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RESUMO

O estresse oxidativo, caracterizado pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), esta implicado na patogénese de varias doengas, incluindo a hipertrofia
cardiaca. Embora as EROs sejam essenciais para varios processos fisiologicos,
quantidades excessivas podem danificar os componentes dos cardiomidcitos,
comprometendo a sua funcédo e, assim, desencadeando uma série de alteracbes
adversas, como fibrose cardiaca, contragao prejudicada, morte celular por necrose e
apoptose. A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (CTE) € uma fonte
conhecida de EROs. Como as mitocdndrias sao responsaveis por cerca de 25% da
massa dos cardiomiocitos, elas s&o consideradas uma das fontes mais significativas
de EROs no coragdao. Dessa maneira, as mitocéndrias tém sido alvo de varios
estudos que utilizam modelos de hipertrofia cardiaca. A quercetina, pertencente a
classe dos flavondides, € uma potente depuradora de EROs, tendo se tornado alvo
de atencado por apresentar diversos efeitos benéficos no sistema cardiovascular,
incluindo efeitos anti-hipertréficos. Neste trabalho foi testada a hipdtese de que a
quercetina € capaz de atenuar a hipertrofia cardiaca ao melhorar o balanco redox e
a homeostase mitocondrial. Para tal, tratamos camundongos com injecbes
intraperitoneais de isoproterenol (30 mg/kg/dia) por 4 dias consecutivos. No quinto
dia, alguns desses animais foram eutanasiados e os demais camundongos foram
remanejados em dois subgrupos. A partir desse ponto, um grupo recebeu apenas
isoproterenol (30 mg/kg/dia) (grupo ISO) e outro grupo recebeu isoproterenol (30
mg/kg/dia) e quercetina (10 mg/kg/dia) (grupo ISO+QUE) por via oral por mais 4
dias. Os animais tratados com ISO durante 4 dias apresentaram aumento da relagao
peso cardiaco/comprimento da tibia, aumento do teor de proteinas totais, diminuigao
do teor de proteinas sulfidrilas, comprometimento da atividade enzimatica
antioxidante e alta produgéo de peroxido de hidrogénio (H20:2). A intervengdo com o
tratamento com quercetina a partir desse ponto foi capaz de atenuar a hipertrofia
cardiaca, restabelecer os niveis de proteinas sulfidrilas e a atividade antioxidante,
além de bloquear efetivamente a produgéao de H202. Além disso, observamos que o
estimulo hipertrofico do isoproterenol diminui a expressao e atividade de superéxido
dismutase mitocondrial (MnSOD), enquanto que a quercetina reverte esse efeito.
Observamos também que a quercetina protege as mitocondrias contra a abertura do
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP). Em conjunto, esses
resultados mostram que o tratamento com quercetina atenua a hipertrofia cardiaca
induzida por isoproterenol ao restaurar o poder antioxidante endégeno e diminuir os
niveis de H202.

Palavras-chave: Mitocondrias. Hipertrofia cardiaca. Flavondide. Radicais livres.



ABSTRACT

Oxidative stress, characterized by the accumulation of reactive oxygen species
(ROS), is implicated in the pathogenesis of several diseases, including cardiac
hypertrophy. Although ROS are essentials for several physiological processes,
excessive amounts may damage cardiomyocyte components, compromising their
function and thus triggering a number of adverse changes such as cardiac fibrosis,
impaired contraction, cell death by necrosis and apoptosis. The mitochondrial
electron transport chain (ETC) is a known source of ROS. Because mitochondria
account for about 25% of the mass of cardiomyocytes, they are considered one of
the most significant sources of ROS in the heart. Thus, mitochondria have been the
target of several studies using cardiac hypertrophy models. The flavonoid quercetin,
is a potent ROS scavenger and having several beneficial effects on the
cardiovascular system, including antihypertrophic effects. In this work, we tested
whether quercetin could attenuate the cardiac hypertrophy by improving the redox
balance and mitochondrial homeostasis. To this hypothesis we treated mice with
intraperitoneal injections of isoproterenol (30 mg/kg/day) for 4 consecutive days. On
the fifth day, some of these animals were euthanized and the remaining mice were
relocated to two subgroups. From that point on, one group received only
isoproterenol (ISO group) (30 mg/kg/dia) and another group received isoproterenol
and quercetin (ISO+QUE group) orally (10 mg/kg/day) for 4 more days. The animals
treated with ISO for 4 days showed increased cardiac weight/tibia length ratio,
increased total protein content, decreased sulfhydryl protein content, compromised
antioxidant enzyme activity and high H202 production. Intervention with quercetin
treatment from this point on was able to attenuate cardiac hypertrophy, reestablish
sulfhydryl protein levels and antioxidant activity, in addition to effectively blocking the
H202 production. In addition, we observed that isoproterenol hypertrophic stimulation
decreases mitochondrial superoxide dismutase (MnSOD) expression and activity,
while quercetin reverses this effect. Quercetin also protects mitochondria against
opening of mitochondrial permeability transition pore (mPTP). Taken together, these
results show that treatment with quercetin attenuates isoproterenol-induced cardiac
hypertrophy by restoring endogenous antioxidant power and decreasing H202 levels.

Keywords: Mitochondria. Cardiac hypertrophy. Flavonoid. Free radicals.
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1. INTRODUGAO

A hipertrofia cardiaca patologica € a condi¢gdo na qual o coragao cresce em
resposta a varios estimulos intrinsecos ou extrinsecos. Estes estimulos podem ser,
por exemplo, hipertens&o arterial crénica, sobrecarga de volume ou problemas em
valvulas cardiacas. A hipertrofia cardiaca é a principio uma resposta adaptativa, em
que ocorre o crescimento dos cardiomiécitos e mudancas no tecido cardiaco para
acomodar a sobrecarga de presséo ou volume. Todavia, apesar de o coragdo ser um
orgao dinamico, a persisténcia do estresse hemodinamico resulta na deterioragéo
progressiva do tecido e é, portanto, um importante fator de risco para o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (FREY; OLSON, 2003; VAKILI; OKIN;
DEVEREUX, 2001).

A hipertrofia cardiaca patoldgica, portanto, € uma das principais causas
mundiais de morte subita. E caracterizada por expressdo aumentada de proteinas e
perfil genético correspondente ao desenvolvimento embrionario inicial nos
cardiomiocitos. Uma série de fatores de transcrigc&o, incluindo os genes c-fos e c-jun,
que sao componentes do fator de transcricdo proteina ativadora-1 (AP-1), e seus
genes alvo, incluindo o peptideo natriurético atrial e peptideo natriurético tipo B
foram implicados no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (YAN et al., 2013).

A hipertrofia cardiaca geralmente ocorre em resposta a condigbes
patolégicas, como hipertensao e infarto do miocardio decorrente de doenga arterial
coronariana. No entanto, o miocardio também pode sofrer uma forma adaptativa de
hipertrofia cardiaca denominada hipertrofia fisiolégica, fundamentalmente diferente
da hipertrofia patolégica, porque o coragdo ndo desenvolve doencga e pode até se
beneficiar dela. Um coragdo submetido a hipertrofia fisioldgica mostra perfusdo e
metabolismo vascular aprimorados, e 0 processo de crescimento € iniciado por vias
moleculares especificas (BERNARDO et al., 2010).

Diferentemente da hipertrofia fisiolégica, a hipertrofia patolégica esta
associada a taxas aumentadas de morte de midcitos, remodelagao fibrética e
diminuicdo da funcédo sistdlica e diastdlica, que geralmente progridem para
insuficiéncia cardiaca. De forma geral, a angiotensina Il, a endotelina-1 e as
catecolaminas se ligam a receptores transmembranas que sao acoplados e ativam
proteinas G heterotriméricas. Em particular, a sinalizacdo Gqg/11 ativa a fosfolipase
C, que catalisa a sintese de inositol 1,4,5-trifosfato (Ins (1,4,5) P3) e DAG3. A
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produgdo de ins (1,4,5) P3 induz a liberagdo intracelular de Ca?* para ativar a
proteina quinase dependente de calcio/calmodulina ou calcineurina, que medeia
assim o crescimento de cardiomidcitos (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006).

Outros exemplos de mediadores da hipertrofia cardiaca patolégica sao os
ramos p38 e c-Jun quinase N-terminal (JNK) da cascata MAPK, que fosforilam e
ativam o fator de transcricdo GATA4. A ativacao sustentada de p38 ou JNK no
coracao leva a cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca, enquanto estudos de perda
de fungdo demonstram sua fungdo como reguladores negativos da hipertrofia
cardiaca (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006). As catecolaminas também podem
sinalizar para a adenilil ciclase (AC) para induzir a ativagdo da proteina cinase A
(PKA), que entao fosforila uma série de alvos intracelulares, levando ao aumento da
liberacdo de calcio e maior contratilidade; o efeito disso parece ser cardiomiopatico,
pois resulta em aumento da apoptose e necrose dos miécitos (HEINEKE;
MOLKENTIN, 2006).

Aproximadamente 25% de uma célula miocardica humana & composta de
mitocondrias. As mitocéndrias cardiacas geram cerca de 95% do ATP usado pelo
coragao, regulam o calcio intracelular e participam em redes de sinalizagdo além de
participarem, em alguns casos, dos processos de morte celular (SANTULLI et al.,
2015). Isso pode ser atribuido ao fato de que o coragéo apresenta alta demanda de
energia, ja que encontra-se em atividade constante. O ATP necessario é gerado
pelas mitocéndrias, na cadeia respiratéria, através do processo de fosforilacdo
oxidativa e, como subproduto, a cadeia respiratoria gera EROs (Figura 1). Em
condigdes fisioldgicas, estas EROs desempenham papel importante na sinalizagédo
intracelular, porém em estados patoldgicos, a produgédo aumentada de EROs pode
tornar-se prejudicial ao cardiomiocito (BUGGER et al., 2014).

Varios achados sugerem um papel central das EROs no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca. Nessa circunstancia, pode-se encontrar marcadores de estresse
oxidativo aumentados no miocardio, além de modificacbes oxidativas pos-
traducionais em multiplas proteinas-alvo, muitas das quais estdo na mitocéndria.
Sendo assim, a disfungcdo mitocondrial € objeto de intensa investigacdo para
entender essa complexa sindrome clinica e descobrir novos alvos terapéuticos
moleculares (SCHEUBEL et al., 2002; SVERDLOV et al., 2016). A quercetina,
pertencente a classe dos flavondides, € uma potente depuradora de EROs, tendo se

tornado alvo de atencdo por apresentar diversos efeitos benéficos no sistema
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cardiovascular (DUARTE et al., 2001b). Nesse contexto, a hipétese central desse
estudo € que o uso da quercetina é capaz de atenuar a hipertrofia cardiaca por

melhorar o balang¢o redox celular e mitocondrial.

1.1 Cadeia de transporte de elétrons na hipertrofia cardiaca

As mitocOndrias geram energia através da fosforilagcdo oxidativa (OXPHOS)
gue ocorre na membrana mitocondrial interna . A produgéo de energia mitocondrial é
um processo no qual os elétrons passam por quatro complexos mitocondriais (1, Il, llI
e V), citocromo c¢ e ubiquinona. Ao final, quando os elétrons atingem o complexo IV,
sdo utilizados para a redugao de oxigénio a agua (SARASTE, 1999). Como resultado
da transferéncia de elétrons, os protons sdo bombeados ativamente para o espacgo
intermembrana pelos complexos |, Il e IV, gerando um gradiente eletroquimico
(composto de um potencial elétrico - Ay e uma razdo de concentragao de prétons -
ApH). Essa energia é utilizada pelo complexo V (FO/F1-ATP-sintase) que promove
diminuicdo do gradiente de concentracdo dos prétons ao permitir sua volta para
matriz mitocondrial, gerando energia. Essa energia € entdo utilizada para unir uma
molécula de ADP com um Pi, produzindo ATP (HATEFI, 1985).

Este sistema (Figura 1) ira gerar a grande maioria do ATP celular que sera
usado pela mitocondria ou exportado para ser usado para alimentar as funcdes
celulares (HATEFI, 1985). A capacidade maxima de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial € reduzida pela hipertrofia cardiaca, em parte devido a diminuigdo da
atividade dos complexos da cadeia respiratdria. Bioquimicamente, esse defeito
respiratorio atrapalha a producdo de ATP, causando declinio no potencial da
membrana e diminuindo a atividade da ATP sintase. Adicionalmente, isso reduz as
vias de oxidagao de substrato, resultando na acumulagao de equivalentes redutores
(KINDO et al., 2012; LIN; SUN; LIU, 2003).

A cadeia respiratéria (complexos I-IV) & a via final para a oxidagao de
equivalentes redutores (NADH, FADH2). Os elétrons entram na cadeia de transporte
de elétrons no complexo | ou Il, que sdo transportados ao longo dos outros
complexos para eventualmente reduzir o O2 a H20 (SARASTE, 1999). Uma cadeia
respiratoria disfuncional, portanto, levara ao comprometimento da fosforilacdo
oxidativa, resultando ndo apenas na diminuicdo da produg¢do de ATP mas também
em desequilibrio redox, devido a alteragdes no NAD*/NADH. Por fim este quadro
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leva a niveis aumentados de Ca?' intracelular e geragdo aumentada de EROs
(TAHARA; NAVARETE; KOWALTOWSKI, 2009).

Figura 1 — Formacgéao e remog¢éo de EROs na matriz mitocondrial.

Complexo | Complexo Il Complexo IV ATP Sintase MitoKATP MPTP

3H+

OH* + OH “ggz H,0

*H,0 + % 0,

2

NADP+-_ / TSH —. \ GSH - NADPH

NADPH  “u1ssT“ | “gssc NADP+

2H,0

Fonte: Adaptado de FACUNDO et al., 2017. Os complexos enzimaticos (I, I, Il e IV)
transportam elétrons para o oxigénio molecular (O2) e bombeiam prétons para o espacgo
intermembrana. Nesse processo, 0 oxigénio pode ser parcialmente reduzido formando o
anion superoxido (O?*), este por agédo da superdxido dismutase mitocondrial que tem como
cofator o manganés (MnSOD) é transformado em H;0,. O H;O, pode difundir pela
membrana ou se acumular na mitocéndria, onde pode ser transformado em H;O e O; por
acdo da catalase (CAT) ou pela acdo da glutationa peroxidase/tioredoxina peroxidase
(GPX/TPX) que transforma essa molécula em H>O numa reagdo acoplada com
glutationa/tioredoxina reduzidas (GSH/TSH). Glutationa/tioredoxina oxidadas (GSSG/TSST)
podem ser novamente reduzidas a GSH/TSH pela acdo da glutationa redutase (GR) ou
tioredoxina redutase (TR) respectivamente. Essas enzimas usam o NADPH como doador de
elétrons. Caso esse sistema nao seja eficaz o H,O, acaba se acumulando e pode ser

convertido a radical hidroxila (OH*) pela reagdo de Fenton envolvendo Fe?*.
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Curiosamente, até 2% do oxigénio consumido pelas mitocondrias pode ser
convertido em EROs como subprodutos da atividade respiratéria. O complexo
mitocondrial | contém 45 subunidades diferentes e seu papel principal & transferir
elétrons do NADH para a cadeia de transporte de elétrons. Além disso, estudos
mostram que o complexo | € um local importante de vazamento de elétrons,
contribuindo significativamente para a formacédo de EROs (GRIFFITHS et al., 2010;
GRIVENNIKOVA; VINOGRADOV, 2006).

E importante citar que a transicdo da hipertrofia compensada do ventriculo
esquerdo para a insuficiéncia cardiaca € precedida pela disfungdo dos complexos | e
Il e posteriormente € seguido por aumento nas EROs e nos marcadores proé-
apoptoticos (relacdo Bax/Bcl-2) (ST-PIERRE et al., 2002). Além disso, mesmo na
fase da hipertrofia compensada, as atividades dos complexos mitocondrial | e IV
encontram-se reduzidas, o que pode estar associado a deplecdo do DNA
mitocondrial (KWONG; SOHAL, 1998).

O defeito mitocondrial pode estar no nivel de importacdo de proteinas para
mitocdndrias e/ou sua montagem em complexos na membrana mitocondrial interna.
Uma consequéncia direta seria prejuizo na fosforilagdo oxidativa cardiaca
(SCHMIDT; PFANNER; MEISINGER, 2010). As proteinas mitocondriais sdo em sua
maioria codificadas pelo DNA nuclear e importadas para as mitocéndrias. Mais
importante, a fungcdo mitocondrial € mantida pela importagdo de proteinas nas
organelas. Para serem direcionadas com precisdo as mitocbndrias, as proteinas
devem ser reconhecidas pelos receptores (Tom70, Tom20 e Tom22) localizados na
membrana mitocondrial externa (ROSCA et al., 2008).

Curiosamente, a expressao de Tom 70 encontra-se diminuida durante a
hipertrofia cardiaca patolégica induzida por varios estimulos (angiotensina-ll,
isoproterenol e endotelina-1). Por outro lado, a superexpressdo de Tom 70 aboliu o
crescimento hipertréfico patologico através da modulagéo da produgéo de EROs (LI
et al., 2014). Surpreendentemente, essa proteina também é reduzida na hipertrofia
cardiaca patolégica humana. Portanto, os disturbios nas atividades da cadeia de
transporte de elétrons também podem estar relacionados a fraca importacdo de
proteinas para mitocondrias desencadeadas pela hipertrofia cardiaca (FACUNDO et
al., 2017).
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1.2 Hipertrofia cardiaca e estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um disturbio no equilibrio entre a
producao de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes. Um crescente
corpo de evidéncias revela o seu papel causador nos processos subjacentes a
hipertrofia cardiaca, que culminam em disfungdo miocardica. Ja foi demonstrado que
a hipertrofia cardiaca induzida pela angiotensina Il, endotelina-1, fator de necrose
tumoral (TNF-a) ou estresse mecanico em cardiomiocitos cultivados, envolve a
producdo de espécies reativas de oxigénio que por sua vez, é inibida por
antioxidantes (CAVE et al., 2005; TAKIMOTO; KASS, 2007).

Mudangas no perfil energético mitocondrial sdo caracteristica dos coragdes
hipertrofiados. O aumento do estresse oxidativo ativa varias quinases sinalizadoras
de hipertrofia e fatores de transcricdo (EISNER et al., 2017; PAPANICOLAOU et al.,
2012). O padrao metabdlico da idade fetal, leva ao deslocamento da oxidagao dos
acidos graxos para oxidagdo mais eficiente da glicose, o que resulta no déficit na
producdo de energia, ja que a glicolise produz menos quantidade de ATP que a [3-
oxidagao (SIASOS et al., 2018). No estagio de insuficiéncia cardiaca, a producéo de
energia diminui ainda mais e o estresse oxidativo aumenta, facilitando a disfung&o
celular e induzindo a apoptose (JIANG et al., 2014).

A producido de EROs também estimula a proliferacdo de fibroblastos
cardiacos e a expressao e ativagao pos-traducional de metaloproteinases de matriz
que desempenham papel fundamental no remodelamento extracelular (GRADMAN;
ALFAYOUMI, 2006). As alteragbes anatdmicas durante a hipertrofia ventricular
incluem a fibrose perivascular e miocardica, bem como o espessamento das artérias
coronarias intramiocardicas. A hipertrofia e a fibrose impedem a microcirculagao
cardiaca, resultando em hipoxia tecidual e consequentemente perda de midcitos
cardiacos. Portanto, a fungdo cardiaca pode diminuir progressivamente a medida
que a hipertrofia passa gradualmente para insuficiéncia cardiaca (BOER; PINTO;
VELDHUISEN, 2003).

Dessa maneira, o estresse oxidativo do miocardio tem sido implicado na
transicao da hipertrofia ventricular compensada para insuficiéncia cardiaca e existem
evidéncias que apoiam o papel das EROs nesse processo (AGO et al., 2010;
KURODA et al., 2010; TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2009). O estresse

oxidativo pode prejudicar ainda mais a fungdo mitocondrial, levando a modificagdes
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oxidativas de proteinas mitocondriais, muta¢cdes no DNA mitocondrial e ativagao do
poro de transi¢ao de permeabilidade (ABEL; DOENST, 2011).

O aumento da produgcdo de EROs, ao ativar o poro de transicao de
permeabilidade mitocondrial (mPTP), promove uma permeabilizacdo nao seletiva da
membrana mitocondrial interna, tipicamente promovida pelo acumulo de quantidades
excessivas de ions calcio, resultando na perda de componentes da matriz,
comprometimento da funcionalidade mitocondrial e substancial inchago da organela,
com consequente ruptura da membrana externa, liberacdo do citocromo c e, por fim,
apoptose (KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001).

Em condigbes fisiologicas normais, a membrana interna mitocondrial €&
impermeavel a quase todos os ions e moléculas. Entretanto, sob condigdes de
estresse, o0 poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mMPTP) pode se abrir
na membrana interna mitocondrial, permitindo a passagem livre de qualquer
molécula (RASOLA; BERNARDI, 2007).

Quando o mPTP abre, a barreira de permeabilidade da membrana interna é
interrompida com duas consequéncias principais. Em primeiro lugar, embora todos
os solutos de pequeno peso molecular se movam livremente através da membrana,
as proteinas nao o fazem e, como resultado, exercem pressdo osmatica coloidal que
causa o inchaco das mitocondrias. Embora o desdobramento das cristas permita que
a matriz se expanda sem a ruptura da membrana interna, a membrana externa se
rompera e levara a liberagao de proteinas no espaco intermembranoso, como o
citocromo ¢ e outros fatores que desempenham papel critico na morte celular por
apoptose (HALESTRAP; CLARKE; JAVADOQV, 2004).

Em segundo lugar, a membrana interna torna-se livremente permeavel aos
protons. Isso desfaz a fosforilacdo oxidativa, fazendo com que a ATPase de
translocacao de protons reverta a direcao e, assim, hidrolisem ativamente o ATP, em
vez de sintetiza-lo (HALESTRAP; CLARKE; JAVADOV, 2004). Sob tais condigbes,
as concentracbes de ATP intracelular diminuem rapidamente, levando ao
rompimento da homeostase ibnica e metabdlica e a ativacdo de enzimas
degradativas, como fosfolipases, nucleases e proteases. A menos que ocorra o
fechamento dos poros, essas alteragdes causardo danos irreversiveis a ceélula,
resultando em morte necrotica. Mesmo que ocorra o fechamento, o edema
mitocondrial e a ruptura da membrana externa podem ser suficientes para colocar a

cascata apoptoética em movimento (HALESTRAP et al., 1998).
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Assim, ndo é de surpreender que o mPTP seja mantido fechado sob
condigbes fisiolégicas normais e sO seja ativado sob condi¢gbes patologicas. O
principal fator responsavel pela abertura do mPTP é a sobrecarga de calcio
mitocondrial, especialmente quando acompanhada por estresse oxidativo, deplecéo
de nucleotideos de adenina, concentragcbes elevadas de fosfato e despolarizagao
mitocondrial (HALESTRAP; CLARKE; JAVADOV, 2004; KOWALTOWSKI;
CASTILHO; VERCESI, 2001).

1.3 Flavonoides e estresse oxidativo

Os flavondides sdo importantes metabdlitos secundarios de plantas, de
estrutura polifendlica, amplamente encontrados em frutas e vegetais (BURAK; IMEN,
1999). Eles tém diversos efeitos bioquimicos protetores contra varias doengas, como
cancer, doenca de Alzheimer (DA), aterosclerose e doengas cardiovasculares
(OVANDO et al., 2009; LEE et al., 2009).

Os flavonodides estdo associados a um amplo espectro de efeitos promotores
de saude e sdo componentes indispensaveis em diversas aplicagdes nutracéuticas,
farmacéuticas, medicinais e cosméticas (WALKER et al., 2000). Isso ocorre devido
as suas propriedades anti-oxidativas, anti-inflamatérias, anti-mutagénicas e anti-
carcinogénicas, juntamente com sua capacidade de modular as principais fungdes
enzimaticas celulares (METODIEWA; KOCHMAN; KAROLCZAK, 1997). Eles
também sao conhecidos por serem inibidores potentes de varias enzimas, como
xantina oxidase (XO), ciclo-oxigenase (COX), lipoxigenase (LOX) e fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K) (HAYASHI et al., 1998;).

De forma geral, os flavonodeis pertencem a uma classe de compostos
fendlicos de baixo peso molecular e sdo amplamente distribuidos no reino vegetal
(DEWICK, 2001). Quimicamente, sdo baseados em um esqueleto de quinze
carbonos, consistindo em dois anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel pirano
heterociclico (C) (Figura 2). Eles podem ser divididos em uma variedade de classes,
como flavonas (por exemplo, apigenina e luteolina), flavondis (por exemplo,
quercetina, kaempferol, miricetina e fisetina), flavanonas (por exemplo, hesperidina e
naringenina) e outras (MIDDLETON, 1998).
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Figura 2 — Representagéo estrutural basica de um flavondide.

Fonte: Adaptado de KUMAR; PANDEY, 2013. Representacdo estrutural basica de um
flavondide — esqueleto de quinze carbonos, com dois anéis de benzeno (A e B) ligados por

um anel pirano heterociclico (C).

As varias classes de flavonodides diferem no nivel de oxidacdo e no padrao de
substituicdo do anel C, enquanto os compostos individuais de uma classe diferem no
padrao de substituicdo dos anéis A e B. Os flavondides ocorrem como agliconas,
glicosideos e derivados metilados (Figura 3). A estrutura flavonoide basica é a
aglicona. A posigao do substituinte benzenoide (anel B) divide a classe flavonoide
em flavondides e isoflavondides (MIDDLETON, 1998).

Figura 3 — Formas representativas de ocorréncia dos flavonodides.

A B
OH OH

OH OH

Fonte: Adaptado de KUMAR; PANDEY, 2013. A. Forma representativa de um flavonéide

glicosideo. B. Forma representativa de um flavondéide aglicona.

Os flavondis diferem das flavanonas pelo grupo hidroxila na posi¢do 3 e na
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ligacdo dupla C2-C3. Os flavondides séo frequentemente hidroxilados nas posi¢des
3,5,7,2,3,4 e 5 (NARAYANA et al., 2001). Quando os glicosideos s&o formados,
a ligagao glicosidica normalmente estd localizada nas posigbes 3 ou 7 e os
carboidratos podem ser L-ramnose, D-glicose, glucoranose, galactose ou
orarabinose (MIDDLETON, 1984).

Os flavonoides sdo abundantemente encontrados em alimentos e bebidas de
origem vegetal, como frutas, verduras, cha, cacau e vinho, por isso sao
denominados flavondides na dieta (YAO et al., 2004). Sendo fitoquimicos, os
flavondides ndo podem ser sintetizados por seres humanos e animais. Assim, 0s
flavondides encontrados nos animais s&do de origem vegetal, em vez de serem
biossintetizados. Os flavondides nos alimentos séo geralmente responsaveis pela
cor, sabor, prevencdo da oxidagdo da gordura e protegdo de vitaminas e enzimas
(KOES; VERWEIJ; QUATTROCCHIO, 2005).

Os beneficios para a saude dos flavonoides, atribuidos aos polifendis,
geralmente estdo ligados a duas propriedades: (l) inibicdo de certas enzimas, como
xantina oxidase e (llI) atividade antioxidante (KORKINA; AFANASEV, 1997). Os
flavondides podem prevenir lesbes causadas pelos radicais livres de varias maneiras
e uma delas € a eliminagéo direta de radicais livres. Os flavonodides s&o oxidados
pelos radicais, resultando num radical mais estavel e menos reativo. Em outras
palavras, os flavondides estabilizam as espécies reativas de oxigénio reagindo com
o composto reativo do radical. Assim, devido a alta reatividade do grupo hidroxila
dos flavonoides, os radicais sdo desativados (HANASAKI; OGAWA,; FUKUI, 1994).

Estudos observaram que os flavondides podem eliminar diretamente os
anions superoéxidos além de também poderem eliminar o radical altamente reativo
derivado do oxigénio, chamado peroxinitrito. Esses estudos mostraram que os
flavonoides, como a epicatequina e a rutina, sdo poderosos eliminadores de radicais
e a capacidade de eliminacdo da rutina é devida a sua atividade inibitoria sobre a
enzima xantina oxidase (HANASAKI et al.,1997). Além disso, outros estudos
relataram que, ao eliminar radicais, os flavondides podem inibir a oxidacédo do LDL e
dessa maneira, podem prevenir a aterosclerose (KERRY; ABBEY, 1997).

Varios estudos epidemioldgicos sugeriram que beber cha verde ou preto pode
diminuir as concentragbes de colesterol no sangue e a pressdao sanguinea,
fornecendo assim alguma proteg¢ao contra doenga cardiovascular. Foi observado um

efeito anti-hipertensivo na fragao total de flavonodides do Astragalus complanatus em
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ratos hipertensos. Dentre outras atividades, os flavonoides podem ter um efeito
positivo contra a doenca de Parkinson e também podem ajudar a melhorar a
memoria em idosos. A ingestdo de flavondides antioxidantes tem sido também
inversamente relacionada ao risco de incidéncia de deméncia (COMMENGES et al.,
2000; LI et al., 2005).

1.4 Quercetina

Segundo estudos epidemiologicos, o aumento da ingestdo de flavondides é
acompanhado por um risco reduzido de doencgas coronarianas. Nesse contexto, a
quercetina tornou-se alvo de atencéao, principalmente devido ao seu amplo espectro
de efeitos benéficos no sistema cardiovascular (DUARTE et al., 2001a).

Dentro da familia dos flavondides, a quercetina € a mais potente depuradora
de espécies reativas de oxigénio (EROs), incluindo o radical superdxido e espécies
reativas de nitrogénio, como o radical o6xido nitrico e o peroxinitrito. Estas
capacidades antioxidantes da quercetina sdo atribuidas a presenga de dois
farmacoforos antioxidantes dentro da molécula (grupo catecol no anel B e grupo OH
na posicao 3 do anel AC) que possuem a configuragdo 6tima para eliminacéo de
radicais livres (Figura 4). Além disso, sugere-se que a quercetina possa fortalecer
significativamente a proteg¢ao antioxidante endégena devido a sua contribuicdo para
a capacidade antioxidante total do plasma que €& 6,24 vezes maior do que o
antioxidante referéncia trolox, enquanto por exemplo a contribuigdo da vitamina C e
do acido urico virtualmente é igual a do trolox (BOOTS; HAENEN; BAST, 2008).

Figura 4 — Representagéo estrutural da quercetina.
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Fonte: Adaptado de BOOTS; HAENEN; BAST, 2008. As capacidades antioxidantes da
quercetina séo atribuidas a presenga de um grupo catecol no anel B e um grupo OH na

posicao 3 do anel AC.

A quercetina € um importante polifenol na dieta, presente em varios alimentos
e consumido quase diariamente. Pesquisas sobre a bioatividade da quercetina
identificaram inUmeras vias pelas quais ela pode impedir ou retardar o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (JOSEPH; MURALIDHARA, 2015;
MAGALINGAM et al., 2015; PISONERO-VAQUERO et al., 2015a, 2015b,
SABOGAL-GUAQUETA et al., 2015).

Apesar de sua capacidade direta de eliminacdo de radicais livres, os
polifendis também podem exercer um efeito antioxidante intracelular por meio de
varios mecanismos. Esses mecanismos incluem modulacdo da expressao e/ou
atividade de enzimas antioxidantes enddgenas, reduzindo assim a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ALIA et al., 2006; GRAZIANI et al., 2005; PATEL;
MARU, 2008; SPANIER et al., 2009).

As proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKs) e outras vias de
sinalizacdo que desempenham papéis importantes na hipertrofia cardiaca, sao
fortemente ativadas pelas EROs. As EROs atuam como moléculas sinalizadoras
intracelulares na resposta ao estresse, levando a apoptose, proliferacédo e
transformacado. Nos cardiomidcitos, as EROs mediam a hipertrofia cardiaca induzida
por diversos estimulos, como o estiramento mecanico, angiotensina Il e o fator de
necrose tumoral. Nesse sentido, a quercetina, enquanto antioxidante, apresenta um

papel significativo na prevencgao da hipertrofia cardiaca (CHEN et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto do tratamento com quercetina sobre a hipertrofia cardiaca.

2.2 Objetivos especificos

Determinar os efeitos do tratamento com quercetina sobre os niveis de

proteinas totais e proteinas sulfidrilas em coragdes hipertroficos;

Avaliar os efeitos do tratamento com quercetina sobre a atividade das

enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase (SOD);

Determinar a producdo de perdxido de hidrogénio (H202) em coragdes

hipertréficos que foram tratados com quercetinag;

Avaliar os efeitos da quercetina sobre a expressao e atividade da superdxido
dismutase mitocondrial (MnSQOD);

Avaliar os efeitos da quercetina sobre a respiragao/funcdo mitocondrial

através da medida da raz&o do controle respiratorio (RCR) e relagao ADP/O;

Analisar o impacto do tratamento in vivo com quercetina sobre a inducéo da

abertura do mPTP em coragdes hipertréficos;

Analisar o impacto do tratamento in vitro com quercetina sobre a inducédo da

abertura do mPTP em coragdes hipertroficos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Todos os animais foram utilizados em conformidade com o guia para cuidado
e uso de animais de laboratério publicado pelo National Institute of Health. O
protocolo foi aprovado pelo comité de Etica no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal do Cariri com numero de protocolo 01/2019 (ANEXO A).
Camundongos Swiss de 60 dias de idade, machos, pesando entre 25 e 30 g foram
mantidos a 23 + 2 °C com ciclo de 12 hrs claro/escuro e com acesso a uma dieta

padréo (Purina do Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil) e agua filtrada.

3.2 Drogas e reagentes
3.2.1 Isoproterenol

O isoproterenol (Figura 5) € um agonista beta-adrenérgico ndo seletivo
utilizado em pesquisas cardiovasculares. Possui um efeito inotropico e cronotropico
positivo sobre o coracdo, ocasionando hipertrofia. Para o estudo, foi utilizada a
mistura racémica (+) isoproterenol obtida através da Sigma-Aldrich® (codigo 15627).

O (%) isoproterenol apresenta-se como um pé branco, que foi utizado na dose
de 30 mg/kg/dia e aplicado via intraperitoneal com um intervalo de 24 hrs entre as
aplicagdes. Sua diluicao foi feita em solugdo salina a 0,9%, na concentragcéo de 3

mg/mL e, para cada animal, foram administrados 300 pL.

Figura 5 — Representagéo estrutural do isoproterenol.
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3.2.2 Quercetina e carboximetilcelulose

A quercetina foi obtida através da Sigma-Aldrich® (cédigo Q4951), apresenta-
se como um po amarelo e, in vivo, foi administrada na forma de suspensdo em
carboximetilcelulose a 1% (Labsynth®). Para tal, a quercetina foi misturada
lentamente a carboximetilcelulose sob agitagdo constante em vortex. A preparagao
foi feita na concentracdo de 1:1 (m/v) e a dosagem de quercetina utilizada foi 10
mg/kg/dia. Sua administracdo foi feita através de gavagem (via oral) e para cada
animal foram administrados 300 uL. A carboximetilcelulose, por sua vez, apresenta-
se como um po branco e foi diluida na concentragdo de 1% (m/v) em solugao salina
a 0,9%.

Para teste in vitro, a quercetina foi diluida em dimetilsulféxido (DMSO) nas
concentragbes de 2,5, 5 e 10 nM e administrada sobre mitocondrias isoladas de

coracoes hipertroficos.

3.2.3 Rotenona, succinato, oligomicina e carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona

O succinato é um substrato do complexo |l mitocondrial (succinato
desidrogenase), que fornece elétrons para a cadeia de transporte de elétrons,
enquanto a rotenona € um inibidor do complexo | (NADH desidrogenase). Os dois
sdo utilizados em conjunto para estimular a respiragéo in vitro em mitocondrias
isoladas. A oligomicina e o carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), por sua
vez, sao moduladores da fungao mitocondrial. A oligomicina € uma droga inibidora
da ATP-sintase e o CCCP é um ionoforo que ocasiona desacoplamento da
respiragao e sintese de ATP (PANOV, 2015).

Todas as drogas sdo provenientes da Sigma-Aldrich® e foram diluidas em
dimetilsulféxido (DMSQO) nas seguintes concentracdes: rotenona 5 uM, succinato 3

mM, oligomicina 1 pg/mL e carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) 100 nM.

3.2.4 Reagentes

Azul de nitrotetrazolio (NBT) 100 mg/ml — Obtido através da Sigma-Aldrich®.
Apresenta-se na forma de um po branco e € um potente indicador redox que forma
um diformazano insoluvel apds redugao, sendo utilizado no estudo para detecgao de

SOD citosolica e mitocondrial. Sua diluigao foi feita em agua miliQ na concentragéo
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de 75 mM.

Acido 2,2'-dinitro-5-5'-ditio-dibenzdico (DTNB) 10mg/ml — Obtido através da
Sigma-Aldrich®. Também chamado de reagente de Ellman, é um reagente que
interage com os grupos tiol das proteinas, sendo utilizado no estudo para determinar
seus niveis. Sua diluicao foi feita em uma solu¢cdo de tampé&o fosfato-salino (PBS)
contendo (em mM) 137 NaCl, 10 Na2HPO4, 2 KH2PO4, pH 7,4 mais EDTA, na

concentracao de 0,2 mM.

3.3 Indugao da hipertrofia cardiaca e tratamento com quercetina

Para estudar os efeitos da quercetina na hipertrofia cardiaca induzida por (%)
isoproterenol (ISO), camundongos Mus musculus linhagem Swiss com 60 dias de
idade (25-30 g) foram tratados por oito dias consecutivos, num intervalo de 24 horas.
Nos primeiros quatro dias, os animais foram divididos em dois grupos — um grupo
ISO que recebeu 300 uL de (z) isoproterenol (na dose de 30 mg/kg/dia) por via
intraperitoneal e um grupo controle que recebeu 300 pL de solugdo salina (0,9%)
também por via intraperitoneal. A partir desse ponto, para avaliacdo dos efeitos do
() isoproterenol, uma parte de camundongos do grupo ISO e do grupo controle foi
submetida a eutanasia, o tecido cardiaco foi coletado e os parametros de estresse
oxidativo analisados. Os camundongos restantes do grupo ISO foram entdo
subdivididos arbitrariamente em dois grupos e tratados por mais quatro dias (Figura
6) — Um grupo recebeu 300 pL de (z) isoproterenol (na dose de 30 mg/kg/dia), mais
300 pL de quercetina (na dose de 10 mg/kg/dia em suspensao em
carboximetilcelulose 1%) via oral (grupo ISO+QUE) e outro grupo que recebeu 300
uL de (z) isoproterenol e também 300 yL de carboximetilcelulose 1% via oral (grupo
ISO). O grupo controle recebeu inje¢cdes de solugdo salina a 0,9% por via
intraperitoneal e também carboximetilcelulose 1% via oral nos ultimos quatro dias de
tratamento. As aplicagdes intraperitoneais foram feitas alternando-se os lados de
aplicacdo durante o decorrer do tratamento, a fim de evitar a ocorréncia de
peritonite. A dose de quercetina utilizada foi escolhida com base nos estudos que

demonstraram sua atividade antioxidante ja presentes na literatura.
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Figura 6 — Esquema de tratamento dos animais.
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Fonte: Elaboragao propria. Representagdo esquematica dos tratamentos dos camundongos
com () isoproterenol (4 dias), (x) isoproterenol (8 dias) e () isoproterenol mais quercetina.

As setas indicam os dias das eutanasias dos camundongos.

3.4 Mensuracgao da hipertrofia cardiaca

Antes da eutanasia, os camundongos foram injetados com ketamina sddica
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), pesados e eutanasiados por decapitacdo. Os
coragdes foram removidos, lavados com tampéao fosfato-salino (PBS) gelado para
remover 0 excesso de sangue e pesados. As tibias foram removidas, dissecadas e
seus comprimentos foram medidos. A hipertrofia cardiaca foi expressa pela relagao
entre peso cardiaco (mg) e comprimento da tibia (mm). Os ventriculos esquerdos

foram seccionados e imediatamente utilizados para a quantificacdo de H20:.

3.5 Quantificagao da producgao de H202

A produgao de H202 foi medida usando Amplex Red (Molecular Probes®) de
acordo com as instrugdes do fabricante. De forma rapida, os ventriculos esquerdos
foram cortados em blocos (20 mg) e incubados (protegidos da luz) com Amplex Red
(50 umol/mL) e peroxidase de raiz forte (HRP) (1 U/mL) durante 30 min a 37°C em
tampao Krebs-Hepes contendo (em mM) 118 NaCl, 25 NaHCOs, 1,2 KH2PO4, 4,7
KCl, 1,2 MgSOs4, 1,25 CaClz2, 10 glicose e 10 Hepes, pH 7,4. Os tubos foram
centrifugados a 5000 RCF durante 2 min e a absorbancia medida a 560 nm. A
absorbancia do branco foi determinada incubando Amplex Red e HRP sem a
amostra. A liberagdo de H20:2 foi calculada utilizando padrées de H202 para criar

uma curva de calibragéo e expressa em umol/20 mg de tecido.
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3.6 Isolamento mitocondrial

Rapidamente, o tecido cardiaco foi picado em pedacos pequenos usando uma
tesoura, lavado duas vezes com PBS gelado. Apds isso os coragdes foram expostos
a protease de pancreas bovino (Sigma-Aldrich®) por 10 min em tamp&o contendo
sacarose 300 mM, tampéao K* Hepes 10 mM, pH 7,2 e K* EGTA 1 mM. O excesso de
protease foi removida por lavagem com tampé&o contendo sacarose 300 mM, tampéao
K* Hepes 10 mM, pH 7,2, K* EGTA 1 mM e albumina de soro bovino (BSA) 1 mg/mL
e logo em seguida homogeneizado com um potter de vidro pré-resfriado no mesmo
tampao gelado. Nucleos e residuos celulares foram sedimentados por centrifugacao
a 1200 g por 5 min. Para obter o sedimento mitocondrial, o sobrenadante foi
centrifugado a 9000 RCF por 10 min. O sedimento mitocondrial foi ressuspenso em
uma quantidade minima de tampao (100 uL) e usado imediatamente para avaliagéo
da atividade respiratoria, para avaliacdo da abertura do mPTP e posteriormente para
determinacao da atividade de superdxido dismutase dependente de manganés (SOD
mitocondrial). O sobrenadante resultante (fragéo citosdlica) foi armazenado a -80 °C
e utilizado para os outros ensaios bioquimicos (proteinas tiol, catalase e superéxido

dismutase Cu/Zn).

3.7 Avaliagao da respiragcao/fungao mitocondrial

A adicdo de ADP as mitocdndrias isoladas na presenca de substrato
(succinato) estimula a fosforilagdo oxidativa, que € convencionalmente denominada
de "estado 3" da respiragdo. Como resultado, o potencial de membrana mitocondrial
(AW) cai e o consumo de oxigenio aumenta. Sendo assim, o grau de declinio do AY
depende da capacidade da mitocéndria de estimular a respiragao. Ja o "estado 4" é
caracterizado pelo esgotamento do ADP e consequentemente o AW torna-se
maximo, fazendo com que o consumo de oxigenio diminua. Por fim, a adigdo de um
protonéforo (CCCP) resulta no consumo maximo de oxigénio (respiragdo maxima)
devido a dissipagcdo do AW. Esse estado metabdlico € designado como "estado
desacoplado" (PANOV, 2015).

A razdo numérica estado 3/ estado 4 é denominada razdo do controle
respiratorio mitocondrial (RCR), na qual uma alta relagdo reflete uma boa fungéo

mitocondrial, enquanto que uma baixa relagdo € interpretada como sinal de
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desacoplamento mitocondrial e comprometimento da fungdo da organela (PANOV,
2015).

Outro parametro utilizado para avaliar funcao mitocondrial é a relacdo ADP/O,
gue nada mais € que a relagédo entre o consumo de oxigénio e a sintese de ATP. Em
outras palavras, refere-se a quantidade de moléculas de ADP fosforiladas por
atomos de oxigénio reduzidos. Essa razdo reflete a eficiéncia da fosforilagdo
oxidativa nas mitocéndrias, sendo que quanto maior essa relagcdo, maior a eficiéncia
(PANOV, 2015).

A respiragcdo mitocondrial foi medida utilizando-se um oxigrafo (Oxygraph
Plus) com eletrodo tipo Clark, que permite a verificagdo do oxigénio consumido no
meio reacional pelas mitocéndrias em cada condicdo testada. Para tal, as
mitocbndrias isoladas foram suspensas em meio experimental contendo D-manitol
75 mM, sacarose 25 mM, KH2PO3 20 mM, Tris-HCI 5 mM, KCI 100 mM, BSA a 0,1%,
EGTA 1 mM e EDTA 0,5 mM, pH 7,4 (K*). Todos os experimentos foram realizados
no mesmo meio, a 37°C e utilizando-se como substrato mitocondrial succinato 3 mM
na presenca de rotenona 5 M (que proporciona melhores taxas respiratérias). A
respiragdo do “estado 3” foi medida pela adicdo de 1 mM de ADP, a do “estado 4”
pela adicdo de 1 pug/ml de oligomicina e a respiragdo maxima foi promovida pela
adicdo de 100 nM de CCCP. A raz&o do controle respiratério mitocondrial (RCR) foi
determinada pela razdo estado 3/estado 4, obtidos através do coeficiente angular
das retas, em uma analise de regressao linear. Ja a relagdo ADP/O foi determinada
pela razdo entre a concentracdo de ADP utilizada (200 ymol) e a variagdo da
concentragdo de oxigénio no meio no “estado 3" (AO2). Todos os valores foram

normalizados pela concentracio de proteinas presentes na amostra.

3.8 Avaliagao da abertura do mPTP (aumento do volume mitocondrial)

As mitocéndrias dos coragdes de camundongos (0,2 mg de proteina/mL)
foram incubadas em tamp&o contendo KCI 100 mM, Hepes 10 mM, succinato 2 mM,
MgCl2 2 mM, KH2PO4 2 mM, oligomicina 1 pg/mL, pH 7,2 (KOH). Para induzir a
abertura do mPTP, adicionou-se 2 uM de CaClz. As alteragdes na dispersao da luz
devido a absorgdo de Ca?* e consequentemente, ao aumento do volume
mitocondrial, foram medidas como uma diminuigdo ao longo do tempo na densidade

Optica a 540 nm.
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3.9 Atividade enzimatica da SOD mitocondrial (MnSOD)

A atividade de MnSOD foi medida segundo o procedimento de Weisiger e
Fridovich (1973). As mitocondrias foram submetidas a trés ciclos de congelamento-
descongelamento rapido em tampao hipoténico (KH2PO4 25 mM, pH 7,2, MgCl2 5
mM), pH 7,2 antes do ensaio. As mitocbndrias foram entdo adicionadas a um meio
de reagao contendo EDTA 0,1 mM, L-metionina 13 mM e azul de nitro-tetrazélio 75
mM (NBT) em tampao PBS pH 7,8. A reacao foi iniciada pela adicdo de 2 uyM de
riboflavina e exposta uniformemente a uma luz branca néo filtrada durante 10
minutos. A cor azul desenvolvida devido a redugao de NBT foi medida a 560 nm. As
amostras foram pré-incubadas durante 20 min com cianeto de sédio (5 mM) para
inibir a Cu/ZnSOD residual e, assim, medir apenas a atividade de MnSOD. A
atividade de SOD foi expressa como U/mg de proteina. Uma unidade € a quantidade

de enzima necessaria para inibir a redugao de NBT em 50%.

3.10 Teor de proteinas

O teor total de proteinas em cada amostra foi estimado usando o método de
Bradford (BRADFORD, 1976) que é baseado no deslocamento do equilibrio do
corante para sua forma anibnica, quando ocorre interagdo entre a proteina e o
“‘coomassie brilhante blue” BG 250 (LI et al., 1995). Para calcular o teor de proteinas
totais foi criada uma curva de calibracdo usando padrbes de albumina de soro

bovino (BSA) e a leitura foi realizada em 595 nm.

3.11 Teor de proteinas tiol (sulfidrilas)

O dano oxidativo as proteinas esta inversamente correlacionado com o teor
de tiol de proteinas. Os tidis nas proteinas foram medidos através da redugdo do
DTNB, gerando um produto amarelo (TNB) medido a 412 nm. Os sobrenadantes do
homogenato foram incubados no escuro por 30 min a 37°C com DTNB 0,2 mM
(preparado em PBS mais EDTA 1 mM). O teor de proteina tiol foi calculado com
base no coeficiente de extingdo molar de TNB (14.500 M-1 cm-1) e relatado como
moles de TNB por miligrama de proteina. A reagdo com DTNB sem proteina e

submetida @ mesma incubagao serviu como branco.
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3.12 Atividade da catalase

Os sobrenadantes das amostras homogeneizadas foram adicionados ao meio
de reagéo contendo 50 mM de H202 e 100 mM de tamp&o fosfato-salino (PBS) (pH
7,4). O decaimento na absorbancia, a 240 nm, foi registrado por 10 min. A atividade

da catalase foi calculada como miliunidades de catalase por miligrama de proteina.

3.13 Atividade da superéxido dismutase (Cu/ZnSOD)

O homogenato foi adicionado a um meio de reagcédo contendo 0,1 mM de
EDTA, 13 mM de L-metionina e 75 mM de nitro azul tetrazodlio (NBT) em tampao
fosfato de potassio (pH 7,8). A reagao foi iniciada pela adigdo de 2 uM de riboflavina
e exposta uniformemente a uma luz branca nao filtrada por 10 min. A absorbancia da
cor azul desenvolvida devido a redugcdo de NBT foi medida em 560 nm. A atividade
da SOD foi expressa em U/mg de proteina. Uma unidade € a quantidade de enzima

necessaria para inibir a redugao de NBT em 50%.

3.14 Western Blot para SOD mitocondrial (MnSOD)

As proteinas de amostras cardiacas foram submetidas a eletroforese em
SDS-PAGE (4-10%) e transferidas para a membrana de nitrocelulose. Apds a
transferéncia, a membrana foi corada com o corante Ponceau para detectar o nivel
de proteinas em cada amostra. Apos isso a membrana foi descorada e bloqueada a
37°C utilizando solucéo salina tamponada com Tris pH 7,5 (TBS) contendo 5% de
leite livre de acidos graxos. A MnSOD foi detectada inicialmente apds incubagao
overnight a 4°C com anticorpo primario — Anti-SOD2/MnSOD de coelho da Abcam®
(codigo ab68155) 1:1000. Em seguida,a membrana foi entdo lavada em TBS-Tween-
20 a 0,1% (TBS-T) e foi novamente bloqueada em TBS-T em 1% de leite livre de
acidos graxos e incubado com anticorpo secundario de cabra anti IgG de coelho da
Li-cor® (cdédigo 926-32211) marcado com IRDye 680RD (emite fluorescéncia na
regido do verde) conjugado com a imunoglobina, durante 1h. Apds a lavagem com
TBS-T, o blot foi detectado por um sistema de deteccéo florescente na regido do
verde. A analise densitométrica das bandas foi feita utilizando o software Image J.

Os niveis de proteinas foram expressos como relativos ao controle.
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3.15 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism® versdo 5.0
(Microsoft Windows®). A diferenca entre os grupos foram analisadas usando analise
de variancia teste “t” de student’'s ou one-way (Anova) seguida de tukey test para
analise de post hoc. Os dados sdo apresentados como média e erro padrao médio.

Para todas as analises P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Tratamento com quercetina atenua a hipertrofia cardiaca induzida por

isoproterenol e restaura a atividade antioxidante enzimatica

Apds os primeiros 4 dias de tratamento com (i) isoproterenol, os
camundongos tiveram coragdes hipertrofiados, como indicado pelo aumento do
tamanho dos coracdes e pelo aumento da relacdo peso cardiaco/comprimento da
tibia (Figura 7A, 7B). A diferenga nessa relagdo foi associada a teor de proteinas
maior (Figura 8A), sugestivo de hipertrofia cardiaca, e a menor teor de proteinas
sulfidrilas, sugestivo de estresse oxidativo (Figura 8B). Além disso, foi observado
que o tratamento com (z) isoproterenol leva ao comprometimento da atividade
enzimatica antioxidante, diminuindo a atividade de catalase e causando um leve

efeito de diminuicado mas nao significativo de superdxido dismutase (Figura 9A, 9B).

Figura 7 — Fotografia dos coragdes e relagdo peso cardiaco/comprimento da tibia.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Fotografia dos coragdes de camundongos nao tratados
(controle) e tratados com (%) isoproterenol por 4 dias (ISO). B. Relagdo entre o peso
cardiaco e o comprimento da tibia de camundongos nao tratados (controle) e ao final do

tratamento com (z) isoproterenol por 4 dias (ISO). ***P<0.001. Os valores sado apresentados
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como = erro padrdo da meédia, n=3-4 por grupo.

Figura 8 — Teor de proteinas totais e de proteinas sulfidrilas.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Teor de proteinas totais em coragbes de camundongos nao
tratados (controle) e submetidos ao tratamento com (%) isoproterenol por 4 dias (ISO). B.
Teor de proteinas sulfidrilas em coragbes de camundongos né&o tratados (controle) e
submetidos ao tratamento com (z) isoproterenol por 4 dias (ISO). *P<0.05, **P<0.01. Os

valores sdo apresentados como * erro padrao da média, n=3-4 por grupo.
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Figura 9 — Quantificagdo da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Atividade de catalase (CAT). B. Atividade de superdxido
dismutase (SOD). *P<0.05. Os valores sdo apresentados como + erro padrdo da média,

n=3-4 por grupo.

Sabendo que o tratamento com () isoproterenol leva a hipertrofia cardiaca e
comprometimento da atividade antioxidante, investigou-se o efeito do tratamento
com quercetina nessa condi¢gao subdividindo-se o grupo de camundongos que
receberam (z) isoproterenol em um grupo que recebeu (x) isoproterenol mais
quercetina (grupo ISO+QUE) e outro que continuou a receber apenas (%)
isoproterenol (grupo ISO) por mais quatro dias. Observou-se que, ao final de oito
dias, os coragdes do grupo ISO+QUE apresentaram menor tamanho (Figura 10A) e
menor relagdo peso cardiaco/comprimento da tibia (Figura 10B). Esses resultados
demonstram que a quercetina atenuou a hipertrofia cardiaca induzida pelo ()
isoproterenol. Além disso, foi observado que o tratamento com quercetina foi capaz
de restabelecer o teor de proteinas sulfidrilas (Figura 11B) e de melhorar
significativamente a atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase

comprometidas nos coragdes hipertréficos (Figura 12A, 12B).
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Figura 10 — Fotografia dos coragbes e relagdo peso cardiaco/comprimento da tibia.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Fotografia dos coragdes de camundongos nao tratados
(controle), ao final do tratamento (8 dias) com (%) isoproterenol (ISO) e (%) isoproterenol mais
quercetina (ISO+QUE). B. Relagado entre o peso cardiaco e o comprimento da tibia de
camundongos nao tratados (controle), ao final do tratamento com () isoproterenol (ISO) e
(x) isoproterenol mais quercetina (ISO+QUE). **P<0.01, ***P<0.001. Os valores s&o
apresentados como + erro padrao da média, n=4-6 por grupo.
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Figura 11 — Teor de proteinas totais e de proteinas sulfidrilas.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Teor de proteinas totais em coragbes de camundongos nao
tratados (controle), submetidos ao tratamento (8 dias) com () isoproterenol (ISO) e (%)
isoproterenol mais quercetina (ISO+QUE). B. Teor de proteinas sulfidrilas em corag¢des de
camundongos néo tratados (controle), submetidos ao tratamento com (z) isoproterenol (ISO)

e isoproterenol mais quercetina (ISO+QUE). *P<0.05. Os valores sdo apresentados como +

erro padrao da média, n=4-6 por grupo.
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Figura 12 — Quantificagdo da atividade das enzimas catalase e superoxido

dismutase.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Atividade de catalase (CAT). B. Atividade de superdxido
dismutase (SOD). *P<0.05. Os valores sao apresentados como * erro padrao da média,

n=4-6 por grupo.

4.2 Tratamento com quercetina bloqueia a produgdo de H20: durante a

hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol

Sabendo que a quercetina restaura a atividade antioxidante enzimatica, foi
levantada a hipétese de que o tratamento com quercetina também pode evitar a
hipertrofia cardiaca atuando diretamente sobre as espécies reativas de oxigénio. De
acordo com essa hipotese, observou-se que a concentragdo de H202 (medida
usando o ensaio Amplex Red, conforme descrito em Materiais e métodos) encontra-
se significativamente aumentada apds 4 dias de tratamento com (x) isoproterenol
(Figura. 13A) e que a intervengdo com a quercetina a partir desse ponto, foi capaz

de diminui-la (Figura. 12B).
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Figura 13 — Quantificagdo de H>0> produzido pelos ventriculos esquerdos.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Quantificacdo de H»O, em camundongos nao tratados
(controle) e ao final de 4 dias de tratamento com () isoproterenol. B. Quantificagdo de H202
em camundongos nao tratados (controle), ao final do tratamento de 8 dias com ()
isoproterenol (ISO) e (z) isoproterenol mais quercetina (ISO+QUE). As analises foram
conduzidas como descrita em materiais e métodos. *P<0.05, ***P<0.001. Os valores sao

apresentados como * erro padrao da média, n=4-6 por grupo.

4.3 Quercetina restaura a expressao e atividade de superéxido dismutase

mitocondrial

Sabendo que a quercetina é capaz de restaurar a atividade antioxidante de
superéxido dismutase citosélica (Cu/Zn SOD), foi testada a atividade de MnSOD
durante a hipertrofia cardiaca, sem e com tratamento com quercetina, com o objetivo
de identificar se as mitocondrias cardiacas de camundongos tratados com
quercetina apresentam menor dano oxidativo. Evidenciou-se que as mitocondrias
cardiacas isoladas de camundongos tratados apenas com (x) isoproterenol
apresentaram atividade diminuida de MnSOD, enquanto que as mitocdndrias

cardiacas isoladas de camundongos tratados inicialmente com (+) isoproterenol e
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depois com (%) isoproterenol mais quercetina, tiveram a atividade MnSOD
restaurada (Figura. 14).

Além disso, também foi quantificado os niveis dessa proteina através da
técnica de Western Blot e observou-se que o estimulo hipertrofico diminuiu a
expressdao de MnSOD, enquanto que o tratamento com quercetina durante a
hipertrofia cardiaca reestabeleceu os niveis dessa proteina (Figura. 15A, 15B). Estes
resultados sugerem que a quercetina possa atuar a nivel mitocondrial, diminuindo o

estresse oxidativo ao exercer efeito sobre a expressdo de uma importante enzima

antioxidante.
Figura 14 - Quantificagdo da atividade da enzima superdxido dismutase
mitoconderial.
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Fonte: Dados da pesquisa. Tratamento com quercetina restaura a atividade de superoxido
dismutase mitocondrial (MnSOD). *P<0.05. Os valores s&o apresentados como % erro

padrdo da média, n=4-6 por grupo.
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Figura 15 — Expresséo de superoxido dismutase mitoconderial.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Quantificagdo de MnSOD por Western Blot normalizada pelo

Ponceau. B. Densitometria relativa ao controle. *P<0.05. Os valores sdo apresentados como

* erro padrdo da média, n=4-6 por grupo.

4.4 Tratamento com quercetina ndao tem efeito sobre a razao do controle

respiratério mitocondrial (RCR) e a relagao ADP/O

Sabendo que a quercetina é capaz de diminuir o estresse oxidativo ao atuar
sobre a atividade e expressdo de enzimas antioxidantes e também sobre as
espécies reativas de oxigénio, foi levantada a hipétese de que a quercetina possa
atuar sobre a mitocdndria, melhorando a fungdo mitocondrial e consequentemente, o
equilibrio redox. Para testar tal hipétese, monitorou-se a razdo do controle
respiratorio mitocondrial (RCR) de mitocéndrias isoladas de coragdes hipertroficos e
também de coragdes hipertréficos submetidos ao tratamento com antioxidante
quercetina.

Observou-se que as mitocondrias oriundas de coragdes hipertroficos
apresentaram uma leve diminuicdo dessa relacdo em comparagao as mitocondrias
do grupo controle, mas nao significativa. Da mesma forma, as mitocéndrias de
coracdes hipertroficos tratados com quercetina apresentaram um leve aumento
dessa relagao em relagao ao grupo ISO, mas também néo significativo (Figura. 16A).

Além disso, foi evidenciado que o (1) isoproterenol (grupo ISO) e a quercetina (grupo
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ISO+QUE) também ndo exerceram efeitos significantes sobre a relagdo ADP/O
(Figura. 15B).

Figura 16 — Raz4o do controle respiratorio mitocondrial (RCR) e relagédo ADP/O.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Razao do controle respiratério mitocondrial (RCR) — estado 3/
estado 4 — deduzidos a partir do coeficiente angular das retas. B. Relagdo ADP/O

(concentragédo de ADP em mmol/AO, no estado 3). Os valores sédo apresentados como *
erro padrédo da média, n=3 por grupo.

4.5 Quercetina protege as mitocoéndrias in vivo e in vitro contra a abertura do

mPTP induzida por Ca?* durante a hipertrofia cardiaca

A fim de examinar se as mitocdndrias cardiacas isoladas dos camundongos
tinham maior susceptibilidade ao aumento de volume induzido por Ca?*, foi utilizada
a técnica de acompanhamento da dispersao de luz como descrita em materiais e
métodos. Observou-se que as mitocéndrias oriundas de coracdes hipertroficos
apresentaram um aumento significativo do volume em relagdo ao grupo controle
(indicado pela diminuigdo no espalhamento de luz). Em contraste, o tratamento com
quercetina durante a hipertrofia cardiaca foi capaz de reverter esse efeito (Figura.

17A, 17B). Isso sugere que a quercetina protege as mitocondrias contra a abertura
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do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP) durante o estimulo
hipertréfico.

Figura 17 — Inchamento mitocondrial induzido por céalcio.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Acompanhamento da dispersdo de luz apdés a adicao de
CaCl, em mitocbéndrias isoladas de coragdes de camundongos nao tratados (controle),
tratados com (t) isoproterenol (ISO) e (1) isoproterenol mais quercetina (ISO+QUE) B. Delta
das absorbancias. Os valores sao apresentados como + erro padrao da média, n=3 por
grupo.

Por fim, também foi testado se esse efeito é reproduzido quando a quercetina
€ adminstrada in vitro. Para tal, a quercetina foi diluida em DMSO e administrada
nas concentragdes de 2,5, 5 e 10 nM sobre as mitocdndrias isoladas de coragbes
hipertréficos juntamente com o tampéao utilizado no experimento (KCI 100 mM,
Hepes 10 mM, succinato 2 mM, MgCl2 2 mM, KH2PO4 2 mM, oligomicina 1 ug/mL,
pH 7,2 (KOH). Observou-se que na concentracdo de 5 nM, a quercetina parece
exercer algum efeito protetor contra a abertura do mPTP (Figura. 18A, 18B), dando

suporte a hipotese de que o efeito protetor observado anteriormente pode ser devido

a sua atividade.
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Figura 18 — Inchamento induzido por calcio em mitocdndrias de coragées

hipertrdficos tratadas com quercetina in vitro.
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Fonte: Dados da pesquisa. A. Acompanhamento da dispersdo de luz apds a adicdo de
quercetina (5nM) e CaCl, em mitocondrias isoladas de coragbes hipertréficos. Figura
representativa de 3 experimentos. B. Delta das absorbancias. Os valores sao

apresentadoscomo * erro padrdo da média, n=3 por grupo.

Em suma, a administracédo de (z) isoproterenol (30 mg/kg/dia) por quatro dias,
ocasiona hipertrofia cardiaca, estimula a geracdo de H202, promove a oxidagao dos
grupos tiol das proteinas pelos radicais livres, compromete a atividade antioxidante e
estimula a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP),
que gera inchamento da organela, com consequente ruptura e morte celular por
necrose e apoptose. A intervengdo com quercetina (10 mg/kg/dia) a partir desse
ponto, foi capaz de atenuar a hipertrofia cardiaca, bloquear a producdo de H202,
diminuir o teor de proteinas tiol oxidadas, melhorar a atividade antioxidante (SOD,
CAT, MnSQOD) e proteger as mitocondrias contra a abertura do mPTP (Figura. 19)
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Figura 19 — Esquema representativo dos efeitos do tratamento com quercetina

durante a hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.
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Fonte: Elaboracao prépria.
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5. DISCUSSAO

Esta bem estabelecido que a oxidacdo de macromoléculas importantes,
incluindo lipidios, proteinas e acidos nucléicos, em resposta ao estresse oxidativo,
estd associada ao desenvolvimento e progressdo de doengas crbénicas nao
transmissiveis, como a hipertrofia cardiaca (KANEDA et al., 2002; KULOGLU et al.,
2002 ; LOVELL et al., 1999; RAHMAN et al., 2002, ZHANG et al., 1999). Varios
estudos in vitro e in vivo demonstraram que as moléculas antioxidantes que
eliminam os radicais livres podem atenuar o aumento dos marcadores do estresse
oxidativo e atenuar os danos celulares, restaurando assim a homeostase celular
normal e a funcao fisiolégica (GUTIERREZ et al., 2015 ; HANNEKEN et al., 2006;
HOLT et al.,, 2009; PAVLICA; GEBHARDT, 2010; PIGNATELLI et al., 2006;
RAHMAN et al., 2002; YOUDIM et al., 2000). Da mesma forma, alguns estudos
identificaram uma correlacao inversa entre o risco relativo de desenvolver doencas
degenerativas e cardiovasculares com uma alta ingestdo alimentar rica em
antioxidantes naturais (BARBERGER-GATEAU et al., 2007; CHO et al., 2004; GEY;
PUSKA, 1989; CORLEY et al., 2015).

A quercetina € um flavondide seguro, de ocorréncia natural e amplamente
disponivel, capaz de estimular a expressdao de genes anti-oxidativos e reduzir
processos inflamatorios associados a muitas doengas (BALLMANN et al., 2015). Um
numero crescente de relatos demonstrou que a quercetina na dieta exerce efeitos
cardiovasculares protetores, varios estudos farmacoldgicos confirmaram que ela
reduz a pressao arterial elevada e melhora a disfuncédo endotelial, bem como a lesao
de drgéos-alvo em ratos espontaneamente hipertensos (BALLMANN et al., 2015;
CHEN et al., 2018; ULASOVA et al., 2013)

Além disso, demonstraram que a quercetina atenuou o desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga de pressdo, prevenindo o
remodelamento cardiaco patolégico e estimulando a biogénese mitocondrial. Em
ratos espontaneamente hipertensos, uma dose de 10 mg/kg de quercetina reduziu a
pressdo sanguinea e a hipertrofia ventricular e renal esquerda, induzindo uma
reducao significativa na presséo arterial sistolica, diastélica, média e na frequéncia
cardiaca (DUARTE et al., 2001a). A quercetina, ainda, € capaz de reduzir ou impedir
o crescimento de placas aterosclerdticas, inibir a agregacao plaquetaria e diminuir os
niveis de colesterol (CHEN et al., 2018; ULASOVA et al., 2013).
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A hipertensdo arterial crbnica aumenta a pds-carga, o que, por sua vez,
estimula o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. A quercetina € um agente eficaz
para reduzir a pressdo arterial e prevenir a hipertrofia cardiaca. Ratos
espontaneamente hipertensos com hipertensdo arterial estabelecida, tratados
diariamente com quercetina oral, apresentam queda da presséao arterial, redugao da
hipertrofia cardiaca e melhora da fung¢ao vascular (DUARTE et al., 2001b). Outros
estudos em camundongos e cobaias com sobrecarga de pressdo induzida
cirurgicamente (constricdo adrtica) relataram que o tratamento com quercetina pode
realmente prevenir a hipertrofia cardiaca (CHEN et al., 2018; JALILI et al., 2006;
ULASOVA et al., 2013).

No presente estudo, demonstrou-se que a quercetina atenua a hipetrofia
cardiaca induzida por () isoproterenol ao diminuir o estresse oxidativo cardiaco.
Pbde-se observar uma modulagdo positiva das atividades de catalase (CAT) e
superoéxido dismutase (SOD) e uma diminui¢do na produgao de H202. Além disso, a
quercetina também foi capaz de estimular a expressao e atividade de SOD
mitocondrial, que encontram-se comprometidas durante a hipertrofia cardiaca. Hung
et al. (2015) demonstraram que o tratamento com quercetina é capaz de levar a
ativagdo da Sirtuina 1 (SIRT1), uma histona desacetilase que tem, dentre algumas
funcdes, a transcrigdo das enzimas antioxidantes SOD e CAT, o que poderia explicar
tal achado.

Apesar de alguns estudos associarem o bloqueio da hipertrofia como uma
resposta secundaria a reducdo da pressao arterial e ndo por efeitos cardiacos
diretos, em um estudo conduzido por Hao et al. (2007), observou-se que a
quercetina inibiu completamente a hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga de
pressao (constricdo adrtica), porém sem efeitos significativos na pressao sanguinea,
sugerindo que o principal érgao-alvo da quercetina € o coragdo € nao 0s vasos
sanguineos e que seus efeitos sobre o peso ventricular podem ser atribuidos a
atenuacao das vias de transducé&o de sinal que regulam a hipertrofia cardiaca.

In vitro, estudos mostraram que a quercetina suprimiu a hipertrofia de células
HOC2 induzida por angiotensina Il, em que a ativagéo do fator de transcricdo PPAR-
y (receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama) pode ter
desempenhado um papel fundamental na cardioprotecédo fornecida pela quercetina
(HAO et al., 2007). Um grande numero de efeitos do PPAR-y foi relatado na

regulacdo de células endoteliais de células miocardicas, células musculares lisas
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vasculares e macréfagos do tecido miocardico (BENSON et al., 2000; MATSUMURA
et al., 2011; MEHRABI et al., 2002; YAMAMOTO et al., 2009).

Estudos anteriores mostraram que ele desempenha um papel fundamental em
todas as fases do processo de hipertrofia cardiaca de varias doencas cardiacas
(KLEEMANN et al., 2011; TAKANO et al., 2000). Os resultados mostraram que os
niveis de PPAR-y estavam marcadamente aumentados nos grupos tratados com
quercetina, por outro lado, a ativagao do fator de transcricdo AP-1 (c-fos, s-jun) foi
suprimida nestes grupos e, consequentemente, foram observadas diminui¢gdes na
transcrigcdo de genes hipertréficos (ANP e BNP) (HAO et al., 2007).

Além disso, foi demonstrado que in vitro a quercetina inibe a atividade da
hipoxantina-xantina oxidase e elimina os radicais superoxido e hidroxila, pois apods a
administracdo oral, os metabdlitos da quercetina conservam as propriedades
antioxidantes do composto original. Ainda nesse estudo, viu-se que 0s niveis de
malondialdeido (MDA) estavam marcadamente aumentados no grupo de constricao
da aorta abdominal e que o tratamento com quercetina resultou na eliminacdo do
aumento de MDA de maneira dose-dependente (HAN et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais a quercetina exerce sua acado ainda nao foram
totalmente elucidados. Segundo Kukongviriyapan et al. (2012), os efeitos protetores
da quercetina sobre o sistema cardiovascular estdo relacionados a regulagéo
positiva da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), a proporgéo redox de glutationa
sanguinea (GSH) e a redugdo do estresse oxidativo. Duarte et al. (2001a)
evidenciaram um aumento do estresse oxidativo no coragdo de ratos hipertensos
(DOCA-Sal) através da concentragdo significativamente maior de TBARS e
diminuicdo do conteudo total de GSH, em comparagdo com ratos controle
normotensos. O tratamento com quercetina, em contraste, previniu o0 aumento de
TBARS e o conteudo total de GSH no coragdo dos animais.

Para a ocorréncia destes efeitos da quercetina, uma ampla rede de
sinalizagao pode ser ativada. Li et al. (2012) demonstraram que a proteina quinase A
(PKA), proteina quinase B (Akt) e as quinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular
(ERK 1/2) foram todas rapidamente fosforiladas em resposta a quercetina. Além
disso, a quercetina fosforila rapidamente a eNOS na serina 1179 através de uma via
mediada por cAMP-PKA independente de Akt para aumentar a producao de 6xido
nitrico (NO) e promover a vasodilatacao.

Varias vias de sinalizagao intracelular incluindo proteina quinase ativada por
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mitogeno (MAPK), Janus quinase/transdutores de sinal, ativadores de transcricao
(JAK/STAT), calcineurina, serina/treonina quinase, proteina quinase B (Akt) e seu
alvo a jusante, a glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) ja foram implicados na
hipertrofia cardiaca induzida por estresse mecanico. O mesmo estudo anterior
demonstrou que as atividades das quinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular
(ERK1/2), p38, Akt e GSK-3 foram significativamente aumentadas apds a contricao
aortica antes das alteragbes morfologicas e foram atenuadas pelo tratamento com
quercetina, de maneira dose-dependente (HAO et al., 2007).

Embora os mecanismos antioxidantes dos compostos polifendlicos possam
ocorrer em diferentes compartimentos subcelulares, o efeito dos polifendis no nivel
mitocondrial € de grande significado clinico (FIORANI et al., 2010; HALDER et al.,
2008; ZHENG; RAMIREZ, 2000). As mitocéndrias foram identificadas como o
principal local de producédo de radicais superdoxido e sdo uma das principais fontes
do estresse oxidativo além de serem alvos também (DU et al., 1998, HAN et al.,
2001; PITKANEN; ROBINSON, 1996). Também foi demonstrado que os polifendis
interagem com uma infinidade de processos celulares associados a manutencao da
integridade estrutural celular e da fungdo metabdlica das mitocéndrias (HALDER et
al., 2008; LIEBERMAN; BIALE, 1956; SHAMRAJ et al., 1978; TISSUT et al. 1980).

Sendo assim, além de suas propriedades antioxidantes, alguns estudos
demonstraram que a quercetina modula a funcdo mitocondrial, alterando a
biogénese mitocondrial, influenciando no potencial de membrana, exercendo efeitos
sobre a cadeia de transporte de elétrons e consequentemente, sobre produgdo de
ATP (LAKROUN et al., 2015; PSOTOVA et al., 2002; VIDYA PRIYADARSINI et al.,
2010; YOSHINO et al., 2011; ZHANG et al., 2005). No presente estudo, ndo foram
observados efeitos do + isoproterenol e da quercetina sobre parametros de fungao
mitocondrial (RCR e relagdo ADP/O). Esses dados sugerem que as mitocéndrias
dos coragdes hipertroficos tratados com = isoproterenol ainda n&o estavam
completamente sem funcéo.

O PGC-1a é um dos mais importantes reguladores da biogénese mitocondrial.
O PGC-1a coativa NRF-1 e NRF-2 e aumenta a transcricgdo de varios genes
mitocondriais que participam da cadeia respiratéria (LEBLEU et al., 2014). Na
hipertrofia cardiaca fisiolégica, a expressao de PGC-1a é aumentada e, como
resultado, a duplicacdo de DNA mitocondrial é estimulada, assim como a oxidacao
de acidos graxos (LEBLEU et al., 2014; O'NEILL et al.,, 2007). No entanto, a
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expressdo de PGC-1a € reduzida em coragdes hipertrofiados patologicamente e
ocorre logo nos estagios iniciais da doenga. Em um modelo de camundongos
knockout para PGC-1a, foi demonstrado que a expressao de enzimas antioxidantes
como Cu/Zn-SOD1, SOD-2 e catalase peroxissdmica mitocondrial estavam
notavelmente diminuidas (ST-PIERRE et al., 2006).

Tanto o aumento da EROs quanto a sobrecarga mitocondrial de Ca?®*
desencadeiam o fendmeno da abertura do poro de transicdo da permeabilidade
mitocondrial (mPTP), levando a danos as células e a uma perda permanente da
producao de ATP (BERNARDI et al., 1992). Nessas circunstancias, a prevencao do
aumento da EROs nas células pode, portanto, impedir tal efeito. No presente
estudo, foi evidenciado que a quercetina foi capaz de proteger as mitocéndrias de
coragdes hipertroficos contra a abertura do mPTP, sugerindo que o tratamento com
quercetina resulte em mitocdndrias mais resistentes a sobrecarga de Ca?*.

Em conjunto, esses resultados mostram que a hipertrofia cardiaca induzida
pelo beta-agonista (x) isoproterenol leva a um desequilibrio oxidativo, com
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes (CAT, SOD, MnSOD), aumento da
producdo de EROs e torna as mitocondrias mais suscetiveis a sobrecarga de Ca?*,
enquanto que a quercetina foi capaz de minimizar esses efeitos e,
consequentemente atenuar a hipertrofia cardiaca nos camundongos tratados. Todos
esses resultados serdo submetidos para publicagdo na revista Journal of
Cardiovascular Pharmacology (ANEXO B).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com quercetina é capaz de diminuir o
desequilibrio oxidativo e, dessa maneira, é capaz de atenuar a hipertrofia cardiaca
induzida por () isoproterenol. Um dos mecanismos envolvidos nessa protecao esta
relacionado ao restabelecimento da atividade e expressao de enzimas antioxidantes
endbégenas importantes que encontram-se comprometidas durante a hipertrofia
cardiaca. Como consequencia a producdo/liberacdo de espécies reativas de
oxigénio diminui, restaurando a homeostase mitocondrial e protegendo contra o
aumento de volume desencadeado pela abertura do mPTP induzido por acumulo de

Ca?*.
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ANEXO A: PARECER DO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CARIRI
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

ANALISE DO PROJETO

N° de protocolo | 001/2019

Nome do projeto | Impacto do Antioxidante Quercetina sobre a Hipertrofia Cardiaca.

Coordenador Prof. Dr. Heberty di Tarso Fernandes Facundo

_ y Aprovado Reprovado Pendent
Situagao (X) () e()
Data da entrega: 03/10/2018 Data do parecer final: 21/02/2019

Na qualidade de Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA comunico que o projeto acima especificado, apds avaliagdo técnica dos

relatores, foi classificado como APROVADO.

Observagao: O coordenador do projeto deve apresentar um relatério final da

pesquisa a CEUA até 90 dias apds a conclusao das atividades.



Atenciosamente,

Prof2. Dr2. Maria do Socorro
Vieira Gadelha SIAPE 1550021 /
Médica Veterinaria CRMV/CE 01143
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de
Animais — CEUA

Rua: Divino Salvador, 284 - Rosario -
Barbalha/CE — CEP 63.180.000 Fone: (88)
3221-9606
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ANEXO B: PAPER PARA SER SUBMETIDO PARA PUBLICAGAO NA REVISTA
JOURNAL OF CARDIOVASCULAR PHARMACOLOGY



