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Epígrafe 

 

"Science is not about 
building a body of known 
'facts'. It is a method for 
asking awkward questions 
and subjecting them to a 
reality-check, thus 
avoiding the human 
tendency to believe 
whatever makes us feel 
good. " T. Pratchett 

 



RESUMO 
 
Queliconi, B.B. Bicarbonato/CO2 Aumenta Dano em Isquemia-Reperfusão: da 
observação inicial à caracterização molecular. 2014, 143p. Tese (Doutorado) - 
Programa de Pós-Graduação em Ciências (Bioquímica). Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

Bicarbonato é uma importante espécie química para os seres vivos, sendo o 
principal tampão celular, alem de apresentar uma negligenciada atividade redox. 
Isquemia é um evento no qual existe inibição do aporte de nutrientes e oxigênio, sendo 
a reperfusão o retorno do fluxo de nutrientes e oxigênio, que é acompanhada por alta 
produção de radicais livres e morte celular. Nessa tese estudamos o efeito da presença 
de bicarbonato durante a isquemia-reperfusão. Em nosso modelo nós mantivemos o pH 
constante e modulamos a quantidade de bicarbonato enquanto células, órgãos e 
animais foram submetidos a isquemia-reperfusão. Utilizamos condições sem a 
presença de bicarbonato, a concentração basal sanguínea e uma concentração mais 
alta simulando o acúmulo de bicarbonato em condições isquêmicas. Nesses diversos 
modelos mostramos que a presença de bicarbonato aumenta o dano provocado por 
isquemia-reperfusão e provoca um aumento do acúmulo de proteínas oxidadas. A 
presença do bicarbonato não modifica a respiração, produção de espécies reativas de 
oxigênio, ou a morfologia mitocondrial, também não detectamos mudança na atividade 
do proteassoma e nos indicadores de autofagia geral. Entretanto detectamos um 
acúmulo de marcadores autofágicos na fração mitocondrial indicando inibição da 
mitofagia. Essa inibição foi confirmada ao detectarmos o acúmulo de uma proteína 
degradada especificamente por mitofagia enquanto não houve mudança em outra 
degradada pelo proteassoma. Além disso, ao inibirmos farmacologicamente a 
autofagia, reproduzimos o fenótipo causado pelo bicarbonato mesmo na sua ausência. 
Em conclusão, a presença de bicarbonato é deletéria em condições de 
isquemia/reperfusão devido a inibição da mitofagia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Bicarbonato, Isquemia, Coração, Mitocôndria, Espécies reativas de 
oxigênio, Mitofagia 
 



ABSTRACT 
 
Queliconi, B.B. Bicarbonate/CO2 Increase Damage in Ischemia-Reperfusion Injury: 
from observation to molecular characterization. 2014, 143p. PhD Thesis - Graduate 
Program in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

Bicarbonate is an important molecule in all living being, acting as the main cellular 
buffer. However, its biological and redox activity has been mostly neglected to date. 
Ischemia is an event in which an inhibition of nutrient availablity and oxygen flow occurs, 
while reperfusion is the return of nutrients and oxygen, accompanied of a burst of 
reactive oxygen species production and cell death. Here, we studied the effects of 
bicarbonate during cardiac ischemia-reperfusion. In our model, we kept the pH stable 
and changed the concentration of the bicarbonate. We then subjected cells, organs and 
animals to ischemia-reperfusion under conditions where there was no presence, basal 
blood concentration or a higher concentration of bicarbonate. In these diverse models, 
we found that the presence of bicarbonate increased damage after a ischemia-
reperfusion, and promoted the accumulation of oxidized proteins. Bicarbonate did not 
change respiration, production of reactive oxygen species or the morphology of the 
mitochondria. There were also no changes in proteasome activity and in global 
autophagy  markers, although there was an accumulation of mitophagy markers. We 
also found that mitophagy was responsible for the increased damage observed, since 
pharmacological inhibiting of autophagy abolished the increased damage caused by the 
presence of bicarbonate. In conclusion the presence of bicarbonate is deleterious in 
ischemia-reperfusion due mitophagy inhibition. 
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1. Introdução 
 

1.1 - Isquemia cardíaca 

Na isquemia cardíaca ocorre um declínio no aporte de sangue ao tecido 

cardíaco, levando a um déficit de substratos energéticos e oxigenação. Os danos 

provocados pelo processo de isquemia acontecem majoritariamente no momento do 

retorno da circulação, a reperfusão (Bolli, 1998; Facundo et al., 2006), quando há um 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), principalmente 

provenientes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (Zweier et al., 1987; 

Vanden Hoek et al., 1997; Wang et al., 2008; Chen e Zweier, 2014).  

Existem diversos fatores que influenciam no dano final provocado pelo processo 

de isquemia-reperfusão (IR), e algumas técnicas que permitem que esse dano seja 

reduzido. A modulação da produção de EROs é de essencial importância no dano final 

provocado pela IR (Facundo et al., 2005; Sun et al., 2005; Quarrie et al., 2011). A 

produção de EROs na IR é essencialmente mitocondrial (Vanden Hoek et al., 1998), 

sendo controlada por diversos fatores, incluindo proteínas com sensores redox 

(Facundo et al., 2007; Queliconi et al., 2011). Outro ponto de controle da mitigação dos 

danos na IR está relacionado à dinâmica mitocondrial e a autofagia (Gottlieb e Mentzer, 

2010).  
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1.2 - Tampão bicarbonato 

O tampão bicarbonato (HCO3
-/CO2), presente no ambiente intra quanto 

extracelular com concentrações de 14,5 e 25 mM, respectivamente, ainda é pouco 

estudado em processos redox apesar de estudos demonstrarem que ele estimula 

reações de oxidação, peroxidação e nitração em biomoléculas (Hodgson e Fridovich, 

1976; Berlett et al., 1990; Radi et al., 1993; Zhang, 2000; Bonini e Augusto, 2001; 

Liochev e Fridovich, 2002; Stadtman et al., 2005; Trindade et al., 2006; Ezraty et al., 

2011; Queliconi et al., 2013) e que sua concentração é aumentada até 4 vezes durante 

a isquemia (Khuri et al., 1985). Existem diversos mecanismos conhecidos que levam à 

produção do radical bicarbonato (Fig. 1), mas não existe um consenso sobre os 

mecanismos de reação que levam à oxidação estimulada por HCO3
-/CO2. Sabe-se que 

não existe transferência de oxigênio nas reações de oxidação e que a presença de 

radicais de nitrogênio aumenta o dano (Augusto et al., 2002; Radi, 2004).  

 

Fig. 1 – Esquema com mecanismos de formação do radical carbonato (extraído de Medinas et al 

2007) 
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Recentemente nós demonstramos que o aumento da concentração de HCO3
-

/CO2 aumenta o dano provocado por IR (Queliconi et al., 2013). Nossos dados mostram 

a viabilidade de usar o modelo de isquemia-reperfusão para estudar a importância do 

par HCO3
-/CO2.  

1.3 - Espécies reativas de oxigênio 

EROs têm importância tanto em condições patológicas quanto na fisiologia 

celular (Lebuffe et al., 2003; Palmer et al., 2007; Kowaltowski et al., 2009; Nadtochiy et 

al., 2009). As EROs mitocondriais são produzidas principalmente pelo vazamento de 

elétrons em sua cadeia de transporte de elétrons ou por desidrogenasses presentes na 

matriz (Boveris e Chance, 1973; Turrens, 2003; Starkov et al., 2004; Tahara et al., 2007; 

Figueira et al., 2013). Fora da mitocôndria, EROs podem ser produzidas por outras 

enzimas, como a sintase de óxido nítrico (NOS), NADPH oxidase e xantina oxidase 

(Dröge, 2002). 

A principal ERO produzida na mitocôndria é o radical ânion superóxido (O2
•-). 

Sua remoção é feita pela superóxido dismutase (SOD1 e 2) (McCord e Fridovich, 1969), 

que dismuta o radical superóxido a peróxido de hidrogênio. O H2O2 produzido pode ser 

removido por enzimas mitocondriais ou citosólicas, que incluem a catalase e 

peroxiredoxinas (Turrens, 2003; Figueira et al., 2013), ou reagir com Fe2+ e através da 

reação de Fenton produzindo OH. + OH- (Halliwell e Gutteridge, 1992). Além disso, O2
•- 

não dismutado pode reagir com diversas macromoléculas, oxidando-as, ou produzir 

outras espécies radicalares (Medinas et al., 2007). 
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EROs geradas pela mitocôndria em excesso podem causar danos a diferentes 

componentes celulares, como DNA (mitocondrial e nuclear), lipídios, carboidratos e 

proteínas. Esses danos podem levar a uma perda ou alteração de função dessas 

biomoléculas. Por esse motivo, EROs são uma importante fonte de dano em diversas 

condições patológicas, como doenças degenerativas e eventos isquêmicos (para 

revisão (Balaban et al., 2005; Halestrap et al., 2007).  

EROs produzidos em baixas concentrações pela mitocôndria podem funcionar 

como sinalizadores, regulando a atividade e a expressão de diversas enzimas e 

atividades celulares incluindo ciclo celular e controle transcricional (Palmer et al., 1977; 

Ignarro et al., 1987; Yoon et al., 2002; Cai, 2005). Quando presentes em concentrações 

maiores provocam a ativação de respostas contra estresse (Chandel et al., 1998; Yoon 

et al., 2002), incluindo a produção/regeneração dos sistemas antioxidantes (Jin et al., 

2005). 

Pre e pós condicionamento são eventos especialmente sensíveis à sinalização 

redox (Forbes et al., 2001; Facundo et al., 2007; Penna et al., 2009). Diversos sistemas 

e proteínas envolvidas nos eventos de proteção são ativadas por EROs. O sistema 

autofágico (Satoo et al., 2009), PKCs (principalmente PKC e PKC) (Liu et al., 2008), e 

o canal de potássio mitocondrial sensível por ATP (Facundo et al., 2007; Queliconi et 

al., 2011) são algumas proteínas reguladas. 
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1.4 - Dinâmica mitocondrial 

As mitocôndrias estão constantemente se fissionando e fundindo dentro das 

células. Esse processo permite troca de conteúdo da matriz mitocondrial e está 

envolvido em processos como ciclo celular, proteção contra dano, aumento da 

necessidade energética entre outros (Twig et al., 2008), sendo chamado de dinâmica 

mitocondrial. A dinâmica mitocondrial é essencial para o desenvolvimento (Chen et al., 

2011) e está intimamente ligada ao controle de qualidade mitocondrial e a diversas 

condições patológicas, como infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca e diabetes 

(Ong e Hausenloy, 2010; Sebastián et al., 2012). Sua regulação acontece através da 

ativação das GTPases mitofusina 1 e 2, Drp1 e OPA1 (Hyde et al., 2010). 

Existem diversos estímulos que levam à ativação da fissão ou da fusão 

mitocondrial. A fusão é estimulada pela alta demanda energética (Westermann, 2012), 

pelo período G1-S da divisão celular (Mitra et al., 2009) e é necessária para o ciclo de 

controle de qualidade mitocondrial (Twig e Shirihai, 2011). A fissão está aumentada no 

período M da divisão celular (Arakaki et al., 2006), em condições de dano celular (Brady 

et al., 2006), durante período de baixa demanda energética (Westermann, 2012)  e é 

necessária para que ocorra autofagia mitocondrial (Twig et al., 2008). 

A alteração da dinâmica pode causar um aumento do dano celular em condições 

patológicas (Ma et al., 2012). Desse modo a dinâmica mitocondrial tem um importante 

papel no dano causado por IR, sendo um centro de modulação do mesmo, ao estar 

intimamente ligada ao controle de qualidade mitocondrial, à recuperação de 

mitocôndrias danificadas e à produção de EROs (Hyde et al., 2010). 
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1.5 - Autofagia/Mitofagia 

A autofagia é um processo onde organelas são incorporadas em lisossomos e 

destruídas. Esse processo tem como principais funções a remoção de organelas 

danificadas (Twig et al., 2008) e a produção de energia em condições de jejum extremo 

(Kuma et al., 2004; Mizushima et al., 2004). 

A autofagia mitocondrial recebe um nome específico, mitofagia. Esse processo é 

essencial para o funcionamento celular, pois é através dela que mitocôndrias 

danificadas são removidas do citosol (Twig et al., 2008). O funcionamento correto da 

mitofagia é essencial para o pré-condicionamento (Huang et al., 2010) e está 

desregulado em diversas cardiopatias (Ma et al., 2012). 

Algumas enzimas necessárias para a mitofagia são conhecidas, como LC3, 

ATG5, ATG12, p62 e Parkin (Gottlieb e Mentzer, 2010), entretanto até recentemente 

existiam poucas ferramentas disponíveis para o seu estudo in vivo e por consequência 

pouco se entendia sobre sua regulação e importância.  

O desenvolvimento de uma proteína LC3 acoplada a uma GFP (LC3-GFP) 

permitiu que fossem realizados estudos in vivo (Gottlieb e Mentzer, 2010; Mizushima et 

al., 2011). A LC3 é uma proteína essencial para a mitofagia, servindo como marcador e 

selecionando qual mitocôndria deve sofrer autofagia. Utilizando-a, é possível seguir a 

mitocôndria até sua fusão com o lisossomo onde será degradada. 

A ativação da mitofagia é protetora em IR (Huang et al., 2010) e sua inibição 

causa um aumento de proteínas e organelas danificadas (Huang et al., 2010). No último 



17 

 

caso, esse acúmulo pode levar a um aumento da produção de EROs e a um aumento 

do dano em IR (Hyde et al., 2010). 
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2. Objetivo 
 
O objetivo desse trabalho é entender como bicarbonato modula o dano causado por um 

evento de isquemia–reperfusão.  
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3. Materiais e Métodos  

3.1. Materiais: Todos os reagentes utilizados eram de qualidade analítica ou maior, 

sendo a maioria comprado da Sigma ou da Merck. Peroxidase de raiz forte tipo 1 (HRP) 

foi preparada em H2O, enquanto Amplex Red (Invitrogen), rotenona, antimicina A e 

carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) foram preparados em DMSO. ADP/ATP, 

malato/glutamato e succinato foram preparados em H2O e tiveram seu pH acertado 

para 7 usando NaOH. Todas as soluções estoques foram mantidas congeladas até o 

uso. 

3.2. Isolamento de mitocôndrias de coração de rato: O isolamento foi feita como já 

descrito anteriormente (Cancherini et al., 2007; Tahara et al., 2009; Queliconi et al., 

2011): a extração é realizada sobre gelo e em equipamentos com temperatura regulada 

para 4°C, e consiste em retirar o coração de um rato (idade entre 2-2,5 meses) e 

colocá-lo em uma solução A (sacarose 300 mM, Hepes 10 mM, EGTA 2 mM, pH = 7,2) 

onde é lavado para retirar o excesso de sangue. Em seguida a solução é trocada 

adicionando a solução A contendo protease (0,1 mg/mL), para facilitar a quebra do 

tecido e picando finamente até os pedaços atingirem 2 mm de comprimento. Após, lava-

se com a solução A contendo albumina bovina (BSA, 1 mg/mL). Depois a suspensão é 

passada 5 vezes por um homogenizador tipo potter manual (Kontes Dounce Tissue 

Grinder, pistão A). Com esse homogeneizado, fazemos a primeira centrifugação de 5 

min a 600 g. Pegamos o sobrenadante e seguimos para uma segunda centrifugação de 

10 min a 10.000 g. Descartamos o sobrenadante, resuspendemos o precipitado na 

solução A e recentrifugamos por 10 min a 10.000 g. Descartamos o sobrenadante e 

resuspendemos o precipitado em um volume pequeno (150-200 L) de solução A 



20 

 

contendo BSA (1 mg/mL), que serve como suporte proteico para a suspensão 

mitocondrial e como inibidor competitivo para proteases contaminantes. 

A extração de mitocôndrias de corações congelados seguiu o mesmo protocolo 

com leve modificações. Foram usados 300 mg de tecido ao invés do tecido cardíaco 

inteiro e não foi utilizada protease. 

3.3. Tampão de experimento: Todos os experimentos utilizando mitocôndrias isoladas 

(exceto a calibração do potencial de membrana e inchamento mitocondrial) foram feitos 

em tampão descrito anteriormente (Tahara et al., 2009) contendo 125 mM de sacarose, 

65 de mM KCl, 10 mM de Hepes, 2 mM de fosfato inorgânico, 2 mM de MgCl2, 2 mM de 

succinato, 1 mM de malato/glutamato, 200 μM de EGTA, e 0.01% de BSA, ajustado 

para pH 7,2 com NaOH, utilizando 0,125 mg de proteína/mL. 

Nos experimentos onde houve mudança na concentração de CO2, o tampão 

continha 20 mM de Hepes e o pH foi acertado após o equilíbrio com o CO2. 

3.4. Produção de H2O2: A produção de H2O2 foi medida utilizando o sistema Amplex 

Red (25 μM)/horseradish peroxidase (HRP - 0,5 U/mL) (Zhou et al., 1997; Tahara et al., 

2009). O ensaio foi feito a 37°C com agitação contínua em um Fluorescence 

Spectrophotometer F-2500 da Hitachi utilizando 563 nm de excitação e 587 nm de 

emissão. A leitura é sempre iniciada com tampão de experimento e Amplex Red/HRP 

seguido da adição de mitocôndrias. A calibração foi feita com concentrações 

conhecidas de H2O2 (A240 = 43,6 M–1cm–1) em tampão de experimento com Amplex 

Red/HRP sem mitocôndrias. 
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3.5. Consumo de oxigênio em mitocôndrias: O consumo de oxigênio mitocondrial foi 

medido através do uso de um eletrodo de Clark (OROBOROS Oxygraph-2k) (Tahara et 

al., 2009). O controle respiratório foi determinado adicionando a mitocôndrias 

suspensas em tampão de experimento, com curtos intervalos, ADP (0,2 mM, pH = 7,2), 

oligomicina (1 g/mL) e CCCP (1M). O controle respiratório foi calculado dividindo a 

taxa de consumo de oxigênio no estado 3 (com ADP) pelo estado 4 (com oligomicina). 

O experimento foi realizado utilizando o tampão de experimento a 37°C e com agitação 

contínua.  

3.6. Corações de ratos isolados: Ratos Sprague-Dawley com idade entre 2 e 2,5 

meses foram sacrificados tendo seu coração rapidamente retirado e colocado em 

tampão Krebs (em mM, NaCl 118; NaHCO3 25; KH2PO4 1,2; KCl 4,7; MgSO4 1,2; CaCl2 

1,25; glicose 10; Hepes 20) gelado (4ºC) (Facundo et al., 2007; Queliconi et al., 2013). 

Nesse tampão, a aorta foi presa a uma cânula e colocada em um sistema Langendorff 

com tampão de Krebs (a 37ºC equilibrado com gás de interesse). Corações em que o 

tempo entre o sacrifício do animal e a colocação no Langendorff ultrapassou 2,5 min 

foram descartados. 

Para obter as condições experimentais desejadas, nós alteramos a composição 

do tampão de Krebs para aumentar ou diminuir a presença de bicarbonato sem que 

houvesse alterações no pH. Na condição de 0% de CO2 a quantidade de NaHCO3 foi 

reduzida a zero e o gás de equilíbrio era composto de 100% de O2. Na condição de 5% 

de CO2 a quantidade de NaHCO3 foi de 25 mM e o gás de equilíbrio era composto por 

5% de CO2 e 95% de O2. Na condição de 10% de CO2 a quantidade de NaHCO3 foi de 

66 mM e o gás de equilíbrio era composto por 10% de CO2 e 90% de O2. 
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3.7. Medidas hemodinâmicas: As medidas hemodinâmicas foram obtidas através do 

uso de um eletrodo de pressão acoplado a um sistema Powerlab da AdInstruments. A 

diferença de pressão desenvolvida e os batimentos por minuto (BPM) foram medidos 

através da utilização de um balão de látex inflado com H2O com aproximadamente 2,5 

mm de diâmetro conectado a um transdutor de pressão. Os pontos apresentados são 

médias dos últimos 3 min antes do ponto temporal determinado no gráfico.  

3.8. Cálculo da área infartada: Após o processo de isquemia/reperfusão o coração foi 

cortado manualmente entre 2 a 4 fatias transversais e incubado em 1% de 2,3,5-

triphenyl-tetrazolium (TTC) diluído em PBS por 15 min no escuro. Em seguida as fatias 

foram escaneadas e a área infartada e total foi medida usando o programa Image J 

(http://rsbweb.info.nih.gov/ij/). 

3.9. Dosagem da liberação de creatina quinase (CK): A dosagem da liberação de CK 

foi feita coletando o perfusato do coração isolado no minuto anterior ao indicado. Em 

HL-1 o sobrenadante foi coletado e uma alíquota da proteína total celular foi coletada 

para normalização. A atividade da CK foi mensurada através da taxa de redução do 

NAD+. A absorbância do NADH (340 nm) foi medida a cada 20 s entre os tempos 5 e 10 

min após o início da reação a 37ºC utilizando um SpectraMax M3 da Molecular Probes. 

O ensaio foi realizado em placas de 96 poços utilizando o kit Doles CK-NAC ou Sekisui 

CK-SL, 4 l de amostra e 200 l do meio de reação (ADP 20 mM, AMP 5 mM, 

diadenosina pentafosfato 10 mM, NAD+ 2 mM, HK 3 kat/L, G6P-DH 3 kat/L, n-acetil 

cisteína 20 mM, creatina fosfato 30 mM, glicose 20 mM, acetato de magnésio 10 mM, 

EDTA 2 mM e imidazol 100 mM; pH = 7,3). A partir dos pontos obtidos foi feita uma 

regressão linear e calculada a quantidade de NADH produzido utilizando A = lC, 
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onde A = |inclinação da regressão linear|,  = coeficiente de extinção do NADH 

(6,220 M−1cm−1), I = caminho ótico (altura do liquido total na placa) e C =  [NADH+]. O 

resultado foi apresentando considerando que 1 unidade de enzima reduz 1 M de 

NADH por minuto. 

3.10. Cultivo de células HL-1: Como modelo de cardiomiócitos em cultura utilizamos 

células HL-1 (Claycomb et al., 1998) gentilmente doadas pelo Prof. Claycomb. As 

células foram cultivadas como descrito em seu laboratório em meio Claycomb com 

adição de norepinefrina e glutamina. Os experimentos foram conduzidos quando a 

confluência atingia 90%. 

3.11. Quantificação de pH utilizando BCECF-AM: O pH intracellular foi medido 

utilizando a sonda intracellular BCECF-AM, com modificações no método já descrito 

(Rink et al., 1982; Johnson e Nehrke, 2010). Células foram tripisinizadas e resuspensas 

a uma concentração de 106 células por mL no tampão experimental de interesse 

contendo 5 mM de BCECF-AM. Incubadas por 90 min, foram centrifugadas a 300 g por 

5 min e resuspensas em tampão experimental sem BCECF-AM. As leituras foram feitas 

utilizando um espectrofluorímetro Hitachi P-4500 (emissão 535 nm, excitação 

escaneada de 400 nm a 550 nm). Após a medida da fluorescência basal, a calibração 

foi feita adicionando 10 mg/mL de nigericina, permitindo a troca de prótons através da 

membrana citoplasmática. Em seguida foi adicionado excesso de NaOH seguido de 

excesso de HCl para promover alcalinização máxima e acidificação máxima, 

respectivamente. O pH foi então calculado como indicado pelo fabricante, utilizando a 

fórmula [H+] = Ka((R - RA)/(RB - R))(FA(2)/ FB()), onde Ka é 0,00911882, R é a razão da 
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intensidade de fluorescência (F) entre F(1)/F(2) entre dois comprimentos de onda, 1, 

490 nm, e 2, 440 nm, onde o subescrito A e B representam os valores após 

acidificação e alcalinização, respectivamente. A sonda apresenta uma mudança de 

fluorescência ao redor de 470 nm enquanto o ponto ao redor de 440 não sofre 

alterações coma mudança de pH permitindo um ponto de referência para calibrar a 

sonda. 

3.12. Simulação de isquemia/reperfusão em células HL-1: Utilizamos dois protocolos 

distintos para promover simulação de isquemia/reperfusão em HL-1. O protocolo inicial 

se utilizava de cianeto e deoxiglicose nas células em suspensão (sIR(CN-)) (Facundo et 

al., 2006; Queliconi et al., 2013). Para tanto foram utilizados um tampão para isquemia 

contendo NaCl 137 mM; Hepes 20 mM; taurina 20 mM; creatina 5 mM; KCl 5,4 mM; 

MgCl2 1 mM; piruvato de sódio 5 mM; CaCl2 1 mM; deoxi-glicose 2 mM;  cianeto de 

potássio 10 mM; pH=7,4, e um para reperfusão contendo NaCl 137 mM; Hepes 20 mM; 

taurina 20 mM; creatina 5 mM; KCl 5,4 mM; MgCl2 1 mM; piruvato de sódio 5 mM; 

CaCl2 1 mM; glicose 22 mM; pH=7,4. A isquemia consistia em incubar as células por 90 

min no tampão de isquemia. A reperfusão era realizada peletando as células 

(centrifugadas por 5 min a 300g) e resuspendendo-as em tampão de reperfusão por 5 

min. No tempo determinado, as células foram centrifugadas por 5 min a 300g e 

processadas para extração proteica. Em ambos os casos as células eram mantidas na 

concentração de 106 células/mL e as incubações ocorriam a 37ºC. Controles foram 

feitos para certificar que a respiração retorna a níveis próximos ao controle após a 

mudança de tampão. 
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O segundo método de isquemia consistia em utilizar um GazPak (BD Bioscience 

– New Jersey) para remover o oxigênio e promover isquemia. Nesse caso utilizamos 

células aderidas em placas que são seladas em um saco plástico que tem a sua 

atmosfera trocada por uma condição anóxica, adicionando um agente consumidor de 

oxigênio (distribuido junto ao GazPak) para acelerar o consumo de O2. As células eram 

incubadas em tampão de isquemia (NaCl 137 mM; Hepes 20 mM; taurina 20 mM; 

creatina 5 mM; KCl 5,4 mM; MgCl2 1 mM; piruvato de sódio 5 mM; CaCl2 1 mM; 2 mM 

de deoxi-glicose; pH = 7,4) por 150 min. Após a isquemia as células eram removidas, e 

o tampão trocado pelo tampão de reperfusão (NaCl 137 mM; Hepes 20 mM; taurina 20 

mM; creatina 5 mM; KCl 5,4 mM; MgCl2 1 mM; piruvato de sódio 5 mM; CaCl2 1 mM; 22 

mM de glicose e pH = 7,4) e as células então eram coletadas aos 5 min da reperfusão.  

Em ambas as condições os tampões foram preparados como descrito para os 

corações isolados. Eles eram equilibrados com a fase gasosa contendo 0, 5 ou 10% de 

CO2 com N2 para isquemia ou O2 para a reperfusão. O pH era acertado após o 

equilíbrio. 

3.13. Viabilidade celular usando brometo de etídio: Fizemos análise de viabilidade 

celular a partir da fluorescência do brometo de etídio conforme descrito no laboratório 

anteriormente (Facundo et al., 2006). As células foram utilizadas a 106 células/mL e 2 

mL foram retirados do experimento para leitura em  um Spectrofluorímetro Hitachi F-

4500 (excitação 365 nm e emissão 580 nm). Após a leitura basal foi adicionado 50 mM 

brometo de etídio para leitura das células mortas seguida da adição de 1% de Triton X-

100 para leitura da fluorescência total.  
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3.14. Extração proteica: A extração de proteínas foi feita como descrito anteriormente 

(Churchill e Mochly-Rosen, 2007; Campos et al., 2012; Queliconi et al., 2013). Células 

foram peletadas ou raspadas da placa e o tecido cardíaco foi cortado em tampão de 

extração (Tris 150 mM, EGTA 10 mM, EDTA 5 mM, pH=7.5), contendo inibidores de 

proteinase e fosfatase. As células foram passadas por uma seringa de detecção de 27G 

e o tecido cardíaco foi processado em um potter. O lisado foi congelado a -80°C até o 

momento de uso. 

Proteínas extraídas para analise de atividade do proteassoma não continham 

inibidores de proteinase ou fosfatase. 

Proteínas extraída de C. elegans foram extraídas usando um tampão de extração 

(Tris–HCl 200 mM, DTT 100 mM, glicerol 20%, SDS 10%, e inibidores de proteinase, 

pH 8). Após incubação no tampão passaram por 3 ciclos de congelamento e 

descongelamento, foram centrifugados a 600 g por 5 min e congelados em  -80°C até o 

uso. 

3.15. Western Blots: As proteínas preparadas para Western Blot (WB) foram 

aliquotadas e processadas no momento da extração. Para quantificação de proteína 

carbonilada foi realizada derivativação com 2,4 –dinitrofenilhidrazina (DNPH) antes das 

análises, como descrito anteriormente (da Cunha et al., 2011; Queliconi et al., 2013). 

Após a dosagem de proteínas, as amostras (máx. 4 mg/mL de proteína) foram 

incubadas com SDS 24% e 3 mM de 2,4- DNPH em ácido tricloroacético (TFA) 10% 

(recém-preparado; ambos em proporção 1:1 com a amostra,) durante 30 min no escuro 

a temperatura ambiente. As soluções foram neutralizadas com uma mistura contendo 
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Tris-HCl 2 M, glicerol 30% e mercaptoetanol 19% pH 7,4 (1 ul de amostra: 0,75 

neutralizante). Em cada gel foi corrido 5 g de proteína por amostra.  

Amostras para detecção de outras proteínas foram dosadas e diluídas em 

tampão de amostra (Tris-HCl 200 mM; glicerol 40%; SDS 8%; mercaptoetanol 2%; azul 

de bromofenol 0,04%; pH 6,8) utilizando 30 g de proteína em cada amostra. 

Em ambos os casos as amostras foram diluídas em tampão de amostra, fervidas 

por 5 minutos e submetidas à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (5% 

gel de empacotamento; 15% gel de resolução). As proteínas foram transferidas para a 

membrana de PVDF (4h à 400 mV, 4°C) e procedeu-se a coloração inespecífica com 

corante Ponceau (usado como controle de carregamento).  

O bloqueio foi feito incubando as membranas com agitação em 5% de BSA em 

TBST por 1 hora. A incubação com anticorpo primário foi feita durante a noite (4°C) 

seguida por 3 lavagens de 20 min, incubação com o anticorpo secundário (diluído 

1:5000, calbiochem ligado à HRP) por 1 hora seguido de 3 lavagens de 20 min, quando 

as membranas foram expostas. A diluição dos anticorpos primários foi feita em tampão 

de bloqueio nas seguintes concentrações – proteína carbonilada (Anti-DNHPH - 

1:5000); anti-nitrotirosina (1:3000); anti-metioninasulfóxido (1:3000); P-Akt (1:2000); 

anti-ubiquitina (1:1000); anti-LC3  (1:1000); anti-p62  (1:1000); anti-Beclin1  (1:1000); 

anti-Drp1  (1:1000); anti-Parkin (1:1000); anti-Atg4b  (1:1000); anti-Tom70 (1:1000); 

anti-CoxIV  (1:1000). A membrana foi revelada utilizado chemioluminescência ao 

incubar em SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate da Thermo Scientific. A 

exposição foi feita em filme fotográfico Kodak e revelado em câmera escura. Após o 
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filme foi escaneado e a densitometria das bandas foi realizada com o auxílio do 

programa Image J.  

O controle de carregamento foi feito quantificando a intensidade da marcação de 

Ponceau na coluna inteira. Para tal secamos a membrana após a transferência 

incubamos com Ponceau por 5 min, em seguida lavamos o excesso e secamos a 

membrana.  A membrana foi escaneada e a quantificação foi feita com o auxílio do 

programa Image J. 

3.16. Dosagem de proteínas: Todas as dosagens de proteínas utilizadas nos trabalhos 

foram realizadas utilizando a técnica colorimétrica de Bradford em microplacas como 

descrita pelo fabricante. Brevemente, 10 l de amostra foram adicionados a 190 l de 

Bradford. A curva de calibração foi feita para cada leitura e consistia dos pontos 0; 0,05; 

0,1; 0,2; 0,3; 0,5 mg de BSA/mL. Os pontos da curva foram feitos utilizando 10 l da 

solução de BSA correspondente em 190 l de Bradford. A leitura foi feita em 590 nm 

em um SpectraMax M3 da Molecular Probes. 

3.17. Imunocitoquímica em células HL-1: Células HL-1 (Claycomb et al., 1998; 

Queliconi et al., 2013) foram cultivadas durante 2 dias em placas de 35 mm com fundo 

de vidro (25k de células por placa). Nos momentos indicados as placas tiveram o meio 

removido e foi adicionado PFA 4% por 15 min a temperatura ambiente. As placas foram 

incubadas em PBS por 5 min (repetido 3 vezes)  e meio de bloqueio (PBS, 0,1% Tween 

20, 1% BSA) foi adicionado e deixado por 30 min.  Na sequencia o tampão de bloqueio 

foi removido e as células foram incubadas em anticorpo primário (diluição 1:100, em 

tampão de bloqueio) e deixadas durante a noite a 4ºC. No dia seguinte a placa foi 
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incubadas em PBS por 5 min (repetido 3 vezes) e incubada em anticorpo secundário 

(diluição 1:250, em tampão de bloqueio) por 1 hora, seguido de 3 incubações de 5 min 

em PBS por 5 min. A ultima incubação continha DAPI diluído 104 vezes (solução 

estoque 1 g/mL). 

3.18. Atividade do proteassoma: A atividade do proteassoma foi medida através da 

quantificação do aumento de fluorescência (Ex 380 nm/ Em 460 nm) provocado pela 

quebra do peptídeo Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Enzo Life Sciences BML-P802-0005). A 

quantificação foi realizada em um leitor de placas M2 da Molecar Devices a 37ºC com 

medições a cada 30 s durante 30 min. Para a leitura foram usados 10 g de amostra 

diluído em tampão Tris-Mg (50 mM Tris, 5 mM MgCl2, pH = 7,5) na presença de 125 nM 

de Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC. 

3.19. RT-PCR: PCR de tempo real (RT-PCR) do gene LC3 foi feito como descrito 

anteriormente (Lin et al., 2012). Brevemente, mRNA foi isolado (GenElute™ Direct 

mRNA Miniprep Kits - Sigma-Aldrich, DMN10-1KT) do tecido cardíaco de rato e 

transformado em DNA usando iScript (Biorad – Hercules, CA). 10 ng desse DNA foi 

utilizado em cada reação de RT-PCR utilizando o 10 ng de primer (FP: 

CGGGTGGATTAGGCAGAGATG e RP: CCAGCACCCAAAAGAGCAAG, eficiência de 

72%) e Sybr green super mix como descrito pelo fabricante. O experimento foi feito e 

quantificado utilizando um CFX96 da Biorad e os dados são apresentados como ∆CT. 

3.20. Caenorhabditis elegans: A criação de C. elegans foi feita como descrita 

anteriormente (Brenner, 1974; Queliconi et al., 2013, 2014). C. elegans foram criados 

usando técnicas padrões a 20ºC em placas de Agar com meio de cultura normal 
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(NGM). A sincronização de jovens adultos foi usada nos experimentos e feita através da 

sincronização da colocação dos ovos. As linhagens usadas foram selvagem (Bristol – 

N2) e KWN85 (him-5(e1490)V, uls22(Pmec-18::GFP)V). 

3.21. Anóxia-jejum (IR) em C. elegans: IR em C. elegans foi simulado usando anóxia-

jejum (20 h) seguido de reoxigenação e alimentação (24 h) como descrito anteriormente 

(Scott et al., 2002; Wojtovich et al., 2012; Queliconi et al., 2013, 2014). C. elegans 

jovem adultos (3 dias de idade) foram coletados das placas de NGM e lavados 3 vezes 

quando resuspensos em M9 (KH2PO4 22 mM, Na2HPO4 42 mM, NaCl 86 mM, MgSO4 1 

mM, pH 7,0) suplementado com Hepes 20 mM e com fase gasosa igual à usada na 

isquemia (pH corrigido para 7). Os vermes foram incubados em 100 L de M9 em um 

microtúbo aberto a 26ºC por 20 h sob atmosfera de 100% de N2 ou de atmosfera de 

90% N2 + 10% CO2. Após a IR os C. elegans foram movidos com uma mínima 

quantidade de M9 para uma nova placa com comida (bactérias) por 24 h onde foram 

contados os vermes vivos e através de um experimentador cego foi feito o teste de 

sensibilidade ao toque. Para maiores detalhes consultar Queliconi et al. (2014). 

3.22. Teste de resposta ao toque em C. elegans: Após 24 h de recuperação, C. 

elegans que sobreviveram foram movidos para uma nova placa onde, usando um cílio 

preso a um extensor, foi medida a resposta ao toque. A resposta ao toque foi feita 

tocando-se levemente a lateral do verme na região dos neurônios mecanosensores e 

verificando se isso causa a mudança de direção. 
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3.23. Microscopia do neurônio mecanosensor em C. elegans: Após as 24 h de 

recuperação, animais vivos foram anestesiados utilizando 0,1% de tetramisole e 0,1% 

de tricaina (EMS, Hatfield, PA, USA), transferidos para lâmina com um suporte de 

agarose (2% agarose em M9) e observados em 20 min sob uma lamínula. Foi utilizado 

um microscópio Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon USA, Melville, NY, USA), com uma 

Polychrome V monochromator (TILL Photonics, Gräfelfing, Germany), e Cooke 

Sensicam CCD (PCO-TECH, Romulus, MI, USA) coordenados utilizando o software 

TILLvisION, para se obter as imagens de fluorescência (470 nm excitação/535 nm 

emissão) sob uma objetiva a óleo de 100x. 

3.24. Análise estatística: Todos os experimentos mostrados tem ao menos 3 

repetições e os gráficos são apresentados com o desvio padrão do erro. Os dados 

apresentados em grupos maiores que 2 foram analisados utilizando 1-way ANOVA com 

pós-teste de Bonferroni e os dados comparando 2 grupos foram analisados usando 

teste de t-student. As análises foram feitas utilizando o GraphPad Prism 5.  
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4. Resultados 
 
4.1 – Caracterização do dano causado pela presença de Bicarbonato na IR 

Nós iniciamos os experimentos certificando que nossa condição experimental 

não estava alterando o pH intracelular. Utilizando a sonda de pH BCECF-AM, 

incubamos células como descrito nos Matérias e Métodos e medimos o pH 

citoplasmático após 95 minutos, obtendo sempre o mesmo pH em ambas as condições 

(Figura 2). 
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Fig. 2 – O pH intracelular não é alterado pela presença de bicarbonato – pH citosólico foi medido 
usando BCECF como descrito nos Materiais e Métodos. Células HL-1 foram incubadas por 120 min em 
tampão na ausência de bicarbonato (0 % CO2) ou contendo 10% de HCO3

-
/CO2. 

 

Nós olhamos a seguir para o efeito do bicarbonato em condições controle e sob 

isquemia-reperfusão. Para tanto utilizamos um modelo utilizado anteriormente no 
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laboratório, estabelecido por Facundo e colaboradores (Facundo et al., 2005). Nesse 

modelo utilizamos inibições químicas da cadeia respiratória utilizando cianeto (CN-) e 

deoxiglicose para inibir a glicólise. Usando esse dois compostos, conseguimos 

mimetizar o processo de isquemia onde existe inibição da cadeia respiratória e da 

glicólise devido à inibição de consumo dos subtratos. O processo de reperfusão é 

iniciado ao se trocar o meio por outro sem os inibidores e com glicose presente. Esse 

modelo representa bem os eventos isquêmicos já que é possível utilizá-lo para 

mimetizar pré-condicionamento e eventos que protegem tecidos contra dano isquêmico 

(Facundo et al., 2005, 2007). 

Submetemos as células a diversos tempos de sIR(CN-) na ausência de 

bicarbonato e concluímos que subter as células a um período de 90 min produzia a 

quantidade de morte desejada (~30%), semelhante a usada anteriormente no 

laboratório (Facundo et al., 2005). Seguimos utilizando uma condição sem bicarbonato 

(0%) e uma com alto bicarbonato (10% de CO2). O controle (utilizando somente o 

tampão de reperfusão) não apresentou diferenças na morte entre os dois grupos (Fig. 

3A). Ao submetermos os grupos à sIR(CN-) obtivermos uma diferença significativa na 

morte celular após a reperfusão (95 min) (Fig. 3B).  
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Fig. 3 – A presença de bicarbonato aumenta morte celular após sIR(CN

-
) – Células HL-1 foram 

incubadas somente com tampão de reperfusão (A) ou submetidas a sIR(CN
-
) (B) na ausência (0% CO2) 

ou presença (10% CO2) de bicarbonato. A morte celular foi medida através da utilização da fluorescência 
do brometo de etídeo como descrito nos Matérias e Métodos.  

 

Devido à atividade redox do par HCO3
-/CO2, medimos a quantidade de proteínas 

carboniladas nas nossas amostras para verificar se haviam danos oxidativos 

associados ao processo. Os dados (Fig. 4) mostraram um significativo aumento da 

quantidade de proteínas carboniladas a durante a reperfusão e um aumento 

significativamente maior no grupo exposto ao bicarbonato (10%) e a sIR(CN-). 
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Fig. 4 – A presença de bicarbonato aumenta a quantidade de proteínas carboniladas durante a 
reperfusão – Proteína carbonilada foi medida através de WB como descrito nos Materiais e Métodos. 
Células HL-1 foram incubadas por 95 min em tampão sem (0% CO2) ou com bicarbonato (10% CO2) em 
tampão controle (95 min) ou submetidas a sIR(CN

-
) (95 min sIR(CN

-
)). *, p<0,05 em relação ao controle 

não isquêmico; #, p<0,05 em relação ao 0% CO2 – sIR(CN
-
) 

 

Seguida a caracterização em células, utilizamos corações isolados de ratos em 

um sistema Langendorff para testar se os mesmos efeitos detectados se reproduziriam 

em um modelo de isquemia reperfusão mais complexo. Para tanto usamos as 

modificações nos tampões e o protocolo de isquemia descritos nos Materiais e 

Métodos, graficamente representados na figura 4.  

 

 
Fig. 5 - Esquema do tempo de isquemia e reperfusão utilizado nos corações isolados de ratos. 
 

 



36 

 

Para medir o dano utilizamos parâmetros funcionais (batimentos por minuto – 

BPM e pressão desenvolvida no ventrículo esquerdo) e área de tecido morto do 

coração utilizando 2,3,5-triphenil-tetrazolium (TTC), como descrito nos Materiais e 

Métodos. Em corações controles não expostos à IR não detectamos nenhuma diferença 

nos parâmetros medidos (Fig. 6). 

Ao expor os corações ao protocolo isquêmico obtivemos uma significativa 

deterioração dos parâmetros cardíacos na presença de 10% de CO2 (Fig. 7). Houve 

declínio na velocidade de batimentos (Fig. 7A) e na pressão desenvolvida no ventrículo 

(Fig. 7B). Os corações expostos a 5% de CO2 apresentaram uma piora inicial mas que 

é recuperada no decorrer da reperfusão, entretanto os corações expostos ao tampão 

com 10% de CO2 não se recuperaram durante todo o período de reperfusão. A queda 

em ambos os parâmetros indica que esse coração teria significativa perda de sua 

funcionalidade.  
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Fig. 6 – Corações de ratos perfundidos com diferentes concentrações de bicarbonato/CO2 não 
apresentam diferença sobre o BPM (A), pressão de perfusão (B) e área infartada (C). Corações de 
ratos foram perfundidos por 140 min usando diferentes concentrações de bicarbonato/CO2. O tampão de 
perfusão foi adaptado para cada condição como descrito nos Materiais e Métodos. BPM (A) e pressão de 
perfusão (B) estão representados relativo ao ponto médio do tratamento com 5% de CO2 no tempo 50 
min. (C) Ao final da reperfusão os corações foram retirados e cortados em 2 a 4 fatias coradas em TTC 
1%. As fatias foram escaneadas e a área infartada e a total foram medidas com o auxílio do programa 
Image J. A área infartada foi apresentada relativa à área total do corte. 
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Os corações expostos a uma concentração maior de bicarbonato também 

apresentaram um aumento da área infartada (Fig. 7C), mas não apresentaram 

diferenças quando não submetidos a IR (Fig. 6C). Seguimos analisando a oxidação 

proteica nos corações isolados. Como é um modelo mais complexo e com maior 

quantidade de proteína total, conseguimos medir a quantidade de carbonilação,  

metionina sulfóxido e nitro-tirosina como marcadores adicionais de dano oxidativo. 
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Fig. 7 – Corações de ratos infartados submetidos a diferentes concentrações de bicarbonato/CO2 
apresentam piora na recuperação do BPM (A) e pressão de perfusão (B) e maior área infartada (C). 
Corações de ratos foram submetidos a 30 minutos de isquemia seguida de 60 min de reperfusão usando 
diferentes concentrações de bicarbonato/CO2. O tampão de perfusão foi adaptado para cada condição 
como descrito nos materiais e métodos. O BPM (A) e pressão de perfusão (B) estão representados 
relativo ao ponto médio do tratamento com 5% de CO2 no tempo 50 min. (C) Ao final da reperfusão os 
corações foram retirados e cortados em 2 a 4 fatias coradas em TTC 1%. As fatias foram escaneadas e a 
área infartada e a total foram medidas com o auxílio do programa Image J. A área infartada foi 
apresentada relativa à área total do corte. 

 

 

Não detectamos nenhuma alteração nas condições de oxidação proteica nos 

corações controles promovida por IR, mas detectamos um aumento na quantidade de 

proteína carbonilada e metionina sulfóxido (Fig. 8A e B) e um aumento na quantidade 

de nitro-tirosina (Fig. 8C). 
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Fig. 8 - Corações de ratos infartados submetidos a diferentes concentrações de 
bicarbonato/CO2 apresentam acúmulo de espécies oxidadas. Corações de ratos foram 

submetidos a 30 minutos de isquemia seguida de 60 min de reperfusão usando diferentes concentrações 
de bicarbonato/CO2. O tampão de perfusão foi adaptado para cada condição como descrito nos Materiais 
e Métodos. Ao final do experimento isolamos as proteínas dos corações e dosamos a quantidade de 
proteína carbonilada (A), metionina sulfóxido (B) e nitro-tirosina (C) através de Western blots como 
descrito nos Materiais e Métodos. *, p<0,05 em relação ao 0% CO2; #, p<0,05 em relação ao 5% CO2. 

 

Seguimos tentando identificar se essa diferença era causada pela ativação de 

alguma via de sinalização protetora. Para tanto analisamos a quantidade de Akt 

fosforilada (Fig. 9), como um indicativo de ativação das defesas celulares e concluímos 

que a presença do bicarbonato não modifica a capacidade de ativação de cascatas de 

proteção celular. Para detectarmos se a nitração das proteínas surte um efeito 

importante, utilizamos L-NAME (inibidor da nítrico oxido sintase) e expusemos os 

corações a isquemia na presença (10%) ou ausência de bicarbonato (0%) (Fig. 10). A 

inibição da produção de óxido nítrico não provocou mudanças no fenótipo, indicando 

que esse radical não participa do dano causado pelo bicarbonato. 
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Fig. 9 – Quantidades de P-Akt não em corações perfundidos na presença de diferentes 
concentrações de CO2. A ativação de Akt foi quantificada usando WB para P-Akt em corações não 
isquêmicos, após perfusão por 2h e 20 min com diferentes concentrações de HCO3

-
/CO2.  
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Fig. 10 – Corações de ratos submetidos a IR na presença de L-NAME apresentam um aumento do 
dano na presença de bicarbonato.  Corações de ratos foram submetidos a 30 minutos de isquemia 
seguida de 60 min de reperfusão usando diferentes concentrações de bicarbonato/CO2. O tampão de 
perfusão foi adaptado para cada condição como descrito nos Materiais e Métodos na presença de L-

NAME (200 M - adicionando 5 min antes da isquemia e mantido até o fim da reperfusão).  (A) BPM, (B) 
pressão desenvolvida e (C) área infartada (medida ao fim da reperfusão). *, p < 0,05 em relação ao 0% 
CO2. 
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Todos os nossos modelos estudados até o momento envolviam derivados de 

tecido cardíaco. Para testar modelos não cardíacos, utilizamos um modelo não 

mamífero e de animal inteiro, C. elegans. Assim conseguimos testar os efeitos das 

diferentes concentrações de bicarbonato no dano causado por IR em um modelo 

distinto, permitindo melhor confirmação dos eventos.   

Desenvolvemos esse modelo em colaboração com o laboratório de Keith Nerhke 

da University of Rochester em Rochester, no estado de New York nos Estados Unidos. 

Utilizamos um modelo de isquemia reperfusão em C. elegans descrito inicialmente por 

Scott (Scott et al., 2002) que foi adaptado e posteriormente publicado por nós 

(Queliconi et al., 2014). A isquemia em C. elegans consiste em 20 horas de privação de 

oxigênio e alimentos (Anoxia-Jejum) seguidas de 24 horas de recuperação em 

ambiente com alimento e O2 ambiente (Fig. 11). 

 

 

Fig. 11 - Esquema temporal de anóxia-jejum, modelo de IR em C. elegans. 

 

Nós não detectamos um aumento de mortalidade nos vermes, somente uma 

tendência no acúmulo de espécies oxidadas de proteínas (Fig. 12A e B). Entretanto 

detectamos uma significativa deterioração na resposta dos vermes ao exame de toque 

(Fig. 12C). 
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Fig. 12 – 10% CO2 diminui a capacidade de resposta a toque em C. elegans submetidos a anóxia-
jejum sem alterar viabilidade – (A) Viabilidade pós recuperação em C. elegans submetidos a anóxia-
jejum na presença ou ausência de bicarbonato como descrito nos Materiais e Métodos. N2 é a linhagem 
selvagem, e KWN85 é uma linhagem que apresenta expressão de GFP nos neurônios mecanosensores. 
(B) Quantidade de proteínas carboniladas foram medidas como descrito nos Materiais e Métodos em C. 
elegans após a recuperação de anóxia-jejum na ausência (0%) ou presença (10%) de bicarbonato. (C) 
Resposta ao estímulo por toque in C. elegans vivos após a recuperação de anóxia-jejum na ausência 
(0%) ou presença (10%) de bicarbonato. *, p<0,05 em relação ao 0% CO2. 

 

Os neurônios mecanosensores responsáveis pela resposta específica ao toque 

são conhecidos em C. elegans. Utilizando animais que expressam GFP na membrana 

citosólica (linhagem KWN85) analisamos a morfologia dos mesmos (Fig. 13). Esses 

neurônios apresentavam diversas modificações no axônio, como abnormalidades 

(Fig.13A) (não linearidade do axônio) e pontuações (Fig.13B) (estruturas semelhantes a 

bubble apoptótico). A quantificação nos mostrou uma grande concentração dessas 

modificações no grupo exposto ao bicarbonato (Fig. 13). 
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Fig. 13 – 10% CO2 aumenta modificações nos neurônios mecanosensores – Neurônios 
mecanosensores de C. elegans (KWN85) foram analisados em vermes sobreviventes sob anestesia após 
a recuperação de anóxia-jejum na ausência (0%) ou presença (10%) de bicarbonato. (A) Anormalidades 
como a presença de processos tortuosos (B) Formação de agregados de GFP na membrana dos 
neurônios mecanosensores. *, p<0,05 em relação ao 0% CO2. 
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4.2 - Identificação das mudanças moleculares promovidas pela presença de 

bicarbonato na IR 

Com a demonstração de que o aumento de dano provocado pela presença do 

bicarbonato na IR ocorria em modelos muito distintos, analisamos a fisiologia 

mitocondrial em busca do mecanismo responsável pelo do aumento do dano. Para 

tanto utilizamos mitocôndrias isoladas de coração de ratos que foram expostas as 

diferentes concentrações de bicarbonato. 

Os tampões de experimento foram previamente equilibrados com a fase gasosa 

de interesse e o pH foi checado antes do início do experimento. Iniciamos medindo 

produção de H2O2 através da utilização do fluorófuro Amplex Red na presença de 

peroxidase de raiz forte (HRP). Medimos a produção utilizando condições experimentais 

diferentes para produzir baixas ou altas concentrações de oxidantes mitocondriais (Fig. 

14). 
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Fig. 12 – Produção de H2O2 não é aumentada pela presença de HCO3

-
/CO2 em mitocôndrias 

isoladas. Mitocôndrias foram isoladas de coração de rato e incubadas com diferentes concentrações de 
HCO3

-
/CO2 e a produção de H2O2 foi medida como descrito nos Materiais e Métodos. As condições foram 

(A) presença de succinato (2 mM) (B) succinato 2 mM e rotenona 2 M (C) succinato 2 mM, rotenona 2 

M e antimicina 1 g/mL (D) succinato 2 mM e ADP 0,2 mM (E) succinato 2 mM, ADP 0,2 mM e 

oligomicina 1 g/mL (E) succinato 2 mM, ADP 0,2 mM, oligomicina 1 g/mL  e CCCP 1 M. *, p<0,05 em 
relação ao 0% CO2. 

 

Apesar de não haver um aumento na produção total de H2O2, poderia haver uma 

alta porcentagem de EROs em relação ao oxigênio consumido. Para verificar essa 

hipótese nós medimos as velocidades respiratórias em paralelo à produção de H2O2 e 

analisamos a velocidade respiratória e a taxa de produção de peróxido por oxigênio 

consumido (Fig. 15 e 16). 
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Fig. 15 – Diferentes quantidades de CO2 não alteram a velocidade respiratória e o acoplamento em 
mitocôndrias isoladas de coração de rato. Mitocôndrias foram isoladas de coração de ratos e 
incubadas em tampões (0,125 mg/mL de  proteína mitocondrial em 125 mM de sacarose, 65 de mM KCl, 
10 mM de Hepes, 2 mM de fosfato inorgânico, 2 mM de MgCl2, 2 mM de succinato, 200 μM de EGTA, e 
0.01% de BSA, pH 7,2) com diferentes concentrações de HCO3

-
/CO2 .  (A) velocidade respiratória (na 

presença de ADP) (B) Controle Respiratório (VADP/VOligo), determinado como descrito nos Materiais e 
Métodos. 
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Fig. 16 – Razão H2O2/O2 não é alterada pela presença de diferentes concentrações de HCO3

-
/CO2 

em mitocôndrias isoladas. Mitocôndrias foram isoladas de coração de rato e incubadas com diferentes 
concentrações de HCO3

-
/CO2 e a produção de H2O2 foi medida como descrito nos Materiais e Métodos. 

As condições foram (A) presença de succinato 2 mM (B) succinato 2 mM e ADP 0,2 mM (C) succinato 2 

mM, ADP 0,2 mM e oligomicina 1 g/mL (D) succinato 2 mM, ADP 0,2 mM, oligomicina 1 g/mL e CCCP 

1 M.  

 

Em nenhuma das condições analisadas obtivemos uma diferença que explicasse 

um aumento da concentração de proteínas oxidadas. A atividade redox do par HCO3
-
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/CO2 permite a produção de diversos radicais não detectáveis utilizando Amplex Red e 

HRP. Dessa maneira decidimos olhar diretamente para a quantidade de proteínas 

oxidadas. Para tanto incubamos mitocôndrias isoladas de coração de rato em tampão 

de experimento equilibrado com a quantidade desejada de bicarbonato na presença de 

condições com baixa (succinato) e alta produção de peróxido (succinato + antimicina). 

Incubamos inicialmente as mitocôndrias por 30 min (Fig. 17) e não obtivemos a 

diferença detectada anteriormente. 
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Fig. 17 – Quantidade de proteína carbonilada em mitocôndrias incubadas durante 30 minutos em 
diferentes concentrações de HCO3

-
/CO2 na presença de succinato (A) ou succinato e antimicina 

(B). Mitocôndrias de coração 0,5 mg/mL de ratos foram incubadas por 30 min em tampão de experimento 

(veja Materiais e Métodos) na presença de succinato 2 mM (A) ou sucinato 2 mM e antimicina 1 g/mL 
(B) proteínas carboniladas quantificadas por western blots. 

 

 

Uma possibilidade para falta de diferença seria a exposição ao um tempo muito 

longo, o que levaria ao consumo máximo de oxigênio e a mascarar as diferenças. Para 

resolver essa questão nós refizemos o experimento usando uma menor quantidade de 

proteína mitocondrial e um tempo menor, de 10 minutos (Fig. 18). Mesmo nas novas 

condições não detectamos diferenças. 
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Fig. 18 – Oxidação proteica de mitocôndrias incubadas com diferentes concentrações de HCO3

-

/CO2 em diversas condições. Mitocôndrias de coração de rato 0,125 mg/mL foram incubadas por 10 

min em na presença de succinato 2 mM (A e C), succinato 2 mM e antimicina 1 g/mL (B e D). Após a 
incubação a quantidade de proteína carbonilada (A e B) e de resíduos de metionina sulfoxido (C e D) 
foram quantidicadas por WB. 

 

Sem detectar diferenças em organelas isoladas, voltamos a utilizar sistemas 

celulares completos. Inicialmente utilizamos o protocolo de sIR para olhar para a rede 

mitocondrial. Marcamos as rede mitocondrial utilizando imunofluorescência para a 

subunidade IV da citocromo C oxidase (CoxIV). Isso nos permitiu analisar a rede 

mitocondrial em condições controles e após sIR (Fig. 19). Não conseguimos detectar 

diferenças causadas pela presença (10%) ou ausência de bicarbonato (0%).  
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Fig. 19 – Imunofluorescencia para CoxIV na presença ou ausência de HCO3

-
/CO2. Células HL-1 

foram crescidas em placas de de 35 mm com fundo de vidro e submetidas a sIR na ausência (0% - A e B) 
ou presença (10% - C e D) de HCO3

-
/CO2 antes (150 min – A e C) ou após a reperfusão (155 min – B e 

D). 

 

Outro fator que poderia influenciar o dano celular seria uma mudança na 

atividade do sistema protassoma-ubiquitina. Iniciamos analisando a quantidade de 

ubiquitina em células após sIR, na presença (10%) ou ausência de bicarbonato (0%) 

(Fig. 20A). Detectamos um aumento significativo da quantidade de ubiquitina na 

presença de 10% de CO2. O aumento da quantidade de ubiquitina pode ser devido a 

uma perda de atividade do proteassoma. Seguimos analisado a atividade do 

protreassoma em HL-1 antes e após a sIR (Fig. 20B) e nos em corações isolados de 

rato submetidos a IR (Fig. 20C), entretanto não houve mudanças na atividade do 

proteassoma na presença ou ausência de bicarbonato.  
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Figura 20 – Ubiquitina é acumulada na presença de bicarbonato, mas não muda a atividade do 
proteassoma – Células HL-1 foram submetidas a sIR na ausência ou presença de bicarbonato e a 
quantidade de ubiquitina foi medida na proteína total através de WB (A) Atividade do proteassoma foi 
medida como descrito nos Materiais e Métodos no extrato celular de HL-1 submetida a sIR (B) e em 
extrato dos corações submetidos a sIR (C).  

 

Outro sistema envolvido com degradação de proteínas oxidadas e danificadas é 

o sistema autofágico. Para estudar esse mecanismo nós firmamos uma colaboração 

com o laboratório da professora Roberta Gottlieb do hospital Cedars-Sinai em Los 

Angeles, nos Estados Unidos. Nessa parte do projeto nós utilizamos corações isolados 

de ratos e células HL-1 como modelos. Os corações foram submetidos a um protocolo 

semelhante ao descrito anteriormente (Queliconi et al., 2013). Utilizamos 30 min de 

estabilização seguidos de 30 min de isquemia e 15 min de reperfusão (IR). As células 

HL-1 foram submetidas à isquemia-reperfusão simulada (sIR), com duração de 150 min 

de isquemia e 5 minutos de reperfusão, utilizando um sistema GazPak para obter um 

ambiente anóxico e utilização de deoxiglicose para inibição da via glicolítica (Perry et 

al., 2011). 

A quantificação da morte celular foi feita medindo a atividade da creatina kinase 

(CK) (Fig. 21). A atividade da CK foi medida no perfusato dos corações de rato a cada 
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minuto durante os 5 min iniciais da reperfusão. Nas células HL-1, a atividade de CK foi 

medida no sobrenadante e no extrato total (atividade sobrenadante + atividade das 

células aderidas) e a proporção da atividade no sobrenadante pela atividade total foi 

considerada como % de morte celular. A presença de bicarbonato provocou um 

aumento na liberação de CK em ambos os modelos (Fig. 21) condizendo com os outros 

indicadores de morte celulares que obtivemos anteriormente (Queliconi et al., 2013). 
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Figura 21 – Bicarbonato aumento o dano após dano por isquemia-reperfusão. A medida do 
dano foi feita pela atividade da creative kinase (CK) liberada. (A) % de CK total no sobrenadante de 
células HL-1 no tempo 0, pré-reperfusão (150 min) e pós reperfusão (155 min) (B) Liberação de CK no 
perfusato de corações de rato isolados submetidos à IR como descrito nos Materiais e Métodos.  
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Confirmamos também que o acúmulo de proteínas oxidadas podia ser 

reproduzido no novo modelo (Fig. 22, 3 e 7).  
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Figura 22 – Acúmulo de proteínas carboniladas após IR na ausência de (0% CO2) ou presença de  
bicarbonato (10% CO2)- (A) Células HL-1 foram submetidas a sIR e coletadas na isquemia (150 min) e 
após a 5 min de reperfusão (155 min) na presença ou ausência de bicarbonato como descrito nos 
Materiais e Métodos. (B) Corações isolados foram submetidos a IR e proteína carbonilada foi medida 
como descrito nos materiais e métodos  *, p<0,05 em relação ao 0% CO2. 
 

Começamos a analisar o sistema autofágico medindo a quantidade de LC3 I e II. 

Não detectamos diferenças significativas na quantidade de proteína LC3 ou seus 

subtipos (Fig. 23 A-F). Usando RT-PCR (Fig. 23G) conseguimos detectar um aumento 

da quantidade de mRNA de LC3 nos corações isolados de ratos.  
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Figura 23 – A quantidade de LC3 não muda na presença ou ausência de bicarbonato – A 
quantidade LC3 foi medida usando WB como descrito nos Materiais e Métodos. (A-C) Células HL-1 foram 
submetidas a sIR na presença ou ausência de bicarbonato. (D-F) Corações de rato submetidos a IR na 
presença ou ausência de bicarbonato, (G) A quantidade de mRNA foi medida como descrito nos 
Materiais e Métodos de corações de rato submetidos a IR na presença ou ausência de bicarbonato. *, 
p<0,05 em relação ao 0% CO2. 
 

Outro importante marcador da cascata autofágica é p62. Uma depleção de p62 

em geral indica fluxo autofágico aumentado enquanto seu acúmulo em geral indica 

inibição. Utilizando extrato total das células HL-1, nós detectamos uma diminuição da 

quantidade de p62 (Fig. 24A), o que se repetiu quando medimos a quantidade de p62 

na fração citosólica dos corações infartados (Fig. 24B). Entretanto, a quantidade de p62 

na fração mitocondrial (Fig. 24C) se apresentou significativamente aumentada. 
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Figura 24 – Quantidade de p62 diminuí no citosol e aumenta na fração mitocondrial – A quantidade 
de p62 foi medida usando WB como descrito nos Materiais e Métodos. (A) Células HL-1 foram 
submetidas a sIR na presença ou ausência de bicarbonato. Corações de rato submetidos a IR na 
presença ou ausência de bicarbonato  e fracionados em (B) citosol e (C) mitocôndrias. *, p<0,05 em 
relação ao 0% CO2. 
 

Para nos certificarmos que as modificações na fração mitocondrial eram 

consistentes, medimos outros marcadores ligados à mitofagia. A quantidade de Beclin1 

apresenta o padrão oposto de p62, estando aumentada no citosol e diminuída na fração 

mitocondrial (Fig. 25A e B). Beclin1, quando clivada (Fig. 25C), é um indicativo de 

aumento de sinalização apoptótica. Porém, não conseguimos detectar diferenças em 

sua clivagem, o que indica que o processo de morte observado não está ligado a um 

aumento de apoptose por essa via. 

Drp1 é uma enzima necessária para a fragmentação mitocondrial e para iniciar o 

processo de mitofagia. Na presença de bicarbonato ela apresentou um aumento na 

fração citosólica e na fração mitocondrial (Fig. 25D e E). 
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Figura 25 – Presença de bicarbonato aumenta marcadores de mitofagia – Beclin1 foi quantificada 
usando WB em células HL-1 submetidas à sIR na presença ou ausência de bicarbonato (A) e em frações 
de corações de ratos submetidos a IR na presença ou ausência de bicarbonato. Fração citosólica (B) e 
mitocondrial (C). Drp1 foi quantificada por WB em fração de corações de ratos submetidos a IR na 
presença ou ausência de bicarbonato. Fração citosólica (D) e mitocondrial (E). Os WB foram feitos como 
descrito nos Materiais e Métodos. *, p<0,05 em relação ao 0% CO2. 

 

Parkin é uma ubiquitina ligase, que poderia ser responsável pelas modificações 

detectadas na quantidade de ubiquitina. Outra proteína importante é ATG4, responsável 

pela remoção de LC3. Analisamos a expressão dessas duas proteínas por WB (Fig. 

26). Em ambos os casos não detectamos mudanças. 
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Figura 26 – Presença ou ausência de bicarbonato não muda a quantidade de Parkin ou ATG4b – A 
quantidade de Parkin e ATG4b foi medida usando WB em frações de corações de rato expostos a IR na 
presença ou ausência de bicarbonato. Parkin nas frações citosólica (A), mitocondrial (B) e ATG4b na 
fração mitocondrial (C). Os WB foram feitos como descrito nos Materiais e Métodos. 
 

Para verificar se a mitofagia está inibida, analisamos a quantidade de proteínas 

que são degradas especificamente pelo sistema ubiquitina-proteassoma (TOM70) e 

proteínas degradas pelo sistema autofágico (CoxIV). Detectamos um acúmulo de CoxIV 

(Fig. 27B), mas não TOM70 (Fig. 27A), indicando que somente a via autofágica está 

inibida. 
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Figura 27 – A presença de bicarbonato não muda quantidade de TOM70, mas causa acúmulo de 
CoxIV – Lisados totais de coração de rato expostos a IR na presença ou ausência de bicarbonato foram 
testados para Tom70 e CoxIV usando WB como descrito nos Materiais e Métodos. *, p<0,05 em relação 
ao 0% CO2. 

 

Se a inibição da mitofagia é a responsável pelo aumento de dano causado pela 

presença de bicarbonato, a inibição do processo autofágico deveria desaparecer com a 

diferença de dano causado pelo tratamento com bicarbonato. Utilizamos bafilomicina A 

para inibir a acidificação do lisossomo e sua consequente fusão com o autofágossomo. 

Submetemos células HL-1 a sIR na presença de Bafilomicina A (Fig. 28) na presença 

(10%) ou ausência de bicarbonato (0%) (Fig. 28). O grupo contendo bicarbonato não 

apresentou mudanças no dano, mas o grupo que não continha bicarbonato apresentou 

um dano maior. É interessante ressaltar que não há diferença entre o grupos 0% + 

Bafilomicina / 10% / 10 + Bafilomicina, mas essa é significativa quando comparada com 

o 0%. Isso mostra que a inibição da autofagia não aumenta o dano causado pelo 
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bicarbonato, mas causa um dano de proporções similares no grupo que não contém 

bicarbonato, suportando a hipótese de que a inibição da mitofagia é a causa do 

aumento de dano promovido pelo bicarbonato. 
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Figura 28 – Bafilomicina A causa um aumento de liberação de CK na ausência de bicarbonato, 
mas não na presença de bicarbonato – Células HL-1 foram incubadas na presença de Bafilomicina A 
(Baf) (em vermelho) ou DMSO (em preto) por 2 h antecedendo o experimento e submetidas a sIR como 
descrito nos Materiais e Métodos. A liberação de CK foi medida sobe condições basais (0 min), antes da 
reperfusão (150 min) e 5 min após a reperfusão (155 min). *, p<0,05 em relação ao indicado. 
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5. Discussão  

5.1 – Caracterização do dano causado pela presença de bicarbonato na IR 

 

Esse trabalho se iniciou pela constatação de que há aumento do dano causado 

por isquemia/reperfusão pela presença de HCO3
-/CO2. Os dados que caracterizam esse 

efeito estão compreendidos entre as figuras 2-15 discutidos em detalhes no trabalho 

publicado e em anexo (Ap.5) (Queliconi et al., 2013). Aqui faremos uma breve 

discussão dos dados já publicados e focaremos na discussão do mecanismo 

responsável, ainda não publicado. 

A presença do bicarbonato causa um aumento do dano provocado por IR sem 

que haja modificações nas condições basais. Estudos anteriores utilizando bicarbonato 

mostram que a presença um aumento do bicarbonato poderia ser protetora (Heijnen et 

al., 2002; Imahashi et al., 2007), entretanto esses estudos não se preocuparam em 

manter o pH constante. Essa proteção descrita pode se dever principalmente a 

reperfusão acida, que já foi descrita como protetora em condições de IR (Inserte et al., 

2008) devido a um menor gasto energético pela bomba de Na+/K+(Imahashi et al., 

2007). 

Nós analisamos a influência da presença de bicarbonato mantendo o pH intra e 

extra celular constante. Nossos dados são coerentes com diversos estudos mostrando 

toxicidade devido a um aumento de CO2 (Ezraty et al., 2011) e que o par HCO3
-/CO2 

permite e catalisa a produção de espécies radicalares mais reativas (Medinas et al., 

2007). 
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Nós estudamos a possibilidade da reação de radicais derivados do par HCO3
-

/CO2 reagir com NO
.
 (Fig. 10) e danificar a NOS ou a NADPH oxidase, criando um fluxo 

constante de superóxido que poderia ser a origem do dano (Santos et al., 2009).  

Nenhum desses fatores demonstrou ser necessário para o aumento do dano. Dessa 

maneira seguimos para um estudo detalhado das diversas possíveis fontes que 

provocariam o aumento do dano. 

 

5.2 – Identificação das mudanças moleculares envolvidas no dano causado 

pela presença de bicarbonato na IR 

Parâmetro bioenergéticos e redox mitocondriais podem ser facilmente alterados 

pela mudança de carga iônica pela diferença de pH entre o espaço intermembranas e a 

matriz (Nicholls, 2002; Kumar et al., 2011). Ao analisar a respiração, produção de 

EROs, a quantidade de proteínas oxidadas formadas em situação de estresse oxidativo 

e a forma da rede mitocondrial, não conseguimos detectar nenhuma diferença (Fig. 14-

19). O mais intrigante desses dados é a falta de detecção de um acúmulo de proteínas 

oxidadas em organelas isoladas (Fig. 17 e 18), já que esse foi um dado consistente 

observado nos experimentos com sistemas celulares e é conhecido que o bicarbonato 

pode aumentar a toxicidade de outras espécies radicalares (Medinas et al., 2007). 

A falta de lesões oxidativas no sistema de organelas isoladas nos fez levantar a 

hipótese de que a diferença não estava na produção de EROs, mas na remoção dos 

danos provocados por essas espécies. A degradação proteica em células é mediada 

pelo sistema proteassoma-ubiqutina e sistema autofágico. O proteassoma é 

considerado a principal via de degradação de proteínas danificadas e mal 
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formadas/dobradas (da Cunha et al., 2011; Livnat-Levanon e Glickman, 2011). Sabe-se 

que o aumento da atividade do proteassoma reduz o danos associados a IR (Churchill 

et al., 2010). Nós detectamos um aumento da quantidade de ubiquitinação na presença 

de bicarbonato (Fig. 20A). O acúmulo de ubiquitina pode ser causado pela inibição da 

degradação ou um aumento da ubiquitinação das proteínas. Infelizmente, o grande 

número de ubiqutin-ligases (Livnat-Levanon e Glickman, 2011) e sua ligação transiente 

com os alvos e organelas torna difícil quantificar a atividade das mesmas. 

Seguimos medindo a atividade do proteassoma em extratos de células HL-1 

submetidas à isquemia na presença ou ausência de bicarbonato (Fig. 20B) e de 

corações que foram submetidos a IR na presença ou ausência de bicarbonato (Fig. 

20C). Não detectamos nenhuma diferença na atividade do proteassoma que explicasse 

as diferenças na quantidade de ubiquitina.  

O processo autofágico também se utiliza de ubiquitina como marcador e iniciador 

(Geng e Klionsky, 2008; Suen et al., 2010; Huang et al., 2011; Kubli et al., 2013; Bingol 

et al., 2014). Os nossos dados iniciais indicavam uma tendência de acúmulo de LC3 

(Fig. 23 A-C, E-G), com um significante aumento da quantidade de LC3II na sua forma 

ativa na presença de bicarbonato em células HL-1 submetidas a IR (Fig. 23G). 

Detectamos também um aumento significativo de mRNA de LC3 nos corações expostos 

ao bicabonato (Fig. 23D). Esses dados são um indicativo de que a autofagia pode estar 

inibida. A inibição da degradação pode ser causada por problemas na detecção dos 

alvos, estruturação do autofagossomo, fusão com o lisossomo e na degradação do 

conteúdo dentro do autofagolisossomo (Gottlieb et al., 2011; Mizushima et al., 2011; 

Kobayashi e Liang, 2014). Iniciamos olhando para a quantidade de uma proteína 

acessória que permite a identificação dos alvos a serem degradados, p62 (Fig. 24). 
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A quantidade detectada no extrato celular total aparece diminuída na presença 

de bicarbonato (Fig. 24A), e o mesmo se repete quando analisamos a fração citosólica 

dos corações de ratos. Esse dano parece inconsistente com a quantidade de LC3 (Fig. 

23), entretanto quando analisamos a quantidade de p62 na fração mitocondrial dos 

corações de rato detectamos um aumento na quantidade de p62 mitocondrial. 

O acúmulo de p62 na fração mitocondrial pode indicar um problema 

especificamente no processo de mitofagia. Essa hipótese seria condizente com os 

dados anteriores já que o acúmulo de mitocôndrias danificadas causaria um aumento 

de dano oxidativo nas células provocando um aumento de proteínas oxidadas. Para nos 

certificarmos se o processo mitofágico estava realmente inibido medimos outros 

marcadores. Utilizando corações de rato fracionados submetidos a IR e expostos ou 

não ao bicarbonato, medimos a quantidade e a translocação de Beclin e de Drp1 (Fig. 

25). Beclin apresentou um aumento na fração citosólica (Fig. 25A) e uma diminuição na 

fração mitocondrial (Fig. 25B). Beclin1 é essencial para mitofagia e sua presença é 

essencial para a translocação de outros fatores necessários para a mitofagia (Wirawan 

et al., 2010; Choubey et al., 2014). Esse dado reforça que a mitocôndria não está sendo 

degradada de modo eficiente porque não está recebendo todos os fatores necessários, 

e a presença da mesma quantidade de Beclin1 clivada (Fig. 25C) indica que a inibição 

da mitofagia não está ocorrendo devido a um aumento de sinalização para apoptose 

(Wirawan et al., 2010). 

Drp1 é uma proteína importante para a fissão mitocondrial, um passo que 

normalmente precede a mitofagia. A fissão mitocondrial é necessária para que as 

mesmas possam ser englobadas pela autofagossomo e Drp1 interage com Parkin para 

estimular a mitofagia (Buhlman et al., 2014). Na presença de bicarbonato houve um 
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aumento da quantidade de Drp1 citosólica (Fig. 25D) e translocada para a fração 

mitocondrial (Fig. 25E) indicando um acumulo de Drp1 que seria degradada junto com 

as mitocôndrias danificadas. 

O aumento de Drp1 e o decréscimo de Beclin1 poderiam indicar um defeito na 

marcação das mitocôndrias que seriam degradadas, já que ambas são translocadas 

para a mitocôndria, portanto poderiam haver mudanças em proteínas que marcam as 

mitocôndrias a serem degradadas, como Parkin e Atg4b. Analisamos ambas e não 

detectamos nenhuma diferença (Fig. 26). Essas proteínas apresentam uma ligação 

transiente com as mitocôndrias danificadas e isso pode ter dificultado a detecção. 

Entretanto a quantidade aumentada de ubiquitina pode indicar que não temos 

problemas Parkin (uma das muitas ubiquitinas ligase celulares), e o leve aumento de 

LC3 pode indicar que ATG4b também funciona corretamente. Portanto, a falta de 

diferença não nos fornece informações adicionais. 

Essencialmente, a mitofagia promove a degradação de proteínas mitocondriais. 

Entretanto nem todas são degradas pelo sistema autofágico e algumas são degradas 

pelo sistema proteassoma ubiquitina (Vincow et al., 2013). Dessa maneira nós 

analisamos Tom70 e CoxIV (Fig. 27) como representantes da degradação do sistema 

proteassoma-ubiquitina e do sistema autofágico respectivamente. 

A quantificação por WB se deu em extrato total para que não houvesse influência 

da purificação mitocondrial, que poderia separar uma subpopulação mitocondrial. A 

quantidade de Tom70 (Fig. 27A) não apresentou diferenças significativas, o que condiz 

com a atividade normal do sistema proteassoma analisada anteriormente (Fig. 20). A 

quantidade de CoxIV (Fig. 27B) aparece aumentada, o que também condiz com os 

dados mostrando inibição da mitofagia. 
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Ainda não existem meios de se modular positivamente ou negativamente a 

mitofagia de maneira específica. Os meios de ativação do sistema autofágico total 

também não são específicos e apresentam diversos efeitos indiretos (Dolman et al., 

2013). Por isso inibimos o sistema autofágico utilizando bafilomicina A, uma droga que 

inibe a acidificação do lisossomo, o que impede a degradação proteica e a fusão do 

autofagossomo com o lisossomo. Após a inibição submetemos células HL-1 a sIR na 

presença ou ausência de bicarbonato e medimos a morte celular  (Fig. 28). Com isso 

conseguimos mostrar que a inibição do sistema autofágico aumenta a morte de células 

submetidas a sIR na ausência de HCO3
-/CO2 ao mesmo nível daquelas expostas à sIR 

com HCO3
-/CO2. Esse dado adiciona à hipótese de que a presença de bicarbonato inibe 

a mitofagia, mostrando que a inibição da autofagia total exerce o mesmo efeito que a 

presença do bicarbonato nas células HL-1. Os dados estão esquematizados na fig. 29. 
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Figura 29 – Esquema geral  e mecanístico dos efeitos da presença de bicarbonato na IR – (A) 
Esquema das modificações observadas na presença de bicarbonato e IR (B) Detalhe das modificações 
na mitofagia que levam ao danos observados na parte A., em vermelho as modificações detectadas 
nesse estudo. 
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6. Conclusões 
 

Nosso trabalho demonstra que a presença de bicarbonato durante IR aumenta o 

dano celular em diversos modelos. Mostramos também que esse dano é causado por 

uma inibição da mitofagia.  

Resumidamente, 

 ↑[HCO3
-/CO2] + IR causa um aumento do dano e morte celular 

acompanhado de um acumulo de proteínas oxidadas 

 ↑ [HCO3
-/CO2] não modifica o fenótipo mitocondrial 

 ↑[HCO3
-/CO2] e ↑[HCO3

-/CO2] + IR não modifica a atividade do 

proteassoma 

 ↑[HCO3
-/CO2] + IR provoca um aumento da quantidade de ubiquitina 

 ↑[HCO3
-/CO2] + IR não muda marcadores de autofagia gerais↑[HCO3

-/CO2] 

+ IR provoca acúmulo de marcadores de autofagia na mitocôndria 

(mitofagia), e modifica a relação entre proteínas degradadas pelo 

protassoma e por mitofagia (TOM70 e CoxIV) 

 A inibição da autofagia produz dano semelhante à presença de 

bicarbonato, sem alterar o dano causado na presença de bicarbonato 
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