimas envolvidas no ciclo do &cido citrico
resultam em doengas humanas com varias representacdes clinicas, bem como
acumulacdo ou privagdo de intermediarios importantes para o metabolismo da
célula.

O succinato é um acido dicarboxilico importante no metabolismo celular que faz
parte do ciclo do &cido citrico. Recentemente, um receptor para o succinato,
denominado GPR91 foi identificado, indicando que este acido dicarboxilico, além de
atuar como intermediario do ciclo do &cido citrico atua também como um horménio *
(Figura 2). Foi demonstrado que o GPR91, pertence a familia de receptores
acoplados a proteina G e que a expressao de GPR91 ocorre preferencialmente no
rim, figado e bago 2.

Na figura 2 séo representados todos os intermediarios do ciclo do &cido citrico,
algumas enzimas responsaveis pela catalizacdo das rea¢bes do ciclo e alguns
produtos liberados. O retangulo indica o succinato 2.

No rim, o GPR91 est4 localizado predominantemente nos tdbulos proximais *.
As acgoes sinalizadoras do succinato mediadas pelo GPR91 estéo relacionadas com
0 aumento do calcio intracelular via proteina G4 € com a dimininuicdo do AMPc via
proteina G; 3. Além disso, foi demonstrado que a ativacédo de GPR91 pelo succinato
aumenta a liberac&o de renina, o que causa um aumento da presséo arterial °. No
figado, foi constatado que as células estelares expressam GPR91 e o succinato atua
como um sinal autécrino durante a isquemia, induzindo a ativacdo destas células.
Uma vez ativadas, estas células se diferenciam em miofibroblastos, secretando
matriz extracelular e fatores de crescimento para reparar os danos causados pela
injuria °>. Nas células estelares a ativacdo do GPR91 pelo succinato ndo induz

aumento de Ca®* e ndo induz aumento do AMPc °.
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Figura2 - Reac8es do ciclo do &cido citrico.

Ja foi demonstrado também que o succinato atua no sistema imune induzindo a
quimiotaxia de células dendriticas ®. Succinato age sinergicamente com o receptor
Toll para liberar citocinas pro-inflamatérias. Além disso, camundongos deficientes de
GPR91 apresentam maior rejeicdo de transplante, enfatizando a relevancia do
GPRI1 na ativacdo da imunidade °. Sabe-se ainda que o succinato via GPR91 é um
potente mediador do crescimento vascular no desenvolvimento normal da retina e na
retinopatia proliferativa isquémica ’. No entanto, pouco se sabe sobre a acdo do
succinato na ativacdo do GPR91 em outros tecidos, inclusive se o0 succinato tem

algum papel relevante no coracao.



Alguns estudos revelam que o aumento nos niveis plasmaticos de succinato
parece ser importante na definicdo de varias condigbes patolégicas. Ja foi
demonstrado alteracées nos niveis de succinato em ratos hipertensos ®, em
amostras clinicas de pacientes com peritonite ° e na isquemia. Neste trabalho,
focalizaremos nossos estudos nos processos isquémicos que levam a liberacéo de
succinato. Varios autores ja descreveram que 0 succinato se acumula durante a
isquemia.

A primeira observacdo do acumulo de succinato durante um processo
isquémico foi realizada por Krebs (1970) quando ele estudava a regulagao do ciclo
do &cido citrico!. Posteriormente, Correa (2007) demonstrou que na isquemia
hepatica ocorre uma intensa liberacdo de succinato na corrente sanguinea ®. Em
outros estudos foi constatado que apds a hipdxia o succinato se acumula na retina
de roedores ’ e em musculo cardiaco de coelho *°.

Uma hipétese para o acumulo de succinato durante um evento isquémico foi
descrita por Fedotcheva ™. Durante a isquemia ocorre um aumento na producéo de
radicais livres e diminuicdo das enzimas que catalisam as reacdes envolvidas na
reducdo dos radicais superoxidos. Este evento leva a um estado de estresse
oxidativo que inibe as enzimas envolvidas no ciclo do &cido citrico, tendo como
consequUéncia o acumulo dos intermediarios deste ciclo, como o succinato. Existem
dois processos responsaveis pela formacdo do succinato durante o estresse
oxidativo que séo: a descarboxilacdo alo -ketoglutarato e a transaminacdo do
oxaloacetato com o glutamato, formando oxoglutarato e aspartato. Estes processos
interrompem o ciclo do &cido citrico e levam a formagéo e oxidagdo do succinato no
citosol . A formacdo do succinato por descarboxilacdoado -ketoglutarato pelo
peréxido de hidrogénio (H,O2) pode estar envolvida em varias condi¢des fisioldgicas
e patologicas, como por exemplo, na isquemia (Figura 3).

Uma vez formado no citosol, o succinato difunde-se através da membrana
plasmatica da célula até atingir o espaco extracelular onde se liga ao seu receptor
GPR91. O transporte de succinato para a corrente sanguinea € realizado por
transportadores de acidos dicarboxilicos. O Indy (gene extensor da vida) foi
caracterizado como um transportador de succinato, que independe de sddio,
potassio e cloro para exercer sua funcéo. Através de imunohistoquimica, o Indy foi
localizado na membrana plasmatica, sendo que a expressao predominante ocorre

no duodeno inferior e na primeira porcdo do célon transverso ‘'3, Em mamiferos um



transportador semelhante ao Indy foi caracterizado. Este transportador possui
caracteristicas préprias sendo dependente de sodio para exercer sua funcédo e sua
expressdo é maior no figado e no cérebro '*. Depois de atravessar a membrana, o

succinato se acumula na circulacéo e se liga ao GPR91 agindo portanto como um

horménio.
A
eytosol mitechondria : cytosal
glpeolysis PYR m— PER TCA cycle S MAL oy
- =
' # T80 l i ]
ATP, Coa ) HO23 ¢ I T i : TP
v = ASP
AcCoA o) aigtte wnoctute H ASI OA
ATP, CoA '\/ | I = i H:0: |

fatty acid and ¥

1
A 4 KGL ——FkGL GLU |1

inemmn

malonate

bloymtkesis Fd . \ h: * ‘| ! }
| / OA Hxz ¢ Vi Jno: malenate
AcCoh o . \ = poy |
3 malonate / u
m . FUM — - i
PEP | MAL=— i = == :
g

oy -is T HIF -1a— (OH)
1o rrur.leusl hypoxia

induction off degradation
arythropoiesis,

neovascaiarization,

glucose uptake,

ofvcolysis

LEGENDA: (A) Regulacédo do metabolismo. O piruvato (PYR), 2- oxoglutarato (KGL) e oxaloacetato
(OA) séo descarboxilados por peroxido de hidrogénio para formar acetato, succinato e malonato ao
invés de Acetil-CoA (acCoA), succinil- CoA (sucCoA), e malato (MAL) ou Fosfoenolpiruvato (PEP)
formado enzimaticamente e usado para a sintese de acidos graxo, colesterol e glicose. Inibicdo da
ROS no ciclo do &cido citrico predominantemente no nivel da aconitase e KGDH. (B) Estabilizacao e
funcdo do HIF-1a. HIF-1a degrada asétulas em concentragdes normais apods hidroxilagdo do
residuo de prolina pela hidroxilase dependente de oxigenio/KGL/Fe (Il). Hipdxia, succinato e
descarboxilagdo por H,O, levam a uma diminuicdo de KGL e um aumento nos niveis de succinato,
inibindo a enzima e permitindo o transporte de HIF-1a para o nicleo e transcri¢cdo dependente do HIF
de uma variedade de genes responsaveis por transporte de oxigénio, vascularizagdo e producéo de
energia anaerébica ™

Figura 3- Rearranjo do ciclo do acido citrico sob acdo do per6xido de oxigénio (H,0,).

Como ja descrito acima, em alguns tecidos, quando o succinato se liga ao seu

receptor GPR91, ha um aumento da concentracdo de célcio intracelular, (Ca?*) °. O



Ca®* ndo apenas participa da contracdo muscular, mas também participa de outros
processos como diferenciagao, secrecéo, expressao génica, apoptose e proliferacao
celular *°. Este ion regula a atividade de cinases e fosfatases que s&o importantes
para o crescimento celular e a transcricao génica direta ou indiretamente. Desde que
Sidney Ringer, em 1883, demonstrou a necessidade do ion Ca®** na regulacdo da
funcdo cardiaca, através de experimentos em coracdo de sapo, varios estudos tém
sido realizados mostrando que, tanto as células procariotas, quanto as células
eucariotas, utilizam o Ca®** como mensageiro intracelular. No corac&o, a contracdo é
a funcdo mais importante e depende do aumento de Ca?*. Sabe-se também que a
entrada de Ca?* em excesso em cardiomiécitos é um dos disparadores da
apoptose *°.

Na cardiopatia isquémica, o metabolismo oxidativo € muito importante devido a
baixa capacidade do miocardio em gerar glicélise anaerdbica sendo a fosforilagéo
oxidativa a principal fonte de ATP, mesmo quando o fluxo coronéario é reduzido *’.
Portanto as reacdes do ciclo de Krebs tém importante papel na isquemia cardiaca. A
producdo de um dos seus intermediarios, succinato, a partir de aminoacidos prové
um mecanismo anaerobio para a producédo de ATP durante o processo isquémico e
ja é sabido que os niveis de succinato aumentam no musculo cardiaco em
condi¢gBes anodxicas e que na isquemia cerebral de ratos o conteudo de succinato e
alanina foram aumentados '°. Foi descrito anteriormente que os niveis de succinato
aumentam no plasma em varias condi¢des hipoxicas.

Tendo em vista que o succinato representa um importante papel na regulagéo
da funcdo cardiaca, nossa hipotese € que 0 succinato secretado na corrente
sanguinea durante um processo isquémico de células cardiacas possa agir
diretamente no coracdo causando alteracbes em vias de sinalizacdo classicas que
podem levar a morte celular. Pois jA se sabe que, durante e ap0s um evento
isquémico, ocorrem varios efeitos deletérios no coracdo como a necrose de células
irreversivelmente lesadas, acentuado edema celular e a restauracdo nao uniforme
do fluxo sanguineo. Como no processo de isquemia ocorre um aumento nos niveis
plasmaticos de succinato e este pode levar a um aumento de Ca?®", o projeto atual
se propbe investigar se cardiomiocitos expressam o GPR91 e se o succinato
aumenta o transiente de Ca®* nestas células, alterando, por conseqiiéncia, a funcdo

cardiaca.



2.1

2.2

1)

2)

3)

OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a acéo do succinato em cardiomidcitos.

Objetivos especificos

Investigar se cardiomidcitos expressam o receptor de succinato, GPR91. Para
investigar a presenca e a localizacdo do GPR91 em cardiomiocitos foram
utilizados RT-PCR e imunofluorescéncia.

Avaliar o efeito agudo e prolongado do succinato em cardiomiécitos. Para
investigar se o succinato altera o transiente de Ca®** em cardiomiécitos
utilizamos sondas fluorescentes marcadoras de célcio (fluo-4/AM e Rhod-
2/AM). Além disso, técnicas de Western Blot e imunofluorescéncia foram
empregados para estudar o mecanismo pelo qual o succinato altera o sinal de
Ca?" intracelular.

Avaliar o papel do succinato em coracao isolado. Para estudar o papel do
succinato no 6rgao, foi utilizado o método de perfusdo de coracdo isolado
descrito por Langendorff. Parametros como tenséao sistélica e diastélica, fluxo

coronariano e frequéncia cardiaca foram avaliados.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 12 ratos Wistar machos, de quatro a cinco dias,
para a extracdo de cardiomidcitos provenientes de ratos neonatos (RN). Para a
extracdo de cardiomiécitos ventriculares provenientes de ratos adultos (AD) e
experimento de coracdo isolado, utilizamos ratos Wistar machos, de oito a 10
semanas. Todos os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). ApGs o fornecimento, os animais
permaneceram no biotério do Departamento de Fisiologia do ICB/UFMG até o dia da
realizacdo dos experimentos. Todos os experimentos utilizando animais foram feitos
seguindo o guia para cuidado e uso de animais de laboratério de acordo com o
Comité de Etica e Experimentac&o Animal (CETEA) da UFMG.

3.2 Material

Anticorpo monoclonal anti-Bactina, acido succinico, laminina, Xestospongin C,
H89, 2-APB, penicilina, estreptomicina, Citosina B-D-arabinofuranoside (ARA-C),
fibronectina, meio de cultura (DMEM), pirofosfato de sédio, NaF, NaCl, EDTA, EGTA,
NazVO,, Triton 100, isopropanol, leupeptina, aprotinina, anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (HRP) (Goat anti-mouse IgG-HRP, Goat anti-rabbit 1gG-
HPR) Tris-Tween 20, todos estes reagentes foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO).
Fluo-4/AM, Rhod-2/AM, Mitotracker verde, anticorpos secundarios conjugados com
Alexa-488, Alexa-568, kit para deteccdo da viabilidade e citotoxicidade celular, kit
SuperScript Il para sintese de primeira fita para RT-PCR, SuperMix, reagente
TRizol, fluo-4 aceto-metil-éster (Fluo-4/AM), rhod-2/AM e Lipofectamina foram
obtidos da Invitrogen (Eugene, OR). Anticorpos monoclonais: anti-RyR, anti-
Phospholambam e anti-SERCA foram adquiridos da Affinity Bioreagents (Golden,
CO). Anticorpo policlonal anti-GPR91 foi obtido da Millipore (Temecula, CA),
anticorpo anti-phospho-Phospholamban (Ser-16) foi obtido da Upstate Cell Signaling
Solutions (Lake Placid, NY), anticorpo anti-phospho-RyR2 (Ser- 2809) foi adquirido
da Badrilla (West Yorkshire, UK). Enhanced chemiluminescence (ECL-plus Western

Blotting Detection System), tris HCI/SDS, Glicerol, SDS, B-mercaptoetanol, azul de



Bromofenol, solugdo de Ponceau e anticorpos conjugados a peroxidase foram
comprados da Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK). Kit para extracao de
cultura priméaria de cardiomiocitos neonatos contendo solugcdo salina balanceada
hanks (HBSS) tripsina, colagenase, foi obtido da Worthington Biochemical
Corporation (Lakewood, NJ). Soro fetal bovino (FBS) adquirido da Gibco (Grand
Island, NY), membrana de PVDF, obtida da Bio-Rad (Philadelphia, PA). Kit para
deteccdo da atividade da caspase-3 foi obtida da BD Biosciences (San Jose, CA
USA). Anticorpos para NFATc3 e AKT fosforilada foram obtidos da Cell Signaling
(Boston, MA). O sensor de PKA foi gentilmente cedido pelo Dra. Jin Zhang (Johns
Hopkins University School of Medicine). Myriadenolide foi doado pela Dra. Elaine

Maria de Souza Fagundes (Universidade Federal de Minas Gerais).

3.3 Cultura priméria de cardiomiocitos provenientes de ratos neonatos

Ratos Wistar de 4 a 5 dias foram utilizados neste experimento. Os ratos foram
decapitados com a tesoura e submetidos a toracotomia mediana. O coracao foi
identificado, isolado e, ainda em contracédo, foi colocado imediatamente em um tubo
falcon contendo Solugéo Salina Balanceada Hanks (HBSS) que estava a 4°C, no
fluxo laminar, os coracdes foram picotados em pedacos de 1 mm?® e lavados com
HBSS para retirada de hemacias. Os pedacos de coracdo foram colocados em um
tubo falcon contendo tripsina 100 pg/mL, diluida em HBSS, homogeneizados
delicadamente e incubados a 2-8°C por 16-20hs. Apds este tempo de incubacéo
com a tripsina, os pedacos de tecido foram incubados com colagenase 300 units/ml,
por 30 a 40 minutos. As células foram ressuspendidas em DMEM, plagueadas em
laminulas ou garrafas pré-incubadas com fibronectina (10 pug/ml) e mantidas a 37° C
em incubadora com 5% CO,. Dois dias apés o plagueamento, o meio de cultura foi
trocado para outro contendo 20 pg/ml de citosina B-D-arabinofuranoside (ARA-C). O
ARA-C incorpora-se ao DNA e inibe a replicagcdo ao formar complexos de clivagem
com a topoisomerase | resultando em fragmentagcdo, mas nédo inibe a sintese de
RNA, diminuindo assim a contaminacao da cultura por outras células que ndo sao
cardiomiodcitos. Os RN foram utilizados no quarto-quinto dia de cultura. Neste ponto,
havia aproximadamente 5-6 x 10* cardiomiécitos por placa de cultura, os quais
correspondem a aproximadamente 95% da populacao total de células.



3.4 Isolamento dos cardiomio6citos ventriculares de ratos adultos

Para a obtencéo dos cardiomiécitos provenientes de ratos adultos foi utilizado o
procedimento padrdo para a dissociacdo enziméatica do tecido '®. Ratos Wistar
machos pesando entre 200 e 300 gs foram decapitados com guilhotina e os
coracbes foram removidos rapidamente e perfundidos através do método de
Langendorff com uma solucdo Tyrode sem Ca?*. Posteriormente os coragdes foram
entdo perfundidos com uma solucdo contendo 50 mM de CaCl;, 1,4 mg/ml de
colagenase (tipo 2) e 0,04 mg/ml protease (tipo XIV), até que ficassem macios
(5 min). Os coragbes foram removidos da perfusdo e picotados e ficaram sob
agitacao durante quatro minutos em uma solucdo de Tyrode contendo: 50 mM de
CacCl,, 0,7 mg/ml colagenase e 0,02 mg/ml de protease. Apos este procedimento as
células foram filtradas em filtro de 200 mm para remogdo de pedacos de tecidos.
Depois da filtracdo, as células foram ressuspendidas em uma solucdo contendo 0,5
mM de Ca?" durante 10 minutos. As células foram armazenados em meio DMEM até
o momento de sua utilizacdo. Todos os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente (22-24°C). Os cardiomidcitos isolados foram utilizados em experimentos
por um prazo de até seis horas apés o isolamento.

3.5 Perfusao de coracgéo isolado (Langendorff-mode perfusion)

A preparacéo de coracao isolado foi feita de acordo com Langendorff (figuras 4
e 5). Os animais foram previamente heparinizados, anestesiados e submetidos a
uma toracotomia mediana. O coragao foi isolado, removido e perfundido por 20
minutos com uma solucdo salina fisiologica contendo bicarbonato de sodio e
mantida a uma temperatura de 37°C na presenca de borbulhamento com 5% CO; a
fim de manter o pH fisiolégico de 7,4. Os coragdes controle foram perfundidos com
esta solucdo por uma hora, enquanto os coragdes experimentais foram perfundidos
por uma hora com esta mesma solucéo acrescida de 10 mM de succinato. A pressao
hidrostatica foi mantida constante e as tensdes sistélicas e diastdlicas, o fluxo
coronariano e a frequéncia cardiaca foram mensurados de dois em dois minutos

pelo software Biopac System.



A B

LEGENDA: Apés a retirada do coragdo e canulagédo da aorta o0 mesmo era adaptado ao sistema tipo
Langendorff. O painel A mostra um coracdo de rato isolado e montado em um sistema de perfusao,
apo6s canulacao da aorta. O painel B mostra o sistema de Langendorff acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados onde foram registradas as medidas feitas durante o experimento.

Figura4 - Coracdo de rato adaptado ao sistema de perfuséo, tipo Langendorff.
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Figura5- Funcionamento do sistema Langendorff.

Durante o experimento demonstrado na figura 5 a solu¢cdo nutridora foi

aguecida e oxigenada com gas carbogénio. A aorta foi canulada e acoplada a



seringa. O coracéo foi acoplado a um transdutor de forca e eletrocardiograma, que
monitora a tenséo e a atividade elétrica do coracéo. EC: eletrocardiograma.

3.6 Western Blotting

Cardiomiocitos provenientes de ratos adultos foram isolados, como descrito
anteriormente, e tratados com 10 mM de succinato por 30 minutos ou uma hora. As
proteinas foram solubilizadas em tampao de lise contendo 50 mM pirofosfato de
sédio, 50 mM NaF, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 2 mM NazVO,, 10 mM
HEPES 1X pH=7.4, 0.5 % Triton 100, 1:100 de 100 mM PMSF em isopropanol,
1:1000 de 1 mg/mL leupeptina, 1:1000 de 1 mg/mL aprotinina.

As proteinas foram quantificadas e diluidas (5 pg/mL) em tamp&o de amostra
(4X tris HCI/SDS pH=6.8, 3% Gilicerol, 1% SDS, 0.6% p-mercaptoetanol, azul de
Bromofenol) para separacdo em gel de SDS-PAGE (sodio dodecil lauril sulfato-
poliacrilamida) em concentracao de 6, 10 e 15%, dependendo da massa molecular
da proteina estudada. Apés serem separadas em gel, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF. A qualidade da transferéncia foi
monitorada através da coloracdo da membrana com solugdo de Ponceau. A
membrana foi entdo lavada em agua destilada e colocada por uma hora em solucéo
de bloqueio (Tampédo salino de Tris-Tween 20 com 5% de leite desnatado) e
posteriormente as membranas foram incubadas por 12 horas em uma temperatura
de 4°C com o anticorpo primario especifico.

Utilizamos o0s seguintes anticorpos primarios: anti-p-actina (1:10000), anti-
receptor de rianodina (1:5000), anti-receptor de rianodina fosforilada (Ser- 2809)
(1:5000), anti-fosfolamban (1:5000), anti-fosfolamban fosforilada serina-16 (1:500),
anti-serca 2 ATPase (1:5000). Em seguida, as membranas foram lavadas com
tampéao salina de Tris-Tween 20, contendo 0.2% de Tween 20 (TBST, 15 minutos por
qguatro vezes) e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(HRP) (Goat anti-mouse IgG-HRP 1:5000, Goat anti-rabbit IgG-HPR). As membranas
foram novamente lavadas em TBST (15 minutos por quatro vezes). As bandas
protéicas foram detectadas por reacdo de quimioluminescéncia (ECL plus) e a
intensidade das mesmas foi avaliada por andlise densitométrica através do software
ImageQuant ™. Dependendo do experimento, a membrana de PVDF foi submetida

a um stripping (1 litro de solucdo estoque contendo 100 mM 2-Mercaptoetanol, 2%



SDS, 62,5 mM tris-HCI diluida em &gua milli-Q) e colocada em um tubo falcon
contendo 50 mL de solucdo de stripping estoque e mantida durante 30 minutos a
uma temperatura de 50°C sob agitacdo sendo trocada de 10 em 10 minutos. Apés
30 minutos, a membrana foi lavada com TBST (sete vezes de 10 minutos cada) e,
novamente, incubada em solucdo de bloqueio (TBST 5% de leite desnatado).
Posteriormente as membranas foram incubadas por 12 horas em uma temperatura
de 4°C com o anticorpo primario especifico. Apds esta incubacédo, as membranas
foram lavadas com TBST (15 minutos por quatro vezes) e incubadas por uma hora
com o anticorpo secundario especifico. As membranas foram novamente lavadas em
TBST (15 minutos por quatro vezes). As bandas protéicas foram detectadas por
reacao de quimioluminescéncia (ECL plus) e a intensidade das mesmas foi avaliada

por analise densitométrica através do software ImageQuant™.

3.7 Imunofluorescéncia

Para a realizacdo dos experimentos de imunofluorescéncia os cardiomiécitos
provenientes de ratos neonatos foram tratados com 10 mM de succinato por seis
horas ou 12 horas. Posteriormente, as células foram fixadas em solugdo de
paraformaldeido 4% diluido em PBS, durante 15 minutos e permeabilizadas com
solucéo de triton X, 0,5% (diluido em PBS). As células foram incubadas com solucéo
de bloqueio (PBS contendo 1% de BSA, 0,5% triton, 5% de soro de cabra) por uma
hora. Apos o bloqueio, as células foram incubadas por duas horas em PBS 1% BSA
contendo um dos seguintes anticorpos primarios: NFATc3 (1:25), AKT fosforilada
(1:50) ou anti-GPR91(1:25), durante duas horas a temperatura ambiente. Algumas
células, foram marcadas com DAPI (1:100) por uma hora. Em seguida, as células
foram lavadas em PBS e incubadas por uma hora em PBS 1% BSA contendo
anticorpo secundario conjugado Alexa 488 (1:500). Os controles negativos foram
incubados apenas com anticorpo secundario. Ao final, as células foram lavadas trés
vezes e as laminulas montadas usando solucdo de montagem hidromount. Na
imunofluorescéncia para GPR91, as células ndo foram permeabilizadas para evitar a
difusdo do anticorpo no citosol.

Imagens da imunofluorescéncia foram obtidas em microscépio confocal
Bio-Rad MRC-1024 (Hercules, CA) e um microscépio confocal Zeiss LSM usando a

objetiva de imersao a 6leo com aumento de 63X. Foi usado o laser Argon 488 para



excitar e a emissao foi coletada entre 505 e 530 nm. Para detectar DAPI a excitagdo
foi de 258 nm e observadas em 461 nm.

3.8 Reacao em cadeia da polimerase

Reacdo de RT-PCR foi utilizada para verificar a presenca de GPR91 em
cardiomiécitos. RNA total de cardiomidcitos provenientes de ratos Wistar adultos
foram extraidos com Trizol, obtido da Invitrogen (Carlsbad, CA). A partir deste RNA,
foi sintetizado o cDNA com o kit SuperScript™-IIl First-Strand Syntesis System for
RT-PCR, usando- se dois controles negativos: o primeiro, sem RNA, para verificar se
havia alguma contaminacdo dos reagentes utilizados e o segundo, sem a
transcriptase reversa, para verificar se havia alguma contaminacdo do RNA extraido
com DNA gendmico. O cDNA foi usado, entdo, como template para a PCR. A
amplificagéo foi realizada com o termociclador PTC-100 (MJ Research, Watermown,
MA) utilizando 3 pl de cDNA, 200 uM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 1 unidade de Taq
DNA polimerase e 400 nM de cada primer para um volume final de 25 pl. Os
iniciadores sense e antisense utilizados foram: foward 5 TTA CGC CAC TGG GAA
CTG GA 3’; reverse 5 TTG ATG GCC TTC TGG GAA CA 3. Os iniciadores foram
desenhados usando o software Primer 3 baseado na sequéncia génica do GPR91
encontrada no Banco de dados da NCBI nucleotideo (numero de acesso
NM_001001518.1). As amostras foram submetidas a aquecimento inicial de 94°C
por cinco minutos, 94°C por 45 segundos e 61°C por 45 segundos, sendo este ciclo,
repetido por 35 vezes. A reacdo foi terminada por um periodo de extensédo de 10 min
a 72°C. O produto da PCR, um fragmento de 470 pb (pares de base), foi analisado
em gel de agarose 1,5%.

Foi realizado RT- PCR semi-quantitativo para investigar se o succinato altera a
expressdo do receptor de Rianodina. Para isso, foi extraido RNA total com Trizol de
cardiomiécitos provenientes de ratos neonatos controle e tratados com succinato
durante seis e 12 horas. O RNA foi usado como molde para a sintese de cDNA, que
foi submetido a reacdo de PCR. Os reagentes foram usados nas concentracdes ja
descritas acima. Os iniciadores utilizados foram: foward 5’CAY YTN YTN GAY ATH
GC5 ATG GG3' e reverse 5’ADR TAR TTN GC5 ARR TTR TGY TC3'. As amostras
foram submetidas a aquecimento inicial de 94°C por dois minutos, 94°C por 45

segundos, 54°C por um minuto e 72°C por um minuto. Amostras das reacfes foram



extraidas apos 20, 25, 30 e 35 ciclos. O produto da PCR, fragmento de 530 pb, foi
analisado em gel de agarose 1,5%.

Foram comparados os niveis de transcricdo nas amostras correspondentes ao
controle e a cada tempo de tratamento com succinato. Como controle interno da
reacao, foi feita PCR para HPRT, utilizando-se cDNA obtido a partir do mesmo RNA
usado para a reacao de Rianodina. Os iniciadores para HPRT foram: forward 5’CCT
GCT GGA TTA CAT TAAAGC ACT3’; reverse 5GTC AAG GCA TAT CCAACAACA
AA3’. As amostras foram submetidas a aquecimento inicial de 94°C por dois
minutos, 94°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 30 segundos.
Amostras das reacdes foram retiradas em 20 ciclos, 25 ciclos, 30 ciclos e 35 ciclos.
O produto da PCR, fragmento de 370 pb, foi analisado em gel de agarose 1,5%.

3.9 Perfil de expresséao do receptor GPR91

O website SAGE Anatomic Viewer (SAV) (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/
AnatomicViewer) foi utilizado para analisar o perfil de expressao génica do receptor
GPR91 em tecido cardiaco baseado na comparacdo com bancos de dados de EST

(Tag sequence expressed) de ratos.

3.10 Ensaio de caspase

Foi utilizado o kit para ensaio colorimétrico da atividade da caspase-3. Os
cardiomiécitos neonatais e adultos foram tratados com 10 mM de succinato, durante
12 horas ou uma hora, respectivamente. Para este experimento, foram utilizadas 2X
10° células controle e todas foram tratadas com e sem substrato. Apés a contagem e
tratamento das células com succinato, as mesmas foram centrifugadas a 400 X G
por cinco minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado estocado em freezer
a -70°C por 12 horas. Os precipitados foram entdo ressuspendidos em 50 uL de
tampdo de lise e o procedimento prosseguiu conforme o manual do usuério *°.

Myriadenolide foi usado como controle positivo %°.

3.11 Deteccéo do aumento de Ca®* citosélico e mitocondrial

A deteccdo do aumento de Ca?* citosélico e mitocondrial foi realizada

utilizando-se o Fluo-4/AM e o rhod-2/AM, respectivamente. O tratamento com 10 mM



de succinato foi realizado durante 30 minutos ou uma hora em cardiomidcitos
provenientes de ratos adultos. Nos cardiomidcitos provenientes de ratos neonatos o
tratamento com 10 mM de succinato foi por seis seis e 12 horas; apés terem sido
tratadas com succinato, as células foram incubadas com DMEM contendo 6 uM de
Fluo-4/AM ou rhod-2/AM durante 30 min (37°C). Em seguida, as células foram
lavadas com DMEM sem a sonda fluorescente e transferidas para uma camara de
perfusdo acoplada a um microscopio Zeiss (Axiovert 100). As imagens e as medidas
da fluorescéncia das células foram obtidas com o sistema a laser confocal (Bio-Rad
MRC 1024) utilizando-se uma objetiva de imersdo em o6leo agua (63 X, 1,2 AN)
acoplada ao microscopio Zeiss. Em alguns experimentos, cardiomiocitos
provenientes de animais adultos foram plagueados em laminulas pré-tratadas por
duas horas com laminina (20 mg/mL em Hepes). A laminina foi removida instantes
antes do plaqueamento dos cardiomiécitos. As células foram excitadas com o laser
de criptdnio/argonio (488 nm) e a intensidade de emissao da fluorescéncia acima de
515 nm foi coletada utilizando-se a modalidade de decurso temporal. Nos
experimentos para a medida de Ca?*, as células foram estimuladas a uma
frequéncia de 1 Hz pelo estimulador de pulso isolado.

As células marcadas com rhod-2/AM foram inicialmente perfundidas com
HEPES 1X (130 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM de MgSQOy; 1,2 mM KH,POy; 1,25 mM
de CaCly; 4,9 mM de glicose e 19,7 mM de HEPES) até o estabelecimento de uma
linha de base. Em seguida, as células foram perfundidas om HEPES 1X contendo 10
mM de succinato e novamente lavadas com HEPES 1X.

As imagens foram analisadas e processadas utilizando os seguintes softwares:
Lasersharp (Bio-Rad), Windows Excel, Prism 3.0, Confocal Assistant 4.02 e Adobe
Photoshop 6.0.

3.12 Deteccéao de viabilidade/citoxicidade celular

Para esse experimento foi utilizado o kit LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Os
cardiomidcitos provenientes de ratos adultos e de ratos neonatos apos tratamento
com 10 mM de succinato por uma e 12 horas, respectivamente, foram incubados
com 2 mL de HEPES 1X contendo 0,5 pL de calceina e 1,0 uL de Etideo
Homodimero por 30 minutos protegidos da luz. Apés o tempo de coloracdo, as

células foram lavadas com HEPES 1X e, em seguida, transferidas para uma camara



de perfusdo acoplada a um microscépio Zeiss (Axiovert 100). As imagens e as
medidas da fluorescéncia das células foram obtidas com o sistema a laser confocal
(Bio-Rad MRC 1024) utilizando-se uma objetiva de imersdo em o6leo (63X, 1,4 AN)
acoplada ao microscopio Zeiss. As células foram excitadas com o laser de
criptdnio/argonio 488 nm e a intensidade de emissao da fluorescéncia acima de 515
nm foi coletada. Os resultados foram interpretados a partir da comparagdo da

porcentagem de células mortas do controle com as células tratadas .

3.13 Tratamento com Xestospongin C, 2-APB e H89

H89 (3 mmol/ L), 2APB (10 mmol/ L) ou Xestospongin C (3 mmol/ L) foram
adicionados 30 minutos antes da adicdo de 10 mmol/ L succinato nos
cardiomidcitos %>*. Em seguida, cardiomiécitos foram carregados com 6 pmol/ L de
Fldor-4/AM por 30 min a 37°C e submetidos a estimulagdo elétrica (ondas
quadradas, 1Hz/sec). ApOs este processo, as imagens foram coletadas como

descrito anteriormente.

3.14 Mensuracdao da atividade da PKA

Um plasmidio sensor de PKA baseado em AKAR3 %, foi transfectado em
cardiomidcitos neonatais no quarto dia de cultura utilizando Lipofectamina de acordo
com as instrucdes do fabricante. Para cada placa contendo cerca de 5-6 x 10*
células, 4 mgs de DNA foram utilizados. Os experimentos foram realizados 48 horas
apos a transfeccdo. As laminulas contendo as células foram transferidas para uma
camara de perfusdo e observadas pelo microscépio confocal Zeiss LSM 510
(Hercules, CA), utilizamos objetiva de 63X, 1,4. A proteina fluorescente verde foi
detectada por excitar a amostra a 458 nm, a luz emitida entre 475 nm e 505 nm
usando o sistema Zeiss LSM META 510. A fluorescéncia do aceptor (proteina
fluorescente amarela) foi coletada no comprimento de 515 nm usando um filtro
proprio. A atividade da PKA € expressa como a razao entre a fluorescéncia amarela

e a fluorescéncia verde.



3.15 Andlise estatistica

Todos os dados expostos representam no minimo, um numero de trés
experimentos independentes e foram expressos pela média + desvio padrdo. A
analise estatistica foi realizada com o Programa PRISM statiscal software
(GraphPad, San Diego, CA). Os grupos de dados foram comparados usando one-

way ANOVA. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



4 RESULTADOS

Recentemente foi descoberto que GPR91, antes conhecido como um receptor
orfao acoplado a proteina G, funciona como receptor para succinato, um
intermediario do ciclo do &cido citrico 3. No presente estudo, demonstramos por RT-
PCR (figura 6A), que cardiomidcitos provenientes de ratos adultos também
expressam o receptor GPR91. Além disso, observamos, conforme esperado para um
receptor acoplado a proteina G, que GPR91 esta localizado na membrana
plasmatica destas células (figura 6B). Como controle positivo para GPR91
realizamos imunofluorescéncia em células NRK (linhagem de células renais), uma

vez que foi previamente relatado que GPR91 é altamente expresso no rim >,

Rl C8] <. /A oh e
LEGENDA: (A) RNA total foi isolado de cardiomiécitos provenientes de ratos adultos usando reagente
Trizol. Amostras de RNA foram transcritas em cDNA. Duas reacdes controle foram feitas. Uma
contendo RNA, sem adicionar transcriptase reversa (controle de RNA) e em outra sem adicionar RNA
(controle de DNA). Uma banda de 470 pb, correspondente ao tamanho esperado do GPR91, foi
observada em cardiomidcitos. (B) Imagem de imunofluorescéncia confocal demonstra localiza¢&o do
receptor GPR91 na membrana plasmatica de cardiomidcitos provenientes de ratos adultos (painel a
esquerda). Imagem transmitida (painel central) e imagem sobreposta (painel a direita). No painel
inferior, pode-se observar a presenga do GPR91 em células NRK, que foram usadas como controle
positivo. Escala de barra = 10 pm.

|

Figura6 - Imagem de imunofluorescéncia e PCR em cardiomidcitos.



Tem sido demonstrado que o succinato leva ao aumento dos niveis Ca>* ¥*°.

Portanto, avaliamos a capacidade de diferentes concentracbes de succinato em
modular o transiente de Ca®** em cardiomiécitos ventriculares provenientes de ratos
adultos. As células foram isoladas e carregadas com Fluo-4/AM (figura 7A). Em
cardiomidcitos, o succinato aumenta o transiente de Ca** de forma concentracdo
dependente. Nos proximos experimentos utilizamos a concentragdo de 10 mM
porque, como descrito, as concentragcdes de succinato durante um processo
isquémico alcancam valores em milimolares e esta concentracéo induziria a resposta

maxima °.

A

*EH

== 3
o o
T

de Ca*
(% do controle)
@ o
T

pico

y

controle
0.75 mmolfL:
1 mmol/L:
2.5 mmoliL:
5 mmol/L
7.5 mmol/L:
10 mmol/L:
20 mmol/L:

LEGENDA: (A) Cardiomidcitos provenientes de ratos adultos foram tratados com 0.75 mmol/L,
1 mmol/L, 2,5 mmol/L, 5 mmol/L, 7,5 mmol/L, 10 mmol/L e 20 mmol/L de succinato por 30 min e
incubados com Fluo-4/AM (6 pM) por 30 min antes dos experimentos. As imagens foram capturadas
utilizando microscépio confocal. Grafico de barras indica a média + erro padrdo da média do pico de
ca® plotado como F/F, sendo F fluorescéncia total e F, fluorescéncia basal. Grupo controle:
representa células nao tratadas n = pelo menos 35 células (p*** < 0,001). n = representa o nimero de
células.

Figura 7 - Figurarepresentativa do transiente de Ca” em cardiomidcitos.

Em cardiomidcitos provenientes de ratos adultos o tratamento com succinato
por 30 minutos e uma hora aumentou a amplitude do transiente de Ca** em 60% e
90,8%, respectivamente, quando comparadas com células controle (figura 8B-D).
Além disso, o succinato diminuiu o tempo de decaimento do transiente de Ca?".
Quando os cardiomiodcitos foram tratados por 30 minutos ou por uma hora, ambas

comparadas com as células controle (figura 8E), (p < 0,001).
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LEGENDA: (A-C) Cardiomidcitos provenientes de ratos adultos foram tratados com 10 mM de
succinato em diferentes tempos: 30 min ou uma hora e incubados com Fluo-4/AM (6 pM) por 30 min
antes dos experimentos. As imagens foram capturadas utilizando mICI’OSCOpIO confocal. (D) Grafico
de barras indica a média + erro padrdo da média do pico de Ca*" plotado como F/F,, sendo F
fluorescéncia total e F, fluorescéncia basal comparado com o controle (células ndo tratadas). O
tratamento com succmato por 30 min ou uma hora aumentou em 61,2% e 90,8 %, respectivamente, o
transiente de Ca* em cardiomidcitos adultos. (E) O tratamento com succinato diminuiu o tempo de
decaimento do Ca** (demonstrada como T90), quando os cardiomicitos foram tratados por 30 min
(n=61) ou por uma hora (n=52), ambas comparadas com as células controle (p*** < 0,001).
n = representa o numero de células.

Figura 8 - Figura representativa do transiente de Ca® em cardiomiécitos em diferentes
tempos de tratamento com succinato.



A captacdo do Ca®" para o reticulo sarcoplasmatico é resultado da acdo da
SERCA. A SERCA é uma bomba dependente de ATP que tem sua atividade
controlada por uma outra proteina conhecida como fosfolamban. A fosfolamban
(PLN) quando fosforilada no residuo aminoacidico serina 16, sitio de fosforilacdo da
PKA, é conhecida por diminuir o efeito inibitério na SERCA levando a uma rapida
recaptacédo de Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico (RS) %°?®. Demonstramos que o
tratamento com succinato por 30 minutos ou uma hora resultou em 125 + 0,015%
(n=4, p<0,001) e 150 + 0,05% (n = 4, p < 0,001) de aumento na fosforilagdo de
PLN Ser'®, respectivamente (figura 9A). Como esperado, 0o aumento dos niveis de
fosforilacdo da PLN né&o foi acompanhado por alteragdes na expressdo da SERCA
(figura 9B). Investigamos também os niveis de fosforilacdo do receptor de rianodina
(RyR), uma proteina envolvida na dinamica de Ca®" na célula cardiaca. Observamos
que a fosforilagdo de RyR, no sitio de fosforilacdo pela PKA Ser®® foi de
83+0,09% (n = 4, p < 0,05) em cardiomiécitos tratados com succinato por 30
minutos quando comparado ao controle (figura 9C). No entanto, houve reducéo nos

niveis de fosforilagdo de RyR em Ser?®®

apos uma hora de tratamento com
succinato.

Em conjunto, estes resultados fornecem evidéncias de que succinato modula
diretamente os niveis de fosforilacdo de PLN e RyR, principais proteinas envolvidas
na dinamica de Ca®" em cardiomiécitos. O fato de o succinato aumentar o nivel de
fosforilacdo de dois conhecidos sitios de fosforilacdo pela PKA em PLN e no RyR é
indicativo de que a via da Gs dependente da adenilato ciclase esta possivelmente,
ativada na célula tratada com succinato. Isto nos levou a investigar se a PKA € um
mediador da sinalizacdo induzida pelo succinato. Portanto, examinamos o efeito do
H89, um inibidor da PKA, em mediar as alteracbes no transiente de Ca®.
Descobrimos que o H89 reverte o efeito do succinato no sinal de Ca®* (U.A. = 190 +
7,22 em 40 células tratadas com succinato por uma hora vs 66,71 + 7,2, em 60
células tratadas com succinato por uma hora, p < 0,001) (figura 10A). O H89
também foi eficaz em bloquear o efeito do succinato no decaimento do transiente de
Ca** (477,5 + 12,59 ms em 40 células tratados com succinato por uma hora vs 550 +
10 ms, em 60 células tratadas com succinato por uma hora + H89 p < 0,001) (Figura
10B).
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LEGENDA: (A) Western blot das proteinas totais de cardiomiocitos provenientes de ratos adultos
demonstra que o tratamento com 10 mM de succinato por 30 min ou uma hora, aumenta os niveis de
fosforilacdo da fosfolambam em 125% (n = 4; p < 0,001) e 150% (n = 4; p** < 0,001),
respectivamente, ambas quando comparadas ao controle. (B) Western blot das proteinas totais de
cardiomiécitos provenientes de ratos adultos demonstra que o tratamento com 10 mM de succinato
por 30 min ou uma hora, nao altera a expressao da SERCA (n = 4). (C) O tratamento com succinato
aumentou os niveis de fosforilacdo do receptor de RyR. Cardiomidcitos provenientes de ratos adultos
foram tratados por 30 min ou uma hora com 10 mM de succinato. Western blot das proteinas totais
demonstra que o tratamento com succinato por 30 min aumenta os niveis de fosforilagédo da RyR em
83%, (n = 4 experimentos independentes). *p < 0,05, quando comparado com o controle. Ndo foi
observada a alterag&o nos niveis de expresséo do RyR nos diferentes grupos experimentais.

Figura 9 - Figura e gréafico representativos de Western Blot.
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LEGENDA: (A) Cardiomidcitos provenientes de ratos adultos foram tratados com succinato (10 mM)
por 1 hora e incubadas durante 30 min com H89 (3 uM). Gréfico de barras demonstra a média do pico
do transiente plotado como porcentagem (%) de aumento da fluorescéncia, comparadas ao controle.
H89 diminui a amplitude do pico do transiente de calcio. (B) O decaimento do transiente de Ca**
(representado como T90) foi maior em células incubadas com H89 (3 pmol/L) e tratadas com
succinato por uma hora, quando comparadas as células tratadas com succinato por uma hora.
(*** p< 0,001).

Figura 10 - Figura representativa do efeito do H89 inibindo os efeitos do succinato no
transiente de Ca**

Estes resultados indicam que a PKA esta envolvida no aumento da amplitude e
na diminuicdo do tempo de decaimento do transiente de Ca** em células tratadas
com succinato. Como a ativacdo de proteina Gs e a consequente producdo de PKA
pelo succinato sdo eventos contraditérios *° e podem depender do tipo celular em
estudo, utilizamos a técnica de FRET com um sensor baseado em AKAR3 % para
confirmar se o succinato ativa PKA em células cardiacas. Para este experimento
utiizamos cardiomiocitos provenientes de ratos neonatos, uma vez que
cardiomiodcitos provenientes de ratos adultos diferenciam quando mantidos em
cultura. Primeiramente, detectamos a expressao e localizacdo do receptor GPR91
nos cardiomiécitos provenientes de ratos neonatos (figuras 11A-B).

Posteriomente, avaliamos os efeitos do succinato no transiente de Ca*" destas
células. Corroborando com os resultados obtidos em cardiomidcitos provenientes de
ratos adultos observou-se um aumento de 220% na amplitude do transiente de Ca**
em células tratadas com succinato durante 30 minutos, quando comparado ao
controle (UA = 197,9 + 9,8% em 60 células controle vs 436,5 £ 24% em 60 células
tratadas com succinato, p < 0,001) (figuras 12A-C). Descobrimos que 0 succinato
ativa PKA nas células que expressavam AKAR e que foram estimuladas com 10 mM
de succinato, o que foi revelado pelo aumento da fluorescéncia (UA = 100 em trés
células controle vs 113,06 + 2,4% em trés células tratadas com succinato, p < 0,05)



(figuras 12D-E). Em conjunto, estes dados mostram que a PKA é um mediador da

sinalizag&o induzida pelo succinato em cardiomiocitos.

LEGENDA: (A) RNA total foi isolado de cardiomidcitos provenientes de ratos neonatos usando
reagente Trizol. Amostras de RNA foram transcritas em cDNA. Duas reacdes controle foram feitas.
Uma contendo RNA, sem adicionar transcriptase reversa (RNA control) e em outra sem adicionar
RNA (DNA control). Uma banda de 470 pb, correspondente ao tamanho esperado do GPR91, foi
observada em cardiomidcitos neonatais. (B) Imagem de imunofluorescéncia obtida através do
microscopio confocal utilizando anticorpo anti-GPR91 demonstra localizacdo do receptor GPR91 na

membrana plasmatica de cardiomiocitos provenientes de ratos neonatais (painel & esquerda).
Imagem transmitida (painel do meio) e imagem sobreposta (painel & direita). Escala de barra = 10 um.

Figura 11 - Imagem representativa de imunofluorescéncia e PCR em cardiomidcitos neonatos
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LEGENDA: (A-B). Transiente global de Ca** em cardiomiécitos As células foram avaliadas apés 30
min de tratamento com succinato e comparadas ao controle. Ca** foi marcado com Fluo-4/AM e as
imagens foram capturadas utilizando miscroscopia confocal. As imagens foram pseudocoloridas de
acordo com a escala de cor da figura A. O Grafico abaixo de cada painel representa a porcentagem
de aumento da fluorescéncia relativo a fluorescéncia basal. Succinato aumenta a amplitude do
transiente de Ca®*. (C) O grafico de barras sumariza os efeitos do succinato na amplitude do
transiente de Ca”* (n = 60, ***p < 0.001). (D) O gréafico demonstra o aumento da fluorescéncia na
presenca de succinato. (E) Resposta representativa de cardiomiécitos provenientes de ratos
neonatos que expressam AKAR-3. (*p < 0.05, n = 3).

Figura 12 - Representacdo grafica do experimento de FRET em cardiomidcitos neonatos
Os receptores acoplados & proteina G podem ativar diferentes proteinas G 29,
Por exemplo, a ativacdo do GPR91 pelo succinato em células HEK-293, atua por

dois caminhos sinalizadores: um Gi/G, que inibe a via de ativacdo de AMPc e o outro



via proteina Gg, 0 qual induz acumulo de InsP3; com ativagéo de InsP3R,
ocasionando aumento de Ca®. Como j& demonstramos que o H89 abole
completamente o aumento da amplitude do transiente de Ca** e, sabendo que a
PKA pode fosforilar InsP3R e regular a sua funcéo **, investigamos se as mudancas
observadas na sinalizacdo Ca*" induzida por succinato em cardiomiécitos foram
também mediados por InsPs. Para isso, cardiomiécitos foram incubados com um
antagonista de InsP3R (2-APB) e observamos que 2-APB diminuiu o efeito da
succinato na amplitude do transiente de Ca** (UA = 180 + 0,44% em 40 células
tratadas com succinato uma hora vs 122 + 0,39% em 40 células tratadas com
succinato por uma hora + 2- APB, p < 0,001) (figura 13A).

Sabe-se que o Ca?' liberado a partir de InsPsRs desempenha um papel
especial na inducdo de apoptose, preferencialmente por transmissao de sinais de
Ca’®" para mitocondria *2. Portanto, constatamos que o succinato altera os niveis de
Ca?* mitocondrial em cardiomiécitos. Demonstramos, ainda, que o succinato induz a
um aumento significativo do Ca?* mitocondrial (UA = 100 em 43 células controle vs
182,9 + 11,64% em 43 células tratadas com succinato por uma hora vs 126,9 + 8,9%
em 43 succinato por uma hora, p < 0,001) (figuras 13B-D). Para confirmar se o
aumento de Ca”" mitocondrial acarretaria a diminuicdo da viabilidade celular
realizamos um ensaio de citotoxicidade/viabilidade celular e observamos que a
exposicdo ao succinato estd associada ao aumento da porcentagem de células
mortas (aproximadamente 20%) quando comparados aos controles (figuras 14A-B).
Além disso, Xestospongin-C diminuiu a porcentagem de células mortas apos
tratamento com o succinato e este efeito nao foi revertido por H89.

Para investigar melhor o mecanismo da morte celular induzida por succinato
em cardiomiécitos, avaliamos a atividade da caspase-3 e demonstramos que 0O
succinato aumenta a atividade da caspase-3 em cardiomiécitos (5,087 + 0,44 nmol/ L
no controle vs 16,34 £ 2,9 nmol/ L em succinato uma hora, vs 1,7 nmol/ L em
succinato uma hora + 2-APB vs 17,64 nmol/ L em células tratadas com
myriadenolide, p < 0,001) (figura 14C) em relacdo ao controle. O myriadenolide, um
diterpeno recentemente isolado do extrato de Alomia myriadenia, foi utilizado como
controle positivo %°. Observamos que o tratamento com 2-APB reverteu a atividade
da caspase-3 induzida pelo succinato. Em conjunto, estes resultados mostram que o
succinato promove apoptose em cardiomiocitos adultos através do InsP3R,

provavelmente enviando sinais de Ca** para a mitocondria e ativando a caspase-3.
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LEGENDA: (A) Transiente global de Ca”" em cardiomidcitos provenientes de ratos adultos. Células
foram pré-tratadas com um antagonista do InsPs;R (2-APB, 10 uM), durante 30 min e incubadas por 1
hora com succinato (10 mM). Gréfico de barra demonstra a média do pico do transiente de ca”
plotado como porcentagem (%) do aumento da fluorescéncia basal, comparadas com o controle. 2-
APB diminui a amplitude do pico do transiente de Ca**. (*** p< 0.001). (B) Imagens de microscopia
confocal de cardiomiécitos provenientes de ratos adultos marcados com Rhod-2/AM. (C) Grafico
representativo da sinalizacdo de Ca®* mitocondrial antes e apds estimulagdo com succinato (10 mM).
(D) Grafico de barras sumariza o aumento do Ca®* mitocondrial antes e apds estimulo com succinato.
Células que foram incubadas com Xestospongin C e estimuladas com succinato apresentaram uma
diminuicdo na amplitude do pico do transiente de Ca®* mitocondrial (u.a = 100 em 43 células controle
vs 182.9 + 11.64% em 43 células tratadas com succinato por uma hora vs 126.9 + 8.9% em 43

células tratadas com succinato por uma hora e incubadas com Xestospongin C succinato por 1 hora.
(*** p < 0.001).

Figura 13 - Figura e graficos representativos do transiente de Ca** e do Ca®* mitocondrial em
cardiomidcitos.
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LEGENDA: (A) Imagens representativas de microscopia confocal demonstrando cardiomiécitos
marcados com calceina/AM (fluorescéncia verde em células vivas) e homodimero de etideo
(fluorescéncia vermelha em células mortas). Células foram tratadas por 1 hora com succinato (10
mM) e comparadas a células controle. (B) Grafico de barras sumariza a porcentagem de células
mortas. Succinato aumenta a porcentagem de células mortas. Células foram incubadas por 1 hora
com 10 mM de succinato, succinato com H89 ou succinato com Xestospongin-C. O tratamento com
Xestospongin-C reduz a porcentagem de células mortas. (C) Succinato induz apoptose em
cardiomiécitos. A atividade da caspase-3 foi mesurada em cardiomiécitos controle e tratados com
succinato. O gréfico de barras demonstra que a atividade da caspase 3 aumenta em células tratadas
com succinato e este efeito é revertido pela inibicdo do InsP3;R (*** p < 0.001).

Figura 14 - Figura e graficos representativos do experimento da caspase-3 e de viabilidade
celular.

Para compreender o significado destas descobertas em um 0rgdo intacto,
utilizamos preparacao de coracédo isolado de acordo com o método de Langendorff.
As variaveis atividade elétrica, tensédo sistélica, tensado diastdlica, fluxo coronariano e
frequéncia cardiaca foram medidas a cada dois minutos. Os cora¢gfes foram
extraidos de ratos adultos e acoplados a um sistema de perfusdo e banhados por
uma hora com solugcdo Krebs-Ringer (controle) ou solucdo de Krebs-Ringer
contendo 10 mM de succinato, pH 7,4. Observamos que a perfusdo com 10 mM de

succinato diminui a tensao sistélica em 25 + 5% (n = 5, p < 0,001); ndo altera a



tensdo diastdlica; diminui o fluxo coronariano em 24 + 0,03 (n = 5, p < 0,001) e
diminui a frequéncia cardiaca em 23 + 0,51 (n = 5, p < 0,001), (figuras 15A-D) e
induz arritmias levando a insuficiéncia cardiaca. Estes dados demonstram as vias de
sinalizacao induzidas pelo succinato em cardiomidcitos isolados, e que no 6rgao a

perfusdo com succinato resulta na faléncia do érgao.
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LEGENDA: (A) Delineamento experimental em coracdo isolado.O traco superior mostra a tensao
sistdlica durante o experimento (30 min de perfusdo com Krebs seguida pela perfusdo com succinato.
O painel do meio mostra a tenséo sistélica em uma escala de tempo expandida e a reducédo da
mesma durante a perfusdo com succinato (10 mM). O tracado inferior demonstra a atividade elétrica
do coracdo nas mesmas condicdes experimentais.O tratamento com succinato diminui a tensao
sistdlica em coracdes de ratos em 25 + 5% (n = 5, p < 0,001) e ndo altera a tensao diastélica. (B)
Gréfico demonstrando o efeito do succinato no fluxo coronariano. O tratamento com succinato por 60
min diminui o fluxo coronariano em 24 + 0,03 (n =5, p < 0,001). (C) Gréfico demonstrando o efeito do
succinato na frequéncia cardiaca. O tratamento com 10 mM de succinato diminui a frequéncia
cardiacaem 23 + 0,51 (n =5, p <0,001).

Figura 15 - Protocolo experimental e graficos dos experimentos em coracdao isolado.



Para estudar o efeito prolongado do succinato, que poderia ocorrer durante
uma isquemia prolongada, por exemplo, durante o transporte de um Orgao para
transplante, utilizamos o modelo de cultura primaria de cardiomidcitos provenientes
de animais neonatos. Como demonstramos anteriormente o0s cardiomiocitos
provenientes de ratos neonatos também expressam GPR91. Para estudar a
exposicdo prolongada ao succinato utilizamos dois tempos: seis horas porque é o
tempo de viabilidade de remocéo do 6rgéo para transplante ** e 12 horas. As células
foram tratadas com 10 mM de succinato em diferentes tempos: seis e 12 horas e
incubados com fluo-4/AM (6 pM) por 30 minutos antes dos experimentos.
Verificamos que o tratamento com succinato por 6 horas (figura 16B) também
aumenta a amplitude do transiente de Ca?* em 76%, comparada com células
controle. Quando os cardiomiécitos foram tratados com succinato por 12 horas o
transiente de Ca?* aumentou em 120% comparados com o controle (p < 0,001)
(figura 16C).
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LEGENDA: (A) Imagem representativa do transiente de Ca®* em cardiomidcitos provenientes de
animais neonatais sem tratamento com succinato (células controle). O grafico abaixo do painel
demonstra a porcentagem do aumento da fluorescéncia basal. (B) Imagem representativa do



transiente de Ca®* em cardiomiécitos provenientes de animais neonatais tratados com succinato por 6
horas. O grafico abaixo do painel demonstra a porcentagem do aumento da fluorescéncia comparada
com a fluorescéncia basal. (C) Imagem representativa do transiente de Ca** em cardiomidcitos
provenientes de animais neonatais tratados com 10 mM de succinato por 12 horas. O gréafico abaixo
do painel demonstra a porcentagem do aumento da fluorescéncia comparada com a fluorescéncia
basal. (D) O gréafico de barras demonstra a média do aumento do transiente de Ca**. O tratamento
com succinato por seis e 12 horas aumenta significativamente o transiente de Ca** em cardiomiécitos
provenientes de animais neonatais, quando comparados com o controle. *** p< 0,001. Escala de
barra 10 pm.

Figura 16 - Representacao grafica do experimento de Ca** em cardiomiécitos neonatos.

Com o tratamento prolongado pode-se avaliar 0s niveis de expressao génica
do receptor de rianodina e se esta expressao é importante para a modulacdo do
transiente de Ca®'. Avaliamos se 0 succinato aumenta a expressdo génica do
receptor de rianodina em cardiomiécitos. Para este estudo, cardiomiocitos foram
incubados com 10 mM de succinato pelos tempos indicados nas figuras, e a
expressdo génica do RyR foi avaliada por RT-PCR. Foram utilizados iniciadores
degenerados para RyR: (foward 5-CAY YTN YTN GAY ATH GC5 ATG GG-3' e o
reverse 5’-ADR TAR TTN GC5 ARR TTR TGY TC-3’) e como controle interno foram
utilizados iniciadores especificos para HPRT (forward 5-CCT GCT GGA TTA CAT
TAA AGC ACT-3" e reverse 5-GTC AAG GCA TAT CCA ACA ACA AA-3"). Nossos
resultados mostram que o tratamento com succinato aumenta a expressao do RNA

mensageiro do receptor de rianodina em cardiomiécitos (figura 17A).
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LEGENDA: O tratamento com succinato aumenta a expressao génica do receptor de rianodina em
cardiomiécitos (A) Cardiomiécitos provenientes de ratos neonatos foram tratados com 10 mM de
succinato por seis horas e 12 horas. O tratamento com succinato aumentou a expressao génica do
receptor de rianodina.

Figura 17 - Imagem representativa do RT-PCR em cardiomiécitos neonatos

O Ca®" ndo apenas participa da contracdo muscular como também de outros
processos como diferenciagcéo, secrecdo, expressao génica, apoptose e proliferacao
celular . Apés um processo isquémico no coragdo ocorre apoptose de varias
células cardiacas e hipertrofia dos cardiomidcitos restantes na tentativa de restaurar
a funcdo cardiaca. J4 € sabido que a apoptose, morte celular programada, ocorre
em uma variedade de patologias e corresponde a um processo fundamental para a
deteriorizacdo da funcdo cardiaca. Assim, estudamos se o aumento de Ca?'
induzido pelo succinato em cardiomidcitos, também induz apoptose. Investigamos se
10 mM de succinato possui efeito citotoxico em cardiomiocitos provenientes de ratos
neonatos. Apés o tratamento com succinato as células foram marcadas com dois
corantes: calceina/AM verde (marca as células vivas) e etideo homodimero, que
marca o nucleo de células mortas (vermelho), e as imagens foram coletadas por
microscopia confocal. Os cardiomidcitos provenientes de ratos neonatos foram
tratados por 12 horas e comparados as células controle. Observamos que o

tratamento crénico com succinato causa aumento de 239% (n = 7, p < 0,001) na



guantidade de células mortas, em cardiomidcitos neonatais, quando comparado ao
controle, bem como a atividade da caspase-3 em cardiomidcitos provenientes de

ratos neonatos (n = 1) (figuras 18 A-C)
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LEGENDA: (A) Imagem de microscopia confocal demonstrando cardiomiécitos neonatais marcados
com dois corantes: calceina/AM verde (marca as células vivas) e etideo homodimero que marca o
nacleo de células mortas de vermelho. As células foram tratadas por uma hora com 10 mM de
succinato e comparadas a células controle (ndo tratadas). Escala de barra = 10 um. (B) Gréafico de
barra demonstra que o tratamento com succinato aumenta significativamente a porcentagem de
células mortas em 50 £ 12% (n = 10, p < 0,001, quando comparado ao controle). (C) Grafico de barra
demonstra que o tratamento com succinato por seis e 12 horas aumenta a atividade da caspase-3.
(n= 1 experimento).

Figura 18 - Figura e graficos representativos do experimento de viabilidade celular em
cardiomidcitos neonatos.

Conforme ja descrito, a apoptose ocorre devido ao aumento de Ca**

mitocondrial e a formacdo de poros na membrana da mitocondria. Esta situacao
acarreta a liberacdo de citocromo ¢ para o citosol. Quando o citocromo c esta no
citosol ele desencadeia a cascata de sinalizacdo das caspases **. Para investigar o

mecanismo da morte induzida pelo succinato em cardiomiécitos, estudamos se o



succinato aumenta os niveis de Ca®* mitocondrial e quais as consequéncia para 0s
cardiomiocitos. Utilizando uma sonda fluorescente marcadora de célcio mitocondrial
(Rhod-2/AM), foi possivel observar que o tratamento com succinato aumenta a
concentracdo de Ca?* mitocondrial em 100 + 20% (n = 20, p < 0,05), quando

comparado ao controle (figura 19A-C).
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LEGENDA: (A) Imagens representativas de microscopia confocal de cardiomidcitos provenientes de
ratos neonatais marcados com Rhod/2AM antes e apés a estimulagdo com 10 mM de succinato. (B)
Gréfico representativo da sinalizacdo de Ca®* mitocondrial antes e apo6s estimulagdo com succinato
(10 mM). (C) Grafico de barras sumariza o aumento do Ca** mitocondrial antes e apés estimulo com
succinato. Escala de barra: 10 uM.

Figura 19 - Figura e graficos representativos do experimento de viabilidade celular em
cardiomiécitos neonatos.

Uma das consequéncias do processo isquémico € a hipertrofia cardiaca que
pode ocorrer através da ativacdo da via calcineurina/NFAT (fator nuclear de células T
ativadas). E sabido que o aumento de Ca* intracelular ativa a calcineurina que, por
sua vez, causa a translocacédo de NFAT para o nucleo. Uma vez no nucleo este fator

de transcricdo ativa varios genes envolvidos em processos hipertréficos 7€, Por



isto, investigamos se 0 succinato além de induzir apoptose poderia induzir a
hipertrofia. Nossos resultados demonstram que o tratamento com 10 mM de
succinato por seis ou 12 horas induz aumento da expresséo de calcineurina (figura
20A), e a translocacdo de NFAT para o nucleo celular em cardiomiocitos
provenientes de ratos neonatos em 123 + 26% (n= 70, p<0,001) e 97 £ 20% (n =
70, p <0,001), respectivamente (figura 20B).

Para confirmar estes dados, outra via hipertréfica dependente de Ca** foi
estudada. Um aumento de Ca** induz ativagéo da Ca?*- calmodulina cinase Il que
fosforila uma histona deacetilase (HDAC), uma vez fosforilada esta histona transloca
para o citosol liberando e ativando o fator de crescimento dos midcitos (MEF)
permitindo assim a hipertrofia. Observamos que o tratamento com succinato por seis

e 12 horas translocou o HDAC do nucleo para citosol (figura 20C).
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LEGENDA: (A) Western blot das proteinas totais de cardiomidcitos provenientes de ratos neonatos
demonstra que o tratamento com 10 mM de succinato por seis e 12 horas, aumenta a expressdo da
calcineurina, quando comparadas ao controle. n= 1. (B) Imagem representativa de microscopia
confocal demonstrando por imunofluorescéncia que o tratamento com succinato induz translocacao
do NFAT para o nucleo. (C) Gréfico de barra demonstra a porcentagem do nimero de células onde
houve translocacdo do NFAT para o nucleo, quando comparado com o as células controle (nédo
tratadas). O tratamento com succinato por 6 horas ou 12 horas transloca o NFAT em 123 + 26%
(n=70, p<0,001) e 97 £ 20% (n = 70, p < 0,001), respectivamente. (D) Gréfico de barra demonstra a
porcentagem do numero de células onde houve translocacdo do HDAC para o citosol, quando
comparado com as células controle (ndo tratadas). O tratamento com succinato por 6 horas ou 12
horas transloca o HDAC em 116 £+ 5,8% (n = 22, p < 0,001) e 188 + 2.6% (n = 20, p < 0,001),
respectivamente.

Figura 20 - Imagem e grafico representativos de Western Blot e de imunofluorescéncia em
cardiomidcitos neonatos.



Recentemente foi descoberto que a proteina cinase B fosforilada (AKT-P),
envolvida na via de sobrevivéncia das células, quando localizada preferencialmente
no nicleo celular, inibe a apoptose sem remodelamento hipertréfico *”. Deste modo,
resolvemos estudar se do tratamento com 10 mM de succinato poderia alterar a
localizacdo de AKT-P e assim, além de induzir apoptose o succinato diminuiria a
sobrevivéncia dos cardiomiécitos. Para realizar estes experimentos utilizamos a
técnica de imunofluorescéncia e observamos que o tratamento com 10 mM de
succinato por seis ou 12 horas transloca o AKT-P do nucleo para citosol diminuindo o
efeito protetor da AKT-P (Figura 21A).

LEGENDA: Cardiomidcitos provenientes de ratos neonatos foram tratados com 10 mM de succinato
por 6 ou 12 horas incubados com anticorpo especifico para AKT- P e o nicleo foi marcado com DAPI.
Imunofluorescéncia demonstra que em o tratamento com succinato transloca o AKT-P do nucleo para
0 citosol. Escala de barra de 10 uM. As setas indicam a marcacdo do nucleo com DAPI e AKT-
fosforilada.

Figura 21 - Imagem e gréfico representativos de Western Blot e de imunofluorescéncia em
cardiomidcitos neonatos.

Em conjunto, estes dados demonstram que cardiomidcitos expressam o
receptor GPRI1. E que o succinato via ativacdo do GPR91 aumenta o Ca** ativando
pelo menos duas vias de sinalizacdo, uma dependente de PKA e outra dependente
de InsPs. Este aumento do transiente de Ca?* induz apoptose em condicdes que
podem ocorrer, por exemplo, durante a isquemia devido a interrupcdo do fluxo
coronariano (exposicdo ao succinato por 30 minutos ou uma hora) e além destes
efeitos citados, observamos hipertrofia quando os cardiomiocitos foram expostos ao
succinato por seis ou 12 horas, condicdo que pode ocorrer durante transporte do

orgao para transplante.



5  DISCUSSAO

O ciclo do acido citrico foi descoberto em 1973, quando biologistas procuravam
entender o metabolismo aerobio e como o piruvato, produzido na glicolise, era
oxidado a acetil coenzima A (acetil CoA). Este ciclo é um dos principais reguladores
da homeostasia e do metabolismo celular e produz CO, e elétrons de alta energia na
forma de NADH e FADH,.

Para que ocorra a oxidacdo do piruvato sdo necessarios intermediarios que
permitam que a energia desta oxidacdo seja utilizada para produzir as moléculas
energéticas. Um dos intermediarios deste ciclo é o succinato que esta presente em
concentragcbes micromolares no sangue e seus niveis sdo regulados pela
respiracdo, metabolismo, excrecéo e reabsorcéo renal.

Recentemente foi identificado um receptor para o0 succinato que foi
denominado GPR91 °. Através da andlise de Q-RT-PCR foi observada a expresséo
do GPR91 em vérios tecidos de ratos como o figado, pulméao, rim e bago, sendo que
a expressdo no rim é a mais abundante ®. Até¢ 0 momento ndo havia sido descrita a
expressdo do receptor GPR91 no coracdo. No entanto, analises de bioinformatica
com o software SAGE (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/AnatomicViewer) revelaram que
este receptor é expresso em varios tecidos. Dentre eles, o coracdo expressa
GPR91, mesmo que em baixos niveis. Por este motivo investigamos neste trabalho
a presenca deste receptor no coracao e, posteriormente, determinamos o papel do
succinato neste 6rgdo. Experimentos de RT-PCR em cardiomidcitos provenientes de
ratos adultos demonstraram que 0 coracdo expressa o receptor GPR91, e através
de imunofluorescéncia observamos que este receptor esta localizado na membrana
sarcoplasmatica, conforme esperado para um receptor da familia da proteina G.

No soro de humanos saudaveis, a concentracdo de succcinato € geralmente
em torno de 5 pmol/ L *®. No entanto, concentracdes sanguineas em milimolar foram
detectadas em amostras clinicas de pacientes com peritonite, no sangue de
roedores com hipertensdo arterial e doencas metabdlicas (diabetes tipo 2), bem
como no figado de ratos sob isquemia hepatica *°*.

Os niveis de succinato extracelular parecem ser particularmente importantes na
definicdo de varias condi¢cbes patoldgicas. Por exemplo, foi demonstrado que um
paciente com deficiéncia da succinato desidrogenase, uma condi¢cdo que leva ao

acumulo de succinato, apresentou insuficiéncia cardiaca congestiva *. A faléncia de



multiplos 6rgaos foi relatada em um paciente que havia submetido ao transplante de
figado e intestino, pois foi constatado que a doadora apresentava deficiéncia na
succinato citocromo C redutase, outra condicdo que aumenta 0s niveis sanguineos
de succinato *.

Corroborando com esta descoberta, uma ligacdo direta entre o succinato e
GPR91 na regulacdo da resposta imune foi recentemente demonstrada®. O
succinato alerta o sistema imunolégico inato sobre o perigo, induzindo a quimiotaxia
de células dendriticas e a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Além disso,
camundongos deficientes de GPR91 apresentaram acentuada rejeicdo quando
comparados aos camundongos do tipo selvagem, enfatizando a relevancia do
GPR91 na ativacéo da imunidade.

No sistema cardiovascular, foi demonstrado que a administracdo intravenosa
de succinato em ratos provoca elevacdo da renina causando aumento da pressao
arterial >. Ademais, em ratos espontaneamente hipertensos, foram encontrados
niveis de succinato mais elevados do que em animais normotensos .

Por outro lado, efeitos benéficos do succinato também foram relatados. Neste
aspecto, observou-se que o succinato se acumula na retina hipoxica de roedores
sendo um potente mediador no crescimento e desenvolvimento da vascularizagéo
normal da retina e na retinopatia isquémica proliferativa ’. Estas discrepancias entre
os efeitos do succinato poderiam estar relacionadas a maior ou menor afinidade
deste ao seu receptor e, desta forma, diferentes concentracdes de succinato
mediariam funcées celulares distintas %4,

A sinalizacdo desencadeada pela ligacdo do succinato ao GPR91 so6
recentemente tem sido investigada. Em diferentes tipos de células, o succinato
ligado a0 GPR91 acarreta a ativacdo e mobilizacdo de Ca?* ¥*°. Com este estudo
foi possivel descobrir que em cardiomiécitos o succinato aumenta o transiente global
de Ca**, um efeito mediado pelo menos em parte, pela ativacdo da PKA. Isto
contrasta com a descoberta de que no figado o succinato ndo causa aumento do
Ca”" ° e que, em células HEK-293 o succinato inibe em vez de estimular a
sinalizacdo via cAMP 3. Os receptores acoplados a proteina G podem se ligar a
diferentes proteinas G ?%*° levando a distinta sinalizacdo entre diferentes células.

Em cardiomiocitos tratados com succinato, a ativagcdo da PKA aumenta os
niveis de fosforilacdo da PLN e RyR, indicando um possivel mecanismo pelo qual o

succinato altera o transiente de Ca** neste tipo de célula. Ja foi constatado que a



fosforilacdo de PLN pela PKA na Ser ' aumenta a velocidade de recaptacdo de Ca**
pelo reticulo sarcoplasméatico e a amplitude do transiente de Ca*" através da
reducdo na inibicdo da SERCA ?°?8, Sabe-se, ainda, que a fosforilacdo do RyR pela
PKA na Ser®®® aumenta a probabilidade de abertura do canal, ocasionando a
liberagéio de Ca** do RS .

Considerando que o0s nossos resultados evidenciam que a cascata de
sinalizacdo pela PKA medeia os efeitos do succinato sobre o transiente de Ca®" em
cardiomidcitos, duas linhas independentes de evidéncia apoiam a idéia de que
outras cascatas sinalizadoras estdo sendo ativadas pelo succinato. Em primeiro
lugar, o tratamento com H89, um inibidor da PKA, ndo alterou o percentual de
cardiomidcitos mortos apds tratamento com o succinato. Em segundo lugar, a
inibicdo da PKA nédo impediu a ativacdo da caspase-3. Em vez disso, a inibicdo do
InsPsR em cardiomiécitos inibe o aumento de Ca?* mitocondrial, a ativacdo da
caspase-3 e a morte celular. Embora RyR seja o principal canal de liberagéo de Ca?®*
encontrado no SR dos cardiomidcitos, ja foi descrito a expresséo dos InsP3;R nestas
células ©*',

Investigamos se o aumento de Ca®" em cardiomidcitos induzido pelo succinato
poderia ocorrer devido a ativacdo de InsP3R, uma vez que o tratamento de
cardiomiécitos com inibidor de InsP3R, foi capaz de reduzir parcialmente a liberacao
de Ca*" induzida pelo succinato. Corroborando com estes achados a ativacédo de
receptores de endotelina acoplado a proteina G4 produziu um aumento do transiente
de Ca? através do InsP3R “®*°. Embora, ndo verificamos a ativacdo direta da
fosfolipase C em cardiomidcitos tratados com succinato, nossos resultados sugerem
que o succinato induz a producédo de InsP3 pela ativacdo da sinalizacdo via proteina
Gy. Esta hipotese é confirmada por um achado anterior, que demonstra em células
HEK 293, o succinato, via ativagdo do receptor GPR91, ativa a proteina Gq,
acarretando o acimulo de InsP3 e o conseqiiente aumento de Ca?* °.

Embora o InsP3; seja importante para ativacdo de InsP3R, ja foi demonstrado
que a fosforilacdo de InsP3;R pela PKA aumenta a probabilidade de abertura do
canal, aumentando a liberacdo de Ca®" *!. Neste contexto, a ativacdo da PKA pelo
succinato teria um efeito sinérgico para reforcar a liberacdo de Ca®" através dos
RyRs e InsP3Rs em cardiomidcitos.

Além disso, concluimos que o sinal apoptotico evocado pelo succinato é

emitido provavelmente por uma via-dependente de InsP3R através do envio de sinais
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de Ca®" para as mitocondrias. Na verdade, é amplamente conhecido que a
mitocondria desempenha um papel fundamental na mediacdo da apoptose, bem

como a transmissdo de sinais de Ca®*" pelo InsPs;R para a mitocondria é descrito

32502 o todas as trés isoformas de InsP3Rs

32,53

COMO um passo critico neste processo
sdo conhecidas por participar de processos apoptoéticos Embora a co-
localizacdo de InsP3Rs e mitocdndrias em midcitos cardiacos nédo tenha sido ainda
demonstrada, é amplamente aceito que os aumentos de Ca®" mitocondrial podem
diretamente induzir formac&o de poros na membrana mitocondrial **. Este, por sua
vez, permite liberacdo de citocromo C das mitocondrias, que esta associada a
progressdo para a apoptose 3.

Nossos resultados levantam uma questdo importante: o succinato em
cardiomiocitos ativa duas vias de sinalizacdo, a Gs-CAMP-PKA e o Ggq-trifosfato de
inositol, promovendo liberacdo de Ca** e a morte celular? Neste aspecto, a dupla
ligacéo de receptores a Gs e G4 tem sido previamente demonstrada pelos receptores

metabotrépicos *>*°.

Sabendo-se que a sinalizacdo via Gs-AMPc-PKA fosforila
proteinas que regulam a dinamica de Ca®*, aumentando assim o inotropismo celular,
este duplo acoplamento pode servir para aumentar a contratiidade dos
cardiomiécitos em uma situacao de toxicidade celular.

Nos experimentos com 0Orgao isolado, utilizando o método de Langendorff,
observamos que succinato causa a reducdo da performance cardiaca, apesar do
discrepante aumento no transiente de Ca** observado em cardiomiécitos isolados.
Na preparacao de Langendorff mantivemos a pressao constante e avaliamos o fluxo
coronariano. As alteracdes no fluxo coronariano refletem as alteragdes no raio das
artérias coronarias que determina a funcdo mecanica do musculo liso, ou seja, a
vasoconstricdo ou a vasodilatacdo *’. A diminuicdo do fluxo coronariano causada
pelo succinato indica uma vasoconstricdo coronariana, 0 que poderia ser
responsavel por faléncia do orgdo. Mas para confirmar estes dados € necessario
outros experimentos em musculo liso vascular para investigar o efeito do succinato
neste tipo celular. No entanto, como dito anteriormente, observamos também uma
gueda na tenséo sistélica. Uma hip6tese seria de que o succinato estaria diminuindo
a afinidade do Ca;** com os miofilamentos contréateis alterando assim o acoplamento
excitacdo-contracdo nas células miocardicas ®. N&o estudamos se o succinato

altera a afinidade do calcio pelos miofilamentos contrateis.



A morte celular verificada apds acumulo de succinato nas células cardiacas foi
outro ponto de investigacdo deste trabalho. Esta morte pode ser decorrente do
estresse oxidativo das células. A injuria cardiaca secundaria a isquemia e reperfusao
consiste de danos inflamatorios, caracterizados em parte pelo acumulo de radicais
livres nos tecidos (estresse oxidativo). Existem varios mediadores quimicos
envolvidos na resposta a isquemia e reperfusdo. Dentre destes mediadores temos a
sinalizacdo via proteina cinase B (AKT), que tem se tornado o alvo para tratar os
danos causados pela isquemia. A AKT fosforila, inibindo ou ativando véarios
mediadores tanto do nucleo quanto no citosol da célula, como caspase 9 e BAD, que
sao fosforiladas no citoplasma, tendo sua acao inibida. Entdo, a acéo primordial da
AKT é regular a sobrevivéncia celular *°. Recentemente foi demonstrado que quando
a AKT esta localizada preferencialmente no ndcleo da célula ela inibe a apoptose em
cardiomidcitos *’.  Nossos experimentos indicaram que em cardiomibcitos
provenientes de ratos neonatos o tratamento com succinato é capaz de induzir a
translocacdo da AKT do nucleo para o citosol, diminuindo desta forma a
sobrevivéncia celular.

Uma maneira de compensar a morte induzida pela isquemia cardiaca, é a
hipertrofia de células cardiacas adjacentes. Um dos mecanismos que induzem esta
hipertrofia € a via calcineurina/NFAT. Este mecanismo resulta na translocacdo do
NFAT do citosol para o nucleo da célula com consequente ativacdo da expresséao de
genes pro-hipertrofia ®. Nés demonstramos que o tratamento com succinato em
cardiomidécitos provenientes de ratos neonatos aumenta a porcentagem de células
em que é observada translocacdo do NFAT para o nucleo, quando comparado ao
controle. Isto indica que o succinato pode desencadear hipertrofia cardiaca. Para
confirmar estes dados, outra via hipertréfica dependente de Ca** foi estudada. Um
aumento de Ca®" induz ativacdo da Ca®'- calmodulina cinase Il que fosforila uma
histona deacetilase (HDAC), uma vez fosforilada esta histona transloca para o citosol
liberando e ativando o fator de crescimento dos miocitos (MEF) permitindo assim a
hipertrofia. Observamos que o tratamento com succinato por seis e 12 horas
translocou 0 HDAC do ntcleo para citosol ®*. Mas para confirmar esta hipétese ainda
€ necessario estudar outros possiveis mecanismos que estdo envolvidos nesta
hipertrofia induzida pelo succinato.

A partir das observacbes obtidas neste trabalho, podemos concluir que

elevadas concentracbes de succinato, gerados por exemplo, durante condi¢cdes



isquémicas, podem desencadear ativagdo do GPR91 em cardiomidcitos.
Demonstramos também que esta sinalizagcdo celular modulada pelo succinato pode
alterar a funcéo cardiaca, acarretando a morte celular dos cardiomiocitos. Sabendo
que a insuficiéncia cardiaca € uma das principais causas de mortalidade no mundo
inteiro %2, estes resultados fornecem um novo alvo terapéutico que pode reverter a

lesdo cardiaca em resposta ao estresse.

SUCCINATO

GPR91
. \
Il
InsP, cAMP—"PKA '
l RyR-P InsP;R-P

InsP;R
]
4 Cca2* mitocondrial
4

2
apoptose Transiente Ca #*

Figura 22 - Esquema demonstrando as vias de sinalizacao do succinato em cardiomiécitos.
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