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RESUMO 

SCHAVINSKI, A.Z. Papel do Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina na 

modulação da autofagia cardíaca de camundongos. Dissertação (Mestrado) 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2019. 

O Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) é um potente 

peptídeo vasodilatador amplamente distribuído no sistema nervoso central e em 

vários tecidos periféricos, incluindo o músculo esquelético e cardíaco. Estudos 

recentes do nosso laboratório demonstraram que este neuropeptídeo exerce efeitos 

antiproteolíticos no músculo esquelético e na manutenção da junção neuromuscular 

em ratos. No entanto, seu papel modulatório no controle do metabolismo de 

proteínas no coração ainda é completamente desconhecido. O objetivo principal 

deste estudo foi avaliar os efeitos agudos in vivo do CGRP na autofagia cardíaca. 

Para isso, camundongos C57Bl6 machos receberam uma única injeção de CGRP 

(100 µg/Kg, via subcutânea) ou solução salina 0,9% e foram sacrificados após 15, 

30 ou 60 minutos. Nestes períodos, foram analisados metabólitos, hormônios, 

marcadores da autofagia cardíaca e o estado de fosforilação de proteínas 

relacionadas ao controle da síntese e degradação de proteínas. Os efeitos do CGRP 

no fluxo autofágico foram estimados por meio do tratamento com colchicina (0,4 

mg/Kg, via intraperitoneal) em camundongos alimentados ou submetidos a 24h de 

jejum (CEUA, 018/2010, FMRP-USP). O sangue foi coletado e os corações foram 

removidos para posterior análises bioquímicas, de imunoreatividade, 

imunofluorescência e de expressão gênica. As catecolaminas foram quantificadas 

por HPLC. Os resultados foram expressos como média±EPM e para análise 

estatística foi aplicado o teste ANOVA com nível de significância de 5%. Em 

camundongos alimentados, o CGRP aumentou a glicemia (~55%) e diminuiu a 

insulinemia (~79%) sem alterar o conteúdo de glicogênio hepático por até 60 

minutos. Além disso, o tratamento com CGRP aumentou a concentração 

plasmáticas de ácidos graxos livres (~33%) e diminuiu a concentração de glicerol 

(~50%) e noradrenalina plasmática (~83%). No coração, o tratamento com CGRP 

aumentou o estado de fosforilação de CREB (Ser133;~3x) e da lipase hormonal 

sensível (~50%), sugerindo ativação da via de sinalização do AMPc/PKA. O efeito de 

fosforilação de CREB induzido pelo CGRP coincidiu com uma expressão elevada de 



 
 

SIK1 (~2x), um gene alvo de CREB bem conhecido. Após 15 min, o CGRP 

aumentou p62 e tendeu a diminuir a razão LC3II:LC3I sugerindo inibição da 

autofagia. Este efeito foi confirmado em camundongos jejuados, onde o CGRP 

reduziu o fluxo autofágico cardíaco, conforme estimado pela redução do conteúdo 

de LC3II (~50%). Em animais alimentados, o tratamento com CGRP também reduziu 

o estado de fosforilação de Akt, em ambos os resíduos (Thr308 e Ser473; ~60%), não 

alterou a fosforilação de FoxO1 (Ser256), mas aumentou o estado de fosforilação de 

mTOR (Ser2448) (~2x), S6 (Ser235/236) (~4x) e Ulk1 (Ser757) (~2x). Além disso, 

verificou-se aumento transitório da fosforilação de AMPK (Thr172) (~30%) e de Ulk1 

(Ser317) (~80%). Em experimentos com cardiomiócitos de ratos neonatos, o CGRP 

aumentou a fosforilação de CREB e de Akt, após 15 minutos de incubação. A 

fosforilação de mTOR em resposta ao CGRP in vitro apresentou uma tendência de 

aumento. Este conjunto de resultados mostra que o tratamento agudo com CGRP 

induz efeitos diabetogênicos sistêmicos associados a uma rápida inibição do sistema 

autofágico/liossomal em coração de camundongos. Este efeito antiproteolítico é 

provavelmente mediado pela via do AMPc/PKA que leva à ativação da mTOR e à 

fosforilação inibitória em Ulk1, independentemente da sinalização da insulina/Akt. 

Palavras chaves: CGRP, metabolismo de proteínas, autofagia, coração. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

SCHAVINSKI, A.Z. Role of the Calcitonin Gene-Related Peptide in the 

modulation of the cardiac autophagy of mice. Dissertation (Master) Medical 

School of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) is a potent vasodilator peptide widely 

distributed in the central nervous system and in various peripheral tissues, including 

skeletal and cardiac muscle. Recent studies from our laboratory have demonstrated 

that CGRP exerts antiproteolytic effects on the skeletal muscle and in the 

maintenance of neuromuscular junction in rats. However, its role in controlling the 

protein metabolism in the heart is still unknown. The main objective of this study was 

to evaluate the in vivo acute effects of CGRP on cardiac autophagy. For this, male 

C57B16 mice received a single injection of CGRP (100 μg/kg subcutaneous) or 0.9% 

saline and were sacrificed after 15, 30 or 60 minutes. In these periods, metabolites, 

hormones, cardiac autophagy markers and the state of phosphorylation of proteins 

related to the control of protein synthesis and degradation were analyzed. The effects 

of CGRP on autophagic flow were estimated by treatment with colchicine (0.4 mg/kg, 

intraperitoneal) in mice fed or submitted to 24 hours of fasting (CEUA, 018/2010, 

FMRP-USP). Blood was collected and hearts were removed for further biochemical, 

immunoreactivity, immunofluorescence and gene expression analyzes. 

Catecholamines were quantified by HPLC. The results were expressed as 

mean±SEM and for statistical analysis the ANOVA test was applied with significance 

level of 5%. In fed mice, CGRP increased blood glucose (~55%) and decreased 

insulinemia (~79%) without affecting the hepatic glycogen content for up to 60 

minutes. In addition, treatment with CGRP increased plasma concentrations of free 

fatty acids (~33%) and decreased the concentration of glycerol (~50%) and plasma 

noradrenaline (~83%). In the heart, CGRP treatment increased the phosphorylation 

state of CREB (Ser133; ~ 3x) and sensitive hormone lipase (~50%), suggesting 

activation of the cAMP / PKA signaling pathway. The effect of CGRP-induced CREB 

phosphorylation coincided with a high expression of SIK1 (~2x), a well-known CREB 

target gene. After 15 min, CGRP increased p62 and tended to decrease the LC3II: 

LC3I ratio suggesting inhibition of autophagy. This effect was confirmed in fasted 

mice, in which CGRP reduced cardiac autophagic flow, as estimated by the reduction 



 
 

of LC3II content (~50%). In fed animals, CGRP treatment also reduced the Akt 

phosphorylation status in both residues (Thr308 and Ser473; ~60%), did not alter the 

phosphorylation of Foxo1 (Ser256), but increased the phosphorylation state of mTOR 

(Ser2448) (~2x) S6 (Ser235 / 236) (~4x) and Ulk1 (Ser757) (~2x). In addition, there 

was a transient increase in the phosphorylation of AMPK (Thr172) (~30%) and Ulk1 

(Ser317) (~80%). In experiments with cardiomyocytes from neonatal rats, CGRP 

increased CREB and Akt phosphorylation after 15 minutes of incubation. The 

phosphorylation of mTOR in response to in vitro CGRP showed a tendency to 

increase. These data show that acute treatment with CGRP induces systemic 

diabetogenic effects associated with rapid inhibition of the autophagic/lysosomal 

system in the heart of mice. This antiproteolytic effect is probably mediated by the 

cAMP cascade leading to mTOR activation and inhibitory phosphorylation in Ulk1, 

independently of insulin/Akt signaling. 

Key words: CGRP, protein metabolism, autophagy, heart. 
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1.Introdução. 

 

1.1 Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina 

O Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP, do inglês calcitonin 

gene-related peptide) é um neuropeptídeo que existe em humanos em duas 

isoformas, α-CGRP e β-CGRP. O α-CGRP é composto por uma sequência de 37 

aminoácidos, formado a partir do splicing alternativo do gene da calcitonina (AMARA 

et al., 1982). Ele é amplamente distribuído no sistema nervoso e cardiovascular e, 

em outros tecidos como o músculo esquelético, tecido adiposo, adrenal, pâncreas, 

entre outros (RUSSELL et al., 2014). Entretanto, muito pouco ainda se conhece 

sobre a função do CGRP nestes diferentes órgãos e tecidos. 

O CGRP é o principal peptídeo bioativo liberado por fibras nervosas 

sensoriais do tipo C e Aδ (MAGGI, 1995), onde está frequentemente colocalizado 

com a substância P (SP) (GIBBINS et al., 1985). Na junção neuromuscular ou placa 

motora, é liberado juntamente com a Acetilcolina (Ach) (NEW; MUDGE, 1986). 

Como sua concentração plasmática é extremamente baixa, é provável que possa 

mediar seus efeitos próximos ao seu local de liberação dos nervos sem a 

necessidade de circular na corrente sanguínea (RUSSELL et al., 2014a). 

O Receptor de Potencial Transitório Vanilóide do Tipo 1 (TRPV1) está 

presente nas terminações nervosas sensoriais e é considerado o principal regulador 

da liberação do CGRP (SANCHEZ; KRAUSE; CORTRIGHT, 2001) e pode estar 

presente também em órgãos como o coração e o rim (CHEN et al., 2014; GAO et al., 

2014). No coração, é expresso nos ventrículos, superfície do epicárdio, células 

endoteliais, células musculares dos vasos sanguíneos e nos neurônios sensoriais 

que inervam o miocárdio (YANG et al., 2010; ZAHNER et al., 2003). Os receptores 

TRPV1 podem ser ativados por diferentes estímulos exógenos, como a capsaicina, e 

endógenos como baixo pH, lipídeos e proteases. Sua estimulação provoca o 

aumento do influxo de cálcio (Ca2+), o que leva à exocitose das vesículas contendo 

CGRP e SP (RANDHAWA; JAGGI, 2017). 

Após liberado, o CGRP se liga ao seu receptor calcitonin receptor-like (CLR), 

pertencente à família das proteínas G (AIYAR et al., 1996). O CLR se associa com 

uma proteína modificadora de atividade (RAMP), que possui três isoformas 

diferentes: a RAMP1, RAMP2 e RAMP3 (MCLATCHIE et al., 1998). Destas, a 

principal isoforma que interage com o CLR em resposta ao acoplamento com o 
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CGRP é a RAMP1. Um terceiro componente do sistema receptor conhecido como 

proteína componente de receptor (RCP) é recrutado com a função de otimizar a 

transdução do sinal mediado pelo CGRP (LU et al., 1999). A ligação do CGRP ao 

seu receptor ativa duas vias de sinalizações: a via do AMPc (adenosina monofosfato 

cíclico) e da fosfolipase C (RUSSELL et al., 2014). É bem estabelecido que o AMPc 

tem como efetor clássico a PKA (proteína quinase dependente de AMPc), cuja 

ativação se dá através da ligação do AMPc às subunidades regulatórias desta 

quinase, promovendo assim a liberação das subunidades catalíticas, que agora 

livres podem promover a fosforilação de diversas proteínas citoplasmáticas e 

nucleares, como CREB (proteína ligante do elemento responsivo ao AMPc) 

(IYENGAR; HILDEBRANDT, 2001) (figura 1). 

 
Figura 1: Representação esquemática do sistema CGRP-receptor. CGRP: Peptídeo Relacionado ao 

Gene da Calcitonia; CLR : calcitonin receptor-like; RAMP1: proteína modificadora de atividade 1; 
RCP: proteína componente de recptor; AC: Adenilato Ciclase; Gs: proteína G estimulatória; AMPc: 
Adenosina monofosfato cíclico [FONTE: KASTIN, A. (2013)]. 
 

 

 Sabe-se que o CGRP possui uma importante atividade vasodilatadora. No 

coração, provoca vasodilatação coronariana e aumenta a frequência cardíaca e a 

força de contração (WANG; FISCUS, 1989). Além disso, induz hipertrofia cardíaca 

(BELL et al., 1997; ITO et al., 1997), por mecanismos moleculares ainda não bem 

compreendidos, e exerce ação protetora cardíaca contra a isquemia, em modelos de 

pré-condicionamento isquêmico (BRAIN; GRANT, 2004; LI et al., 1996). O CGRP 

também é um importante fator angiogênico para a formação microvascular na 

doença do coração (LI et al., 2013). Há evidências de que a ação cardioprotetora do 

CGRP esteja associada à ativação de vias de sinalizações da PI3K/Akt e ERK1/2, 

que levam à inibição da apoptose por restauração do complexo Bcl-2/Bax (UMOH et 
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al., 2014). Estudos demonstram que pequenas injeções subcutâneas de CGRP 

provocam aumento do fluxo sanguíneo na microcirculação da pele (BRAIN et al., 

1985). Este efeito também é observado em vasos cerebrais, coronários e renais e 

pode ser bloqueado pela administração do CGRP8-37 (BRAIN; GRANT, 2004), um 

antagonista competitivo do receptor CLR (CHIBA et al., 1989), que diferentemente 

do peptídeo endógeno não possui o primeiro domínio da molécula formado pelos 

primeiros sete resíduos do terminal NH2, em forma de anel. 

O CGRP possui um importante papel fisiológico na nocicepção. É 

considerado um dos principais mediadores da dor crônica e exerce um papel central 

na patogênese da enxaqueca. É bem estabelecido que este neuropeptídeo é 

liberado pelas fibras aferentes do nervo trigemial, durante a crise da enxaqueca, 

causando vasodilatação e inflamação neurogênica (GALLAI et al., 1995; GOADSBY; 

EDVINSSON; EKMAN, 1988; RUSSELL et al., 2014). Em função disso, em 2018, o 

Food and Drug Administration (FDA) nos EUA, aprovou medicamentos à base de 

anticorpos monoclonais contra o CGRP para combater esta doença que acomete, 

aproximadamente, 15% da população mundial (EDVINSSON et al., 2018; STEINER; 

STOVNER; BIRBECK, 2013). 

Embora as evidências mostrem que as drogas anti-CGRP não causem efeitos 

indesejáveis em humanos e animais (MAASSENVANDENBRINK et al., 2016), 

estudos mais recentes indicam que este peptídeo possui um papel regulatório no 

controle do metabolismo intermediário (LIMA et al., 2017). Por exemplo, Danaher et 

al. (2008) demonstraram que o CGRP afeta o metabolismo lipídico em músculos 

esqueléticos de ratos, promovendo aumento da degradação de triglicerídeos e da β-

oxidação de ácidos graxos. Foi também demonstrado que o tratamento com CGRP 

in vivo (100 pmol/Kg por 60 minutos) em ratos aumenta a concentração plasmática 

de ácidos graxos livres (AGLs) e lactato e diminui a de triglicerídeos, mas não causa 

mudanças nas concentrações plasmáticas de catecolaminas e insulina. Por outro 

lado, a administração periférica de CGRP na concentração de 50 µg/Kg em ratos, 

aumentou os níveis plasmáticos de glucagon e diminuiu os de insulina (SUN et al., 

2010). Contudo, ainda são escassas as informações na literatura acerca do papel do 

CGRP no controle do metabolismo de proteínas e, mais especificamente, na 

autofagia. 
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1.2 Autofagia 

 

Autofagia refere-se a um processo catabólico celular em que organelas ou 

proteínas citoplasmáticas danificas, disfuncionais ou nocivas são transportadas até o 

lisossomo para que assim sejam degradadas (MIZUSHIMA et al., 2008; 

RAVIKUMAR et al., 2010). Essa manutenção da degradação de componentes 

celulares é essencial para o crescimento, desenvolvimento e função de células 

normais (LEVINE; KROEMER, 2008). São conhecidos, basicamente, três tipos de 

autofagia denominadas como macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada 

por chaperonas (AMC). A microautofagia consiste na invaginação da própria 

membrana lisossomal, engolfando conteúdos citoplasmáticos, enquanto a AMC está 

relacionada com a degradação de componentes marcados por chaperonas que são 

reconhecidos por receptores específicos na membrana lisossomal. A macroautofagia 

(aqui denominada de autofagia) é caracterizada pela formação do autofagossomo 

que se funde com lisossomo para a formação do autolisossomo (Figura 2). 

O processo de autofagia ocorre em praticamente todas as células do 

organismo e é composto por três fases distintas: iniciação, alongamento e 

maturação. Como pode ser visualizado na Figura 2, a fase inicial da formação do 

autofagossomo requer ativação de Ulk1 (Unc51-like kinase 1) que está complexada 

a outras duas proteínas: Atg13 (Autophagy-related protein 13) e FIP200 (kinase 

Family interactin protein of 200 kD). O complexo Beclin1-PI3K III-p150 também é 

necessário nesta fase inicial. A PI3K-III (proteína quinase fosfatidilinositol-3-quinase 

de classe III) encontra-se complexada com Beclin-1 e esta interação é essencial 

para a geração de PIP3 (fosfatidilinositol-3-fosfato) e consequente formação do pré-

autofagossomo (ALERS et al., 2012). Beclin-1 pode ser negativamente regulada por 

proteínas apoptóticas como Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) e Bcl-x (B-cell lymphoma –

extra) (DECUYPERE; PARYS; BULTYNCK, 2012). Outras proteínas interagem com 

estes complexos e induzem a autofagia, como AMBRA-1(activating molecule in 

Beclin1-regulated autophagy) (MARIA FIMIA et al., 2007), UVRAG (UV radiation 

resistance-associated gene protein) (LIANG et al., 2006) e BIF-1 (Bax-interacting 

fator 1) (TAKAHASHI et al., 2007).  

A etapa seguinte de alongamento do autofagossomo requer duas reações: 

Inicialmente, Atg 5 conjuga-se com Atg 12, as quais se ligam a Atg 16L, formando 

um complexo que é recrutado até o autofagossomo (MIZUSHIMA et al., 2003). A 



26 
 

segunda reação envolve a proteína LC3 (microtubule-associated protein light chain 

3) que é clivada por Atg 4 dando origem à isoforma citosólica LC3-I. Por sua vez, 

LC3-I é conjugada com fosfatidiletanolamina (PE), por meio de reações envolvendo 

Atg 7 e 3, e assim é convertida à LC3-II. A isoforma LC3-II, ao contrário do complexo 

Atg5-Atg12-Atg16L, permanece associada à membrana do autofagossomo até a sua 

fusão com o lisossomo. Gabarap (γ-aminobuturic receptor-associated protein) é 

outra proteína essencial para a formação da membrana dupla do autofagossomo 

(KABEYA et al., 2000; TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2004). Dessa maneira, as 

proteínas LC3-II e Gabarap são importante marcadores da atividade autofágica 

(KLIONSKY et al., 2016) (Figura 2). 

A etapa de maturação do autofagossomo é caracterizada pela movimentação 

do mesmo em direção ao lisossomo, ao longo de microtúbulos. Este processo é 

finalizado pela fusão do autofagosssomo com o lisossomo. A etapa de fusão envolve 

as proteínas ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport), SNARES 

(soluble NSF attachment receptor), Rab7 (Ras-related protein Rab-7a) e o complexo 

protéico Classe C Vps (ATLASHKIN et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2004; LEE et 

al., 2007). A proteína UVRAG recruta a maquinaria de fusão do autofagossomo, 

interagindo com proteínas do complexo C Vps e através dessa interação ativa Rab7, 

promovendo assim a fusão do autofagossomo com o lisossomo (LIANG et al., 2008). 

Outros fatores lisossomais como, por exemplo, a acidificação lisossomal, também 

são necessários para que ocorra a fusão do autofagossomo (YAMAMOTO et al., 

1998) (Figura 2).  

O lisossomo apresenta lúmen ácido (pH 4-5) e altas concentrações de 

hidrolases ácidas, dentre elas: proteases, glicosidases, nucleases, lipases e 

fosfatases. O requerimento de um pH ácido para a ativação destas enzimas, bem 

como seu isolamento físico pela membrana lisossomal são cruciais para evitar a 

digestão de constituintes celulares e extracelulares. As cathepsinas B, D, H e L são 

as principais proteases lisossomais e determinam a capacidade proteolítica dos 

lisossomos (BECHET et al., 2005). 
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Figura 2: Representação esquemática do processo macrocautofágico de entrega de substratos 
proteicos ao lisossomo. Ulk1: Unc51-like kinase 1; FIP200: kinase Family interactin protein of 200 kD; 
PI3K-III: proteína quinase fosfatidilinositol-3-quinase de classe III; Atgs: genes relacionados à 
autofagia; LC3: microtubule-associated protein light chain 3 (Adaptado de MAEJIMA et al., 2015). 

 
 
 

O processo autofágico é regulado por múltiplas cascatas de sinalização. Uma 

das mais bem descritas é a via de sinalização de mTOR (mammalian target of 

rapamycin), um sensor de nutrientes celular que estimula a síntese proteica e inibe a 

autofagia (Ravikumar et al., 2004). A disponibilidade de nutrientes como 

aminoácidos e fatores de crescimento ativam mTOR, que por sua vez inibe a 

autofagia por meio da fosforilação de Ulk1 em resíduos de Ser757  (EGAN et al., 

2011; KIM et al., 2011). Por outro lado, a diminuição de fatores de crescimento e a 

depleção de nutrientes inibem a atividade da mTOR e com isso ativam a autofagia, 

sendo este ajuste metabólico essencial para a sobrevida celular (GANLEY et al., 

2009). 

A AMPK (proteína quinase ativada por AMPK) também possui um papel 

importante na regulação da atividade da mTOR. Sabe-se que a AMPK é bastante 

sensível ao estado energético da célula, sendo ativada pelo aumento da relação 

AMP/ATP. Dessa maneira, a ativação de AMPK leva à inibição da atividade da 

mTOR e ao consequente aumento da autofagia. AMPK também promove a 

autofagia diretamente por uma fosforilação estimulatória em Ulk1 nos resíduos de 

Ser317 (EGAN et al., 2011; KHAN; KUMAR, 2012). 
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É bem estabelecido que FoxO (Forkhead box class O) é um importante 

regulador transcricional dos genes que codificam as proteínas autofágicas (ZHAO et 

al., 2010). Dessa forma, acredita-se que o sistema proteolítico autofágico/lisossomal 

seja negativamente regulado por uma via de sinalização envolvendo a fosforilação 

da Akt, que por sua vez fosforila e inativa FoxO (Mammucari et al. 2007). A via da 

Akt (ou proteína quinase B) é sabidamente estimulada pela insulina e fatores de 

crescimento como os IGFs (Fatores de crescimento semelhantes à insulina) 

(ALESSI; COHEN, 1998). Portanto, a redução destes fatores anabólicos observada 

em situações de demanda energética como o jejum e o diabetes mellitus contribui 

para a ativação da autofagia. De fato, Kanamori et al. (2009) demonstraram que há 

um aumento do fluxo autofágico muscular a partir de 12 horas de jejum em 

camundongos e este aumento prossegue até 3 dias de deprivação nutricional. 

 

1.3 Regulação da autofagia pelo AMPc 

 

A manutenção da massa dos diferentes tecidos do organismo depende de 

um fino balanço entre os processos de síntese e degradação de proteínas, cujas 

atividades são reguladas por fatores hormonais, neurais e nutricionais. O sistema 

proteolítico autofágico/lisossomal e a síntese proteica podem ser diretamente 

regulados pelo Sistema Nervoso Simpático (SNS), sendo grande parte destes 

efeitos mediados pela cascata de sinalização do AMPc e ativação de PKA e/ou 

Epac1, que contêm domínios de ligação ao AMPc evolutivamente conservados. A 

descoberta da regulação da autofagia pelo SNS foi feita a partir de experimentos de 

nosso laboratório realizados, inicialmente, em músculos esqueléticos e no tecido 

adiposo marrom  de roedores submetidos a diferentes modelos de simpatectomia 

(BAVIERA et al., 2010; GONÇALVES et al., 2012; SILVEIRA et al., 2014), ou ao 

tratamento in vivo e in vitro com β-agonistas (GONÇALVES et al., 2012) e inibidores 

da fosfodiesterase do AMPc (LIRA et al., 2011). Posteriormente, foi demonstrado o 

papel antiproteolítico das catecolaminas em cultura de cardiomiócitos primários. Os 

resultados obtidos mostraram, claramente que tanto a noradrenalina como agonistas 

adrenérgicos β1 e β2, reduzem a expressão dos genes autofágicos por meio da via 

de sinalização do AMPc/PKA (Paula-Gomes, 2013). Assim como as catecolaminas, 

sabe-se que grande parte das ações do CGRP envolve a sinalização do AMPc/PKA. 

Machado et al. (2016) investigaram o papel modulatório deste peptídeo e 
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demonstraram que o CGRP, via ativação do AMPc, reduz a proteólise em músculos 

EDL e soleus de ratos normais e desnervados. Nesse estudo, foi verificado que o 

sistema proteolítico autofágico/lisossomal é o responsável pelos efeitos anti-

proteolíticos induzidos pelo CGRP, em condições in vivo e in vitro. Estes efeitos 

foram associados à maior fosforilação da Akt e de FoxO1 assim como à menor 

expressão de genes e proteínas relacionados ao controle do fluxo autofágico. 

Considerando que a autofagia está envolvida com a degradação dos receptores 

colinérgicos nicotínicos (AChRs), investigamos mais recentemente (MACHADO et 

al., 2019) os efeitos do CGRP na placa motora e observou-se que o tratamento 

sistêmico com este peptídeo atenuou a redução da área da sinapse muscular 

induzida pela secção do nervo motor e preveniu a indução de fluxo autofágico e 

genes relacionados à autofagia, fornecendo assim novas perspectivas de tratamento 

para as síndromes miastênicas congênitas. 

Come base nas evidências citadas anteriormente que demonstram que o 

CGRP pode agir diretamente no coração e é capaz de controlar o metabolismo 

proteico no músculo esquelético por meio da cascata de sinalização do AMPc, 

tornou-se interessante estudar o papel deste peptídeo no metabolismo proteico 

cardíaco. Dessa forma, a hipótese do presente trabalho é que o CGRP, por meio do 

recrutamento da via canônica de sinalização do AMPc/PKA, iniba a proteólise 

autofágica lisossomal em coração de camundongos. A compreensão desta nova 

função do CGRP poderá contribuir futuramente para a aplicação deste peptídeo ou 

de seus antagonistas em patologias cardíacas como a insuficiência cardíaca e a 

cardiomiopatia diabética, doenças essas relacionadas com a alteração da massa 

cardíaca.  
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2. Objetivo geral 

 

O presente estudo tem como principal objeto investigar os efeitos agudos do 

tratamento com CGRP na modulação da autofagia cardíaca em camundongos. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar temporalmente (15, 30 e 60 minutos) o efeito do CGRP na ativação da via 

de sinalização do AMPc no tecido cardíaco de camundongos e as alterações 

metabólicas (glicose, AGLs, glicerol e glicogênio hepático) e hormonais (insulina e 

catecolaminas) associadas; 

2. Avaliar o conteúdo proteico dos principais marcadores autofágicos (LC3-II/LC3-I, 

p62 e Beclin1) no coração de camundongos tratados sistemicamente com o CGRP, 

ao longo do tempo; 

3. Avaliar a marcação de LC3-II em ventrículos cardíacos de camundongos tratados 

com CGRP, após 60 minutos; 

4. Avaliar o fluxo autofágico in vivo no coração, após 60 minutos do tratamento com 

CGRP; 

5. Avaliar o conteúdo proteico cardíaco de LC3-II em resposta ao tratamento com o 

antagonista do CGRP (CGRP8-37); 

6. Avaliar o efeito do CGRP na autofagia cardíaca em uma condição de jejum de 24 

horas; 

7. Avaliar o efeito temporal do tratamento com CGRP na via de sinalização clássica 

da insulina/IGF-1 (Akt/FoxO1) e nas duas principais vias regulatórias do processo 

autofágico: mTOR/ULK Ser757 e AMPK/ULK Ser317, em coração de camundongos 

alimentados. 

9. Avaliar, em cultura primária de cardiomiócitos, o efeito temporal do CGRP nas 

vias de sinalizações de PKA/CREB e de Akt/mTOR. 
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3.Materiais e Métodos 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos, da linhagem 

C57/Bl6, provenientes do Biotério da Prefeitura do Campus Administrativo da USP 

de Ribeirão Preto (PCARP). Os camundongos com idade inicial de seis semanas de 

vida foram mantidos em grupos de cinco em isoladores em rack ventilado, no 

Biotério Setorial do Departamento de Bioquímica & Imunologia da FMRP-USP. Os 

animais receberam dieta balanceada (NUVILAB CR1 – NUVITAL) para roedores e 

água ad libitum em ambiente com ciclo claro/escuro de 12 horas, à temperatura de 

24±2ºC e umidade de ± 55%. Após completarem oito semanas de vida os animais 

foram divididos em grupos experimentais.  

Os experimentos foram realizados sempre pela manhã, entre as 07 e 10 hs e 

o sacrifício dos animais foi realizado por deslocamento cervical ou decapitação 

(quando necessária coleta de sangue). Os corações foram imediatamente 

removidos, lavados com salina 0,9% e após a remoção dos átrios, artérias e veias, 

os ventrículos eram secos e pesados em balança digital (ACATEC BEM 0100®) para 

posterior homogeneização. 

Para a cultura de cardiomiócitos foram utilizadas 40 ratas neonatas de até 3 

dias de vida provenientes do Biotério Central. Estes animais foram sacrificados 

dentro do fluxo laminar no mesmo dia do experimento e os corações foram utilizados 

para preparação da cultura primária de cardiomiócitos. 

 

3.2 Delineamento experimental 

 

Protocolo experimental 1: Camundongos C57Bl6 alimentados foram divididos em 

dois grupos experimentais: Grupo controle (Controle, n=5) tratado com salina 0,9% 

via subcutânea (s.c) e grupo CGRP (CGRP, n=15) tratado com uma injeção de 

CGRP (100 µg/Kg- via s.c.). O grupo CGRP foi subdividido em três grupos 

sacrificados após 15 (CGRP 15´, n=5), 30 (CGRP 30´, n=5) ou 60 minutos (CGRP 

60´, n=5). O grupo Controle foi sacrificado, após 15 minutos da injeção de salina, Em 

seguida, o sangue e o coração foram coletados para análises moleculares e 

bioquímicas (Figura 3). 
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Protocolo experimental 2: Camundongos C57Bl6 alimentados foram divididos em 

quatro grupos experimentais: Grupo controle (n=5) tratado com salina 0,9% (via 

s.c.); Grupo controle tratado previamente com colchicina por três dias (0,4 mg/Kg – 

via intraperitoneal) (Controle + Colchicina, n=5); Grupo CGRP (n=5) tratado com 

uma injeção de CGRP (100 µg/Kg- via s.c.); Grupo CGRP tratado previamente com 

colchicina por três dias (CGRP + Colchicina, n=5). Todos os animais foram 

sacrificados após 60 minutos da administração de CGRP ou salina e o coração foi 

coletado para análise do fluxo autofágico (Figura 3). 

 

Protocolo experimental 3: Camundongos alimentados foram divididos em dois 

grupos experimentais: Grupo tratado com salina (Controle, n=5) ou CGRP (CGRP 

60’, n=5). Após 60 minutos do tratamento, os animais foram sacrificados e o coração 

foi coletado e utilizado para análise da marcação proteica de LC3-II por 

imunofluorescência (Figura 3). 

 

Protocolo experimental 4: Camundongos alimentados foram tratados com o 

antagonista (100 µg/Kg; via intraperitoneal) ou salina e 30 minutos após foram 

divididos em 4 grupos experimentais: Grupo tratado com salina (Controle, n=5); 

Grupo tratado com o antagonista (n=5); Grupo tratado com CGRP (CGRP, n=5); 

Grupo tratado com CGRP e antagonista (CGRP + antagonista, n=5). Após 90 

minutos da injeção do antagonista, os animais foram sacrificados e o coração foi 

coletado e utilizado para análises moleculares (Figura 3). 

 

Protocolo experimental 5: Camundongos C57Bl6 foram mantidos em jejum por 24 

horas para ativação da autofagia. No dia do experimento, estes animais foram 

divididos nos seguintes grupos: Grupo controle (n=5) tratado com salina; Grupo 

controle tratado previamente com colchicina por três dias (Controle + Colchicina, 

n=5); Grupo tratado com uma injeção de CGRP (CGRP, n=5); Grupo CGRP tratado 

previamente com colchicina (CGRP + Colchicina, n=5). Todos os animais foram 

sacrificados após 60 minutos da administração de CGRP ou salina e o coração foi 

coletado para análise do fluxo autofágico (Figura 3). 
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Protocolo experimental 6: Cardiomiócitos primários de ratos neonatos foram 

incubados na presença ou ausência do CGRP (1µM) para a análise das vias de 

sinalização. 

Os protocolos experimentais estão esquematizados na figura 3. 
 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 

Figura 3: Esquematização dos protocolos experimentais. 

Protocolo experimental 1 

Protocolo experimental 3 

Protocolo experimental 4 

Protocolo experimental 2 e 5 
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3.3 Metodologia experimental  

3.3.1 Análise in vivo do fluxo autofágico 

 

Para a análise in vivo do fluxo autofágico, os grupos experimentais foram 

tratados com colchicina via intraperitoneal (i.p) (Sigma-Aldrich), na dose de 0,4 

mg/Kg/dia ou veículo). A colchicina é uma droga capaz de bloquear a maturação do 

autofagossomo e, consequentemente, aumenta os níveis proteicos da LC3-II (JU et 

al., 2010). Os animais receberam três doses da droga, iniciando o tratamento dois 

dias antes do sacrifício. No dia do sacrifício, os animais receberam a injeção (i.p) 

uma hora antes da administração do CGRP (100 mg/Kg). Após a eutanásia, o 

ventrículo esquerdo foi retirado e as proteínas totais extraídas para a quantificação 

da LC3 pela técnica de Western blotting. O acúmulo da LC3-II no tratamento com 

colchicina reflete o fluxo autofágico conforme determinado, nas diretrizes para a 

investigação da autofagia (KLIONSKY et al., 2016). 

 

3.3.2 Determinação de punctas de LC3 por imunofluorescência 

 

O coração de animais tratados com salina ou CGRP por 60 minutos foram 

retirados e alocados em cassetes histológicos e permaneceram por 24 horas em 

paraformaldeído 10% em solução fosfato e água na geladeira. Após o período de 24 

horas, o tecido passou por uma lavagem com álcool 50% e em seguida passou por 

um processo de desidratação com porcentagens crescentes de álcool: álcool 70%, 

80%, 90%, 95%, álcool absoluto I, II e III todos por uma hora cada. Após este 

processo de desidratação o tecido seguiu para o processo de diafanização com xilol 

I, II e III por uma hora em cada. Em seguida o tecido era encaminhado para 

parafinização e passou por dois banhos em parafina: parafina I e II, ambos por duas 

horas em estufa a 60ºC; então era submetido à vácuo de parafina por 10 minutos 

(Leica EG 1160®). O tecido foi cortado no micrótomo (Leica RM 2065®) em uma 

espessura de 6µm e as fatias foram colocadas em lâmina celanizada. Para o 

processo de imunofluorescência, a lâmina passou por processos de 

desparafinização com xilol e reidratação com álcool. A lâmina foi lavada com água 

destilada por duas vezes durante dois minutos cada. A recuperação antigênica foi 

feita com Citrato de Sódio (10 mM, pH 6,0) - 30 minutos a 55ºC, seguida por um 



37 
 

tratamento com metanol gelado por dez minutos a 20ºC. A lâmina foi bloqueada com 

Glicina (0,1 M) por 40 minutos, seguido por um bloqueio com BSA 5% por 40 

minutos. Após bloqueio, a lâmina foi lavada três vezes com PBS por 5 minutos cada 

e permeabilizada em Triton X-100 0,5% diluído em PBS 1x por 30 minutos. A lâmina 

era novamente bloqueada com BSA 5% diluído em PBS 1x (solução de bloqueio) 

por duas horas e em seguida foi incubada com o anticorpo primário em solução de 

bloqueio overnight a 4ºC (Anti-LC3b ab48394 – diluição de 1:2000). No dia seguinte, 

o anticorpo foi desprezado e a lâmina lavada com PBS 1x por três vezes durante 5 

minutos cada. A incubação com anticorpo secundário foi feita em BSA 5% por uma 

hora (Anticorpo secundário 594 anti-rabbit, concentração 1:5000). Após uma hora 

repetiu-se o processo de lavagem com PBS e para marcação do núcleo utilizou-se 

DAPI 2ng/ml. Após marcação do núcleo, foram feitas três lavagens com PBS por 

cinco minutos cada, seguida por uma lavagem com água destilada. Foi colocada 

uma lamínula flambada e adicionada uma gota de Prolong Gold Antifade (P10144-

Invitrogen). As lâminas foram analisadas em microscópio de imunofluorescência. 

 

3.3.3 Cultura primária de cardiomiócitos de ratas neonatas 

 

O coração de ratas Hannover neonatas (até 3 dias) foram retirados dentro da 

câmara de fluxo laminar e colocados em tampão ADS contendo NaCl (6,4mM), 

HEPES (18mM), NaH2PO4 (1mM), d-glucose (5,5mM), KCl (5,4mM) e MgSO4 

(0,4mM), pH7,4. Em seguida o tecido foi exposto a digestões enzimáticas com 

colagenase tipo II Worthinton® (37ºC por 12 minutos). O produto das digestões foi 

transferido para um tubo Falcon® contendo 1ml de soro de bezerro (NCS) e 

centrifugados à 100rpm por 3 minutos. Após a centrifugação o pellet contendo as 

células foi ressuspendido em NCS. Para separar os miócitos dos fibroblastos, foi 

utilizado o gradiente de Percoll®. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens 

com tampão ADS para remover todo o Percoll®, os miócitos foram plaqueados em 

placas de 6 poços em meio DMEM® contendo glicose, soro de bezerro (5%), soro de 

cavalo (10%) e streptomicina/penicilina (1%) por 24 horas (KIM et al., 1995). No dia 

do experimento, o meio foi trocado para meio DMEM® com glicose e livre de soro. 

Os cardiomiócitos foram incubados na presença ou ausência de CGRP (1µM). 
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3.3.4 Determinação da Glicemia 

 

A glicemia dos animais foi averiguada sempre antes do sacríficio dos animais 

através do uso de um glicosímetro da marca Accu-Chek®. 

 

3.3.5 Determinação de ácidos graxos livres e glicerol 

 

As concentrações plasmáticas de AGLs foram determinadas por meio do kit 

NEFA – Randox, que é um ensaio simples e colorimétrico, com um padrão de ácido 

palmítico e mede quantitativamente a concentração de AGLs (não esterificados) em 

várias amostras usando um formato de placa de microtitulação de 96 poços. As 

concentrações plasmáticas de glicerol foram determinadas por meio do kit 

enzimático comercial para dosagem de glicerol Bioclin da Quibasa®. 

 

3.3.6 Determinação da insulina plasmática 

 

A dosagem da insulina sérica foi feita com a utilização do kit comercial 

Rat/Mouse Insulin ELIZA EZRMI-13K (Millipore-EUA). Para isso, 10 µL de soro de 

cada amostra foram pipetados aos poços da placa de ELISA revestidos com 

anticorpor primário monoclonal anti-insulina previamente tratados com tampão de 

reação (0,025M EDTA; 0,08% azida sódica e 1% albumina bovina livre de ácidos 

graxos). Em seguida, foi adicionada solução anticorpo secundário ligado à biotina e 

incubado por duas horas à temperatura ambiente sob forte agitação. Depois 

acrescentada a solução contendo enzima peroxidase e, em seguida, o substrato 

3,3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina. A reação foi interrompida após 15 minutos com 

solução HCl 0,3M. A quantidade de insulina presente em cada amostra é 

proporcional ao produto da reação da peroxidase com seu substrato, que pode ser 

quantificado por espectrofotometria, subtraindo-se os valores de absorbância obtidos 

para 590nm e para 450nm. Os resultados obtidos foram corrigidos em relação à 

regressão linear da curva padrão. 
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3.3.7 Determinação das catecolaminas 

 

A avaliação indireta da atividade simpática foi feita por meio da mensuração 

do conteúdo de noradrenalina no coração e das catecolaminas no plasma dos 

animais utilizando-se método previamente padronizado em nosso laboratório 

(GAROFALO et al., 1996).  

Após o sacrífico dos animais por deslocamento cervical sob anestesia, o 

coração foi removido, lavado rapidamente em salina e homogeneizado em 5 ml de 

tampão contendo ácido perclórico 0,2N com EDTA 1mM e metabissulfito de sódio 

1% como antioxidante. O homogenato foi centrifugado a 5000g por 20 minutos a 

4ºC. O sobrenadante foi transferido para tubos de polietileno e foi adicionado 50 mg 

de albumina ativada, 1ml de tampão Tris 2M pH 8,9, contendo 0,5% de 

metabissulfito de sódio e 2,5% de EDTA e 20 µL do padrão interno bromidrato de 

3,4-diidroxibenzilamina diluído 8 vezes. Os tubos foram agitados fortemente por 20 

minutos em banho à temperatura ambiente. Em seguida, foram centrifugados a 5000 

rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado com o auxílio de uma bomba à 

vácuo e a alumina foi lavada duas vezes com 3ml de solução lavadora contendo 

EDTA 20mM, Tris 2 M e metabissulfito de sódio 20%. Após cada lavagem, foi 

realizada uma centrifugação a 5000 rpm por 5 minutos. As catecolaminas foram 

eluídas da alumina por agitação com 800 µL de ácido perclórico 0,1 N durante 10 

minutos. Alíquotas de 50 l das amostras assim obtidas eram analisadas em um 

cromatógrafo líquido de alta performance (HPLC) MODELO SAIMADZU 

PROEMINENCE®, acoplado a um detector eletroquímico DECADE LITE (ANTEC 

SCIENTIFIC®). Para a determinação das concentrações de adrenalina e 

noradrenalina plasmáticas, os animais foram sacrificados por decapitação sob 

anestesia e o sangue coletado em tubos de vidro heparinizados. Após centrifugação 

sob refrigeração a 40C, alíquotas de 130 l de plasma eram transferidas para tubos 

de plástico e o material processado e analisado como descrito anteriormente. 
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3.3.8 Análises das proteínas por Westerb blotting 

 

Os ventrículos esquerdos de camundongos dos diferentes grupos 

experimentais foram homogeneizados no aparelho TissueLyzerII (30Hz por 2 

minutos) em 6 volumes do tampão TRIS-HCL (50mm; pH7,4; 4°C) contendo 150 mM 

de NaCl, 1mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sódio, 1% de 

SDS, inibidores de proteases (1 mM PMSF, 5µg/ml de aprotinina e 1 µg/ml de 

leupeptina) e inibidores de fosfatases (10 mM ortovanadato de sódio, 10 mM 

pirofosfato de sódio e 100mM fluoreto de sódio). O homogenato foi centrifugado a 

14000 rpm, 4°C, durante 30 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a 

quantificação de proteínas totais pelo método de Lowry e posteriormente para a 

determinação do conteúdo proteico por western blotting. A uma alíquota de 

sobrenadante foi adicionada ao tampão da amostra contendo SDS (4%), Tris-HCl 

(125 mM), glicerol (20%), DTT (100 mM), azul de bromofenol (2%, pH 6,8). A 

eletroforese em gel SDS-PAGE foi realizada de acordo com o método descrito por 

Laemmli (1970). As amostras foram aquecidas a 70°C por 10 minutos e aplicadas 

em sistema de mini gel vertical (modelo Protean III Cell BioRad®) de 

acrilamida:bisacrilamida com 0,75 mm de espessura e gel de separação variando de 

6 a 18% de acordo com o peso molecular da proteína analisada. Foi utilizado padrão 

de peso molecular PageRulerTM Prestainer Protein LAdder (10-170 kDa; Fermentas 

LifeSciences, EUA). As corridas eletroforéticas foram realizadas em cubas de 

acrílico contendo tampão de corrida [Tris-HCl (25 mM e pH 8,4), glicina (115 mM), 

SDS (0,1%)], sob voltagem de 100 Volts, durante 2 horas. 

Após a corrida eletroforética, o gel foi separado para a transferência (BioRad® 

TransBlot SD Cell, EUA) de acordo com o método descrito por Towbin et al. (1979). 

Inicialmente, o gel e a membrana de nitrocelulose (NC) foram colocados na solução 

de transferência contendo Tris (48 mM), glicina (39 mM), SDS (10%) e metanol (0,2 

M), pH 7,4. Após a montagem do sistema, as proteínas presentes no gel de 

poliacrilamida foram transferidas para a membrana de NC, sendo o processo de 

transferência realizado durante 30 minutos sob a amperagem de 400mA e voltagem 

fixa máxima de 25 volts, à temperatura ambiente. Após o término da transferência, a 

membrana de NC foi submetida a immunoblot, sendo incubada por 1 hora, sob 

agitação, à temperatura ambiente em solução de leite desnatado em pó 10% em 

solução de TBS-T contendo Tris-HCl (0,02 M), NaCl (0,16 M) e Tween 20 (0,1%), pH 
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7,4. Após o bloqueio, a membrana foi incubada overnight a 4°C (aproximadamente 

12 horas) com anticorpos primários das proteínas analisadas (Tabela 1). As 

diluições dos anticorpos primários foram realizadas em solução de TBS-T contendo 

2,5% de albumina bovina sérica e 0,01% de azida sódica. Os anticorpos foram 

retirados e as membranas devidamente lavadas com solução de TBS-T, 

posteriormente incubadas durante 1 horas à temperatura ambiente, como anticorpo 

secundário anti-IgG ligado à peroxidades: Anti-IgG de coelho (Cell Signaling®) 

(diluição de 1:1000- 1:8000 em TBS-T), anti, IgG de camundongo (KPL®) (diluição de 

1:500 – 1:10000 em TBS-T). Após a lavagem das membranas para remoção do 

excesso de anticorpo secundário não ligado, a membrana foi revelada em sistema 

de detecção de imagem ChemiDoc XRS+System (BioRad Laboratories Inc., EUA), 

variando entre 2 a 10 minutos após a adição do reagente de quimioluminescência, 

composto por Tris/HCl (1 M, Ph 8,5), luminol (250 mM), ácido cumárico (90 mM) e 

H2O2 (0,01%). As bandas reveladas foram fotografadas e quantificadas por 

densitometria utilizando o softwarer ImageJ (Fiji is Just) versão 1.52d (National 

Institutes of Health, EUA). Após a quantificação densitométrica das proteínas, o valor 

obtido na análise foi dividido pela densitometria da β-actina, proteína constitutiva 

utilizada como referência em todos os experimentos. Os resultados obtidos foram 

comparados com os respectivos grupos controles, os quais foram considerados 

como 1 (i.e 100%). 
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Tabela 1: Concentração dos anticorpos primários e secundários usados no Western 

Blotting 

Anticorpo (Ac) Fornecedor Concentração 
do Ac primário 

Concentração do 
Ac secundário 

Akt total Cell signalling 1:1000 1:1000 

AMPK total Cell signalling 1:750 1:1000 

CREB total Cell signalling 1:500 1:1000 

fosfo-AktSer473 Cell signalling 1:1000 1:1000 

fosfo-AktThr308 Cell signalling 1:500 1:1000 

fosfo-AMPKThr172 Cell signalling 1:1000 1:1000 

fosfo-CREBSer133 Cell signalling 1:500 1:1000 

fosfo-FoxO1Ser256 Cell signalling 1:500 1:1000 

fosfo-mTORSer2448 Cell signalling 1:500 1:2000 

fosfo-LHSSer660  1:1000 1:1000 

fosfo-S6Ser235/236 Cell signalling 1:1000 1:1000 

fosfo-ULK1Ser317 Cell signalling 1:500 1:1000 

fosfo-ULK1Ser757 Cell signalling 1:500 1:1000 

FoxO1 total Cell signalling 1:1000 1:1000 

LC3b Cell signalling 1:1000 1:1000 

mTOR total Cell signalling 1:500 1:2000 

p62 PROGEN 

Biotechnik 

1:750 1:3000 

S6 total Cell signalling 1:1000 1:1000 

Substratos fosfo- 

(Ser/Thr) PKA 

Cell signalling 1:1000 1:1000 

ULK1 total Cell signaling 1:500 1:1000 

β-actina Santa Cruz 

Biotechnology 

1:1000 1:5000 
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3.3.9 Avaliação da expressão gênica pela Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) em Tempo Real 

 

O RNA das amostras do ventrículo esquerdo dos corações foi extraído pelo 

método de Trizol™ (Invitrogen, EUA) e quantificado por densidade óptica em 

espectrofotômetro (260 nm). Após o tratamento de 1µg de RNA total com DNase, foi 

adicionado o primer oligo (dT) 12-18 (20 pmols; Invitrogen, EUA) e dNTPmix (10 

mM) (PROMEGA) em volume total de 13µL, sendo as misturas preparadas em água 

DEPC (água milli-Q tratada com dietil-pirocarbonato 0,01% e autoclavada). Após o 

aquecimento a 65°C por 5 minutos e posterior resfriamento a 4°C, seguiu-se a 

adição da enzima transcriptase reversa (Super Script IV) e demais reagentes 

(tampão de reação 5x SST IV, DTT, RNAse Outinhibitor) e assim, a submissão ao 

ciclo 23°C-10 min, 55°C-10 min, 80°C-10 min e infinito a 4°C. Os cDNAs foram 

posteriormente submetidos ao PCR em tempo real utilizando=se Platinum® SYBR® 

Green qPCR Supermix UDG (Invitrogen) com sequências de primers específicos 

descritos na tabela 2. Os resultados foram adquiridos em sistema de detecção 

Perkin-Elmer ABI Prism 7500 com os seguintes parâmetros: 50°C (2 minutos), 95°C 

(10 minutos), 40 ciclos de 95°C (15 segundos), 60°C (1 minuto), seguido pelo ciclo 

de dissociação: 95°C (15 segundos), 60°C (1 minuto) e 95°C (15 segundos) para 

verificação de um produto através de análise pela curva melting. Para análise do 

RNAm, o nível relativo da expressão do gene de interesse foi calculado em 

referência à expressão de RPL39 (ribossomal protein 39), que representa o controle 

interno endógeno (housekeeper gene), utilizando-se o método 2-2ΔΔCT (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). 
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Tabela 2: Sequências dos primers utilizados para as reações de PCR em tempo 

real.  

Gene Sequência dos Primers 

LC3b Forward: CGTCCTGGACAAGACCAAGT 

Reverse:ATTGCTGTCCCGAATGTCTC 

Gabarapl1 Forward: CATCGTGGAGAAGGCTCCTA 

Reverser:ATACAGCTGGCCCATGGTAG 

Cathepsina L Forward: TGGACTGTTCTCACGCTCAAG 

Reverse:TCCGTCCTTCGCTTCATAGG 

PGC-1α Forward: AATCCAGCGTCTTAGCACT 

Reverse: TTTCTGTGGGTTTGGTGTGA 

SIK1 Forward: TCCACCACCAAATCTCACCG 

Reverse: GTTTCGGCGCTGCCTCTTC 

RPL39 Forward: CAAAATCGCCCTATTCCTCA 

Reverse: AGACCCAGCTTCGTTCTCCT 

 

 

3.4 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos com média ± erro padrão da média (EPM). A 

análise estatística dos resultados entre os grupos experimentais foi realizada através 

do test ONE WAY ANOVA (pós-teste Tukey), considerando p <0,05 como nível de 

significância. Quando necessário foi utilizado o test “t” de Student, considerando 

p<0,05.  
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4. Resultados 

 

4.1 Parâmetros metabólicos e hormonais 

 

Os resultados do efeito do tratamento (s.c.) com CGRP, na dose de 100 

µg/Kg, na glicemia, insulinemia e no conteúdo de glicogênio hepático estão 

apresentados na figura 4. Verifica-se que o tratamento com CGRP provocou um 

aumento na glicemia destes animais (~55%), em todos os tempos investigados. 

(figura 4A). Em concordância com este aumento da glicemia, observou-se que os 

animais tratados com CGRP apresentaram uma pronunciada redução das 

concentrações plasmáticas de insulina (~79%), quando comparados com os 

controles tratados com salina (figura 4B). Para verificar uma possível origem deste 

efeito hiperglicêmico, foi mensurado o glicogênio hepático dos animais controles e 

tratados, após 60 minutos (figura 4C). Não foram observadas alterações no 

conteúdo de glicogênio hepático, após 60 minutos do tratamento, em ambos os 

grupos. Estes primeiros resultados nos indicam que o CGRP possui importante 

papel na inibição da secreção de insulina, que resulta no aumento da glicose 

circulante. 

O tratamento sistêmico com CGRP também provocou aumento na 

concentração plasmática de AGLs, após 30 minutos (~33%) (figura 5A) e diminuiu a 

concentração plasmática de glicerol, em 30 e 60 minutos (~50%), indicando um 

possível efeito lipolítico (figura 5B) acompanhado de uma maior utilização de 

glicerol. Como pode ser observado na figura 6, não houve alterações nas 

concentrações plasmáticas de adrenalina, entretanto houve redução significativa nas 

concentrações plasmáticas de noradrenalina, em relação ao controle, nos tempos de 

15 (~83%) e 30 (~56%) minutos (figura 6A). Em relação ao conteúdo de 

noradrenalina no tecido cardíaco, não foram observadas diferenças entre os grupos 

controle e tratados (figura 6B). 
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Figura 4: Efeito do tratamento com com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos, na 

glicemia (A), insulinemia (B) e no conteúdo hepático de glicogênio (C) em camundongos alimentados. 
Os resultados são expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05 vs. o grupo controle tratado com 
salina. 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 5: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos, nas 

concentrações plasmáticas de ácidos graxos livres (A) e glicerol (B) em camundongos alimentados. 
Os resultados são expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05 vs o grupo controle tratado com 
salina. 
 
 
 
 
 
 
 
 



48 
 

 
  

Figura 6: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos nas 
concentrações plasmáticas de catecolaminas (A) e no conteúdo de noradrenalina no coração (B) de 
camundongos alimentados. Os resultados são expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05 vs 
controle tratado com salina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Parâmetros moleculares no coração de camundongos in vivo 

 

4.2.1 Efeito do tratamento com CGRP na via de sinalização do AMPc 

 

Tendo em vista que grande parte das ações do CGRP, em diferentes tecidos, 

envolve a participação da via de sinalização do AMPc (RUSSELL et al., 2014), o 
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presente estudo avaliou os componentes downstream ao AMPc no coração, em 

diferentes tempos após a administração da droga. Estes resultados estão 

apresentados na figura 7 e mostram que o tratamento sistêmico com CGRP foi 

capaz de aumentar significativamente o estado de fosforilação de CREB (~3x) logo 

após 15 minutos (figura 7B) sendo esta resposta rapidamente revertida no tempo de 

60 minutos. Foi também observado aumento da fosforilação da Lipase Hormônio 

Sensível (55%) aos 30 minutos (figura 7B), uma proteína alvo de ação da PKA e que 

nos indica, indiretamente, a atividade desta quinase. Além disso, ao avaliarmos o 

conteúdo dos substratos fosforilados de PKA (figura 7C), verificou-se que houve 

uma tendência de aumento em resposta ao tratamento. Em concordância com estes 

resultados, observou-se um aumento significativo na expressão gênica de SIK1 

(~2x) e uma tendência de aumento em PGC1-α, dois genes cujas expressões são 

sabidamente ativadas por CREB (figura 7D). Dessa maneira, o conjunto destes 

dados nos sugere que o CGRP é capaz de ativar rapidamente sua via de sinalização 

canônica no coração de camundongos alimentados, o que valida, portanto, nosso 

modelo experimental. 
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Figura 7: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos, no estado de 
fosforilação de CREBSer133, LHS e dos substratos de PKA no músculo cardíaco de camundongos 
alimentados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) das proteínas avaliadas estão 
apresentadas nas figuras B e CO efeito do CGRP, após 60 minutos, na expressão gênica de SIK1 e 
PGC1-α são mostrados na figura D. Os resultados são expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05 
vs controle tratado com salina .  

A 

B 

C D 
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4.2.2 Efeito do tratamento com CGRP em diferentes marcadores autofágicos 

cardíacos 

 

Baseados em estudos anteriores do nosso laboratório, no qual foi 

demonstrado que o CGRP é capaz de inibir a autofagia em músculo esquelético de 

camundongos desnervados (MACHADO et al., 2016), analisamos inicialmente o 

conteúdo proteico de dois marcadores autofágicos clássicos: LC3-II e p62. Como 

citado anteriormente, a forma lipidada LC3-II é responsável pela formação e 

expansão da membrana dupla do autofagossomo, enquanto que a p62/SQTM1 

(sequestosome 1) é uma proteína que se liga a LC3-II, sendo degradada juntamente 

a ela pelo lisossomo (KLIONSKY et al., 2016). Nossos resultados demonstraram que 

o CGRP aumentou o conteúdo proteico de LC3-I (forma não lipidada) nos tempos de 

15 (~2x) e 30 (69%) minutos e de LC3-II em 15 (56%), 30 (98%) e 60 (67%) minutos. 

Ao analisarmos a razão entre essas duas isoformas não foi encontrada diferença 

estatística significativa entre os grupos tratados com CGRP e salina (figura 8B). 

Entretanto, há uma clara tendência de redução desta relação aos 15 minutos, 

indicando uma possível regulação inibitória da autofagia cardíaca pelo CGRP, neste 

intervalo de tempo. Em concordância com estes achados, o tratamento com CGRP 

foi capaz de aumentar o conteúdo proteico de p62 (48%), em 15 minutos (figura 8C), 

o que indica menor degradação lisossomal. Outra importante proteína relacionada à 

iniciação da formação do autofagossomo é Beclin-1 (LIANG et al., 2008). Entretanto, 

ao analisá-la, não foi observada diferença em seu conteúdo proteico entre animais 

tratados com CGRP e salina (figura 8C). 

Considerando que a LC3-II, mas não a LC3-I, foi aumentada 

significativamente no intervalo de 60 minutos e esta resposta poderia indicar 

aumento da autofagia, analisou-se neste período de tempo o número de estruturas 

positivas (punctas) de LC3-II pela marcação com anti-LC3 por imunofluorescência 

(figura 9). Nesta análise, não foi encontrada diferença significativa entre o grupo 

controle e o tratado, entretanto o grupo tratado apresentou uma tendência de 

aumento no número de punctas. 
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Figura 8: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos, no conteúdo 
proteico de marcadores autofágicos: LC3-I e LC3-II, p62 e Beclin no músculo cardíaco de 
camundongos alimentados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) das proteínas 
avaliadas estão apresentados nas figuras B e C. Os resultados são expressos como média ± EPM 
(n=5). *p<0,05 vs controle tratado com salina. 
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Figura 9: Imagens microscópicas representativas do efeito do CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 60 
minutos, no número de punctas positivas para LC3-II no músculo cardíaco de camundongos 
alimentados (A). Expressão quantitativa do número de punctas de LC3-II corrigida pelo número de 
núcleos (B). Marcação em vermelho de LC3-II por imunofluorescência. O controle negativo foi obtido 
através da omissão da fluorescência. Os núcleos foram corados com DAPI e aparecem marcados em 
azul. Os resultados são expressos como média±EPM. Magnificação de 100x. A barra representa 10 
µm. 
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Para melhor compreender se os efeitos sistêmicos do CGRP no acúmulo de 

LC3-II eram devido ao aumento da autofagia ou a uma menor degradação do 

autofagossomo pelo lisossomo, realizou-se um experimento de avaliação do fluxo 

autofágico, após 60 minutos de tratamento com salina ou CGRP. O fluxo autofágico 

foi estimado por meio do tratamento (i.p.) com colchicina. Esta droga inibe a fusão 

do autofagossomo com o lisossomo e por evitar a degradação, todo aumento do 

conteúdo proteico de LC3-II reflete um aumento da formação e, portanto, do fluxo 

autofágico. Inicialmente, nossos resultados mostram que o tratamento com 

colchicina foi eficiente, uma vez que esta droga aumentou o conteúdo proteico de 

LC3-II em coração de animais controles quando comparados com controles tratados 

com salina (figura 10B). Verificou-se também que o tratamento com CGRP não foi 

capaz de provocar um aumento adicional no conteúdo de LC3-II em animais tratados 

com colchicina, o que sugere que o aumento observado no conteúdo proteico de 

LC3-II pode ser decorrente da inibição da fusão do autofagossomo com o lisossomo 

e da consequente degradação desta estrutura e não de um aumento do processo 

autofágico. 
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Figura 10: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 60 minutos, no fluxo autofágico no 

músculo cardíaco de camundongos alimentados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) 
das proteínas avaliadas estão apresentados na figuraB. Os resultados são expressos como média ± 
EPM (n=5). *p<0,05; vs controle tratado com salina. 
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4.2.3 Efeito do tratamento com o antagonista do CGRP (CGRP8-37) na razão 

LC3-II/LC3-I 

 

No presente estudo, investigou-se o efeito do tratamento com o antagonista 

do CGRP (CGRP 8-37) no conteúdo proteico de LC3-II, na presença ou não do 

agonista. Estes resultados estão apresentados na figura 11A e B, onde se pode 

observar que o tratamento com CGRP sozinho aumentou significativamente o 

conteúdo proteico de LC3-I (~2x) e LC3-II (~70%), após 60 minutos enquanto que a 

razão LC3-II/LC3-I não foi alterada. Entretanto, verifica-se claramente um 

pronunciado aumento (~2x) desta razão no grupo tratado apenas com o antagonista 

(~2x) quando comparado ao controle indicando aumento da autofagia. Este aumento 

também se mantém em coração de animais tratados com CGRP e o antagonista. 

Interessante também observar que o antagonista foi capaz de bloquear totalmente o 

aumento da forma não lipidada de LC3-I, em animais tratados com CGRP. Estes 

resultados nos permitem sugerir que o CGRP endógeno exerce um controle inibitório 

tônico da autofagia cardíaca em situações basais. 

 

 

Figura 11: Efeito do tratamento com antagonista do CGRP (100 µg/Kg; s.c) no conteúdo proteico de 

LC3-I e LC3-II no músculo cardíaco de camundongos alimentados (A). Os valores da densitometria 
das bandas (blots) das proteínas avaliadas estão apresentados na figura B. Os resultados são 
expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05; #p<0,05 vs CGRP. 
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4.2.4 Efeito do tratamento com CGRP no fluxo autofágico do coração de 

camundongos jejuados 

 

É bem estabelecido na literatura que o jejum é um modelo experimental de 

resistência à insulina e que leva à ativação da autofagia em coração de 

camundongos (KANAMORI et al., 2009). Dessa maneira, para confirmar a hipótese 

de que o CGRP exerce um controle inibitório da autofagia cardíaca em uma situação 

fisiológica de demanda energética, procedeu-se a avaliação do fluxo autofágico em 

coração de camundongos expostos ao jejum de 24h e tratados com CGRP e/ou 

colchicina. Os resultados destes experimentos estão apresentados na figura 12. 

Como esperado, observou-se um aumento (~2x) do conteúdo proteico de LC3-II no 

coração de animais em jejum e tratados com colchicina quando comparados aos 

animais apenas em jejum, o que confirma então que o estado de jejum aumenta o 

fluxo autofágico no tecido cardíaco. Ao analisar o efeito do CGRP no grupo jejuado 

tratado com colchicina, observa-se claramente uma diminuição do conteúdo de LC3-

II (~50%). Este conjunto de dados mostra claramente que o CGRP exerce efeitos 

inibitórios no fluxo autofágico no músculo cardíaco de camundongos jejuados.  
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Figura 12: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15 minutos, no fluxo autofágico no 
músculo cardíaco de camundongos jejuados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) das 
proteínas avaliadas estão apresentados na figura B. Os resultados são expressos como média ± EPM 
(n=5). *p<0,0,5 vs controle; $ p<0,05 vs jejum; #p<0,05 vs jejum+colchicina. 
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4.2.5 Efeitos do tratamento com CGRP na via de sinalização de AKT/FoxO 

 

Considerando que a Akt é uma proteína chave envolvida na ativação de vias 

anabólicas e inibição de vias catabólicas relacionadas ao metabolismo de proteínas, 

incluindo a autofagia, avaliamos o efeito do tratamento com CGRP no estado de 

fosforilação de Akt e FoxO1, um fator transcricional envolvido na ativação de genes 

autofágicos e que é regulado negativamente por Akt. A figura 13 mostra que o 

tratamento com CGRP, em todos os tempos, diminuiu significativamente a 

fosforilação de Akt em resíduos de Ser473 (40%, 60% e 70% respectivamente) e 

Thr308 (~60% em todos os grupos tratados). Entretanto, ao observar o estado de 

fosforilação de FoxO1 em Ser256 em coração de animais tratados com CGRP não se 

observou diferença significativa entre o grupo tratado e o controle. O conteúdo total 

tanto de Akt como de FoxO1 não foi alterado em coração de animais tratados com 

CGRP. Os valores da densitometria das respectivas proteínas fosforiladas foram 

corrigidas tanto pelas proteínas totais quanto pela β-actina (figura 13B, C e D). 

 Com a finalidade de verificar se o aumento no conteúdo proteico de LC3-I e II 

poderia ser decorrente de uma maior atividade transcricional mediada por FoxO1, 

avaliou-se a expressão de genes autofágicos: LC3b, Cathepsina L e Gabarap1L. A 

figura 14 mostra que a expressão destes genes não foi regulada pelo CGRP, o que 

sugere que o efeito modulatório do CGRP na autofagia cardíaca em animais 

alimentados envolve um mecanismo pós-transcricional. 
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Figura 13: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos, no estado de 
fosforilação e conteúdo proteico total de Akt (Ser473), Akt (Thr308) e FoxO1 (Ser256) no músculo 
cardíaco de camundongos alimentados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) das 
proteínas avaliadas estão apresentados nas figuras B e C. O tratamento com insulina (5U) in vivo foi 
utilizada como controle positivo. Os resultados são expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05 vs 
controle tratado com salina. 
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Figura 14: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 60 minutos, na expressão de 
genes relacionados à autofagia e alvos de FoxO1. Os resultados são expressos como média ± EPM 
(n=5). 
 
 
 
 

4.2.6 Efeitos do tratamento com CGRP na via de sinalização de mTOR 

 

É bem estabelecido que mTOR é fosforilada (Ser2448) e ativada por Akt, sendo 

uma proteína chave na estimulação da síntese proteica. Em paralelo, mTOR 

promove a fosforilação e inibição de Ulk1 em Ser757,  uma das proteínas 

responsáveis pela iniciação da formação do autofagossomo (EGAN et al., 2011). 

Nossos resultados mostram que o tratamento in vivo com CGRP, no período de 15 

minutos, aumentou a fosforilação de mTOR em resíduo de Ser2448 (~2x), de S6 em 

Ser235/236 (~4x), um substrato da p70 (alvo direto de mTOR) e de Ulk1 em Ser757 

(~2x) (Figura 15A e B). Estes efeitos foram observados quando os valores 

densitométricos das proteínas fosforiladas mTOR e S6 foram corrigidas pela β-

actina, mas não por suas proteínas totais, cujos valores tenderam a aumentar em 

resposta ao tratamento.   
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Figura 15: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c) após 15, 30 e 60 minutos, no estado de 

fosforilação e conteúdo proteico total de mTOR (Ser2448), S6 (Ser235/236) e Ukl1 (Ser757)no músculo 
cardíaco de camundongos alimentados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) das 
proteínas avaliadas estão apresentados nas figuras B, C e D. O tratamento com insulina (5U) in vivo 
foi utilizada como controle positivo. Os resultados são expressos como média ± EPM (n=5). *p<0,05 
vs controle. 
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4.2.7 Efeitos do tratamento com CGRP na via de sinalização de AMPK 

 

A proteína quinase AMPK, quando fosforilada, pode aumentar a autofagia por 

meio da regulação inibitória da atividade de mTOR e controle estimulatório em Ulk1 

via fosforilação do resíduo de Ser317. A figura 16 mostra que o tratamento in vivo 

com CGRP, quando comparado ao controle, aumentou a fosforilação de AMPK 

(30%) e de Ulk1 em Ser317 (80%), sendo ambos efeitos observados após 15 minutos 

da injeção. A fosforilação de AMPK pelo CGRP foi apenas observada quando esta 

foi corrigida pela β-actina e não foi pelo conteúdo total desta proteína.  
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Figura 16: Efeito do tratamento com CGRP (100 µg/Kg; s.c), após 15, 30 e 60 minutos, no estado de 

fosforilação e conteúdo proteico total de AMPK (Thr172) e Ukl1 (Ser317) no músculo cardíaco de 
camundongos alimentados (A). Os valores da densitometria das bandas (blots) das proteínas 
avaliadas estão apresentados nas figuras B e C. Os resultados são expressos como média ± EPM 
(n=5). *p<0,05 vs controle tratado com salina.  
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4.3 Parâmetros moleculares em cardiomiócitos de ratos nenatos 

 

4.3.1 Efeitos do tratamento com CGRP na via de sinalização de PKA/CREB e de 

Akt/mTOR 

 
Com o objetivo de investigar o efeito direto do CGRP na ativação de proteínas 

anti-autofágicas, foram realizados experimentos em cultura primária de 

cardiomiócitos de ratos neonatos incubados na presença ou ausência deste 

peptídeo na concentração de 1µM. Com o objetivo de mimetizar o modelo 

experimental in vivo foi avaliada a sinalização durante 15, 30 e 60 minutos. De forma 

semelhante ao observado in vivo, o CGRP, após 15 minutos de incubação foi capaz 

de aumentar a fosforilação de CREB em Ser133 (~2,5x) (figura 17A e B). Neste 

mesmo período, verificou-se um aumento significativo na fosforilação de Akt Ser473 

(~2x) e uma forte tendência ao aumento do estado de fosforilação de proteínas 

downstream como mTOR Ser2448 e Ulk1 Ser757 (figura 18 A e B). Em conjunto, estes 

resultados sugerem que a via da Akt/mTOR/Ulk1 pode ser diretamente ativada pelo 

CGRP em cardiomiócitos neonatos. 

 

 
 

 
Figura 17: Efeito temporal do tratamento com CGRP (1 µM), após 15, 30 e 60 minutos, no estado de 

fosforilação de CREB Ser133 em cultura primária de cardiomiócitos (A). Os valores da densitometria 

das bandas (blots) das proteínas avaliadas estão apresentadas na figura B. Os resultados são 

expressos como média ± EPM (n=3). *p<0,05 vs controle. 
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Figura 18: Efeito do tratamento com CGRP (1 µM), após 15, 30 e 60 minutos, no estado de 

fosforilação de Akt Ser473, mTOR Ser2448, Ulk1 Ser757 em cultura primária de cardiomiócitos (A). Os 
valores da densitometria das bandas (blots) das proteínas avaliadas estão apresentadas na figura B. 
Os resultados são expressos como média ± EPM (n=3). *p<0,05 vs controle. 
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5.Discussão 

 

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos in vivo do 

tratamento agudo com CGRP na autofagia cardíaca, bem como em vias de 

sinalizações relacionadas ao controle dos processos de síntese e degradação de 

proteínas. 

A análise inicial dos efeitos sistêmicos induzidos pelo CGRP, na dose de 100 

µg/Kg, mostrou alterações metabólicas importantes na regulação de carboidratos e 

lipídios que indicam uma ação diabetogênica deste peptídeo. Verificou-se que o 

tratamento com CGRP aumentou a glicemia e causou uma diminuição acentuada 

das concentrações plasmáticas de insulina. Estes efeitos foram observados logo 

após 15 minutos da injeção da droga e se mantiveram até 60 minutos. Em 

concordância com estes achados, Pettersson et al. (1986) demonstraram que, após 

6 minutos de administração intravenosa de CGRP (3,2 µg/Kg) em ratos, ocorre 

aumento da glicemia associado com uma diminuição significante das concentrações 

plasmáticas de insulina. Entretanto, os mecanismos intracelulares responsáveis por 

estes efeitos ainda não são conhecidos. A somatostatina é um hormônio produzido 

pelas células delta do pâncreas e pelas células D do antro gástrico e é bem 

conhecido por ser um inibidor fisiológico da secreção endógena de insulina 

(ALBERTI et al., 1973). Dunning & Taborsky, (1987) foram um dos primeiros a 

relatar que o CGRP é um potente estimulador da secreção gástrica de 

somatostatina, mas com pequena influência na secreção deste hormônio pelo 

pâncreas. Mais recentemente, Egerod et al. (2015) confirmaram estes resultados ao 

demonstrar que o CGRP liberado pela inervação sensorial das células D antrais é 

capaz de aumentar a liberação de somatostatina. Desta forma, um possível aumento 

dos níveis circulantes de somatostatina causado pelo CGRP poderia explicar a 

diminuição da insulinemia observada em nossos animais. Por outro lado, não se 

pode descartar um efeito direto do CGRP nas células beta pancreáticas. Ishizuka et 

al. (1988) observaram uma ação inibitória direta do CGRP na liberação de insulina 

em cultura de células de ilhotas pancreáticas sem alteração na secreção de 

somatostatina. Outro estudo in vitro demonstrou que o CGRP tem um potencial 

fisiológico de diminuir a primeira fase de secreção da insulina (TANAKA; 

KASHIWAGI; KOIZUMI, 2013). 
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Uma das ações mais importantes da insulina é a de promover a captação de 

glicose pelo músculo (esquelético e cardíaco) e tecido adiposo. Ao se acoplar a seu 

receptor do tipo tirosina quinase, a insulina ativa uma cascata de sinalização que 

resulta no translocamento de GLUT-4 para a membrana celular e no consequente 

aumento da captação de glicose por estes tecidos. Como há possivelmente uma 

diminuição da secreção de insulina em nossos animais, pode-se sugerir que haja 

menor sensibilidade muscular à glicose (HUANG; CZECH, 2007; THONG; DUGANI; 

KLIP, 2005). Entretanto, ainda não está estabelecido se o aumento da glicemia 

induzido pelo CGRP é resultante ou não da hipoinsulinemia. Yamaguchi et al. (1990) 

sugeriram que a inibição da secreção de insulina não desempenha um papel 

importante na ação hiperglicêmica do CGRP. De fato, há evidências de que o CGRP 

seja capaz de causar resistência periférica à insulina. Em células musculares L6, o 

CGRP aumentou o conteúdo de AMPc e reduziu em até 70% a captação de 2-

deoxiglicose induzida pela insulina (KREUTTER; ORENA; ANDREWS, 1989). Molina 

et al. (1990) também demonstraram que o CGRP in vitro inibiu os efeitos da insulina 

na captação de hexose em miócitos da linhagem BC3H1. Portanto, é possível que o 

aumento da glicemia demonstrado no presente estudo seja resultante da inibição da 

captação de glicose induzida pela ação direta do CGRP na musculatura esquelética 

e cardíaca. 

O aumento da produção hepática de glicose, estimulada diretamente ou 

indiretamente pelo CGRP via inibição da insulina, poderia também explicar o 

aumento da glicemia. Uma vez que não se observou redução do conteúdo do 

glicogênio hepático nos animais tratados com CGRP quando comparados aos 

controles, pode-se sugerir uma eventual participação da via da neoglicogênese na 

indução da hiperglicemia. Moore et al., (1999) demonstraram, em cães não 

anestesiados, que a infusão de CGRP é capaz de aumentar a produção endógena 

de glicose, sendo este efeito resultante de ações intra-hepáticas do CGRP e de seus 

efeitos indiretos na estimulação do fluxo de substratos para a neoglicogênese. No 

presente estudo, observou-se uma diminuição da concentração plasmática de 

glicerol, o que poderia ser resultante de uma maior captação deste substrato pelo 

fígado para a geração de glicose “de novo” levando ao aumento da glicemia. Futuros 

estudos são necessários para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos nas 

alterações do metabolismo de carboidratos em animais tratados agudamente com 

CGRP. 
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Há relatos prévios na literatura de que o CGRP possa regular o metabolismo 

lipídico em diferentes tecidos (LIMA et al., 2017). De fato, nossos resultados 

mostram que este peptídeo, após 30 minutos, foi capaz de elevar a concentração 

plasmática de AGLs indicando um possível aumento da lipólise. Aveseh et al. 

(2018), recentemente, também encontraram efeitos semelhantes em ratos tratados 

com CGRP por via intravenosa e sugeriram que a resposta lipolítica no tecido 

adiposo epididimal era mediada pela via da fosfolipase C. Outro estudo in vivo 

demonstrou que o CGRP aumenta a β-oxidação e estimula a mobilização de lipídeos 

em músculos esqueléticos (DANAHER et al., 2008), sendo estes efeitos mediados 

pela ativação da AMPK. No presente estudo, também se verificou que o CGRP foi 

capaz de ativar a AMPK, o que sugere que esta quinase possa também estar 

envolvida no aumento da β-oxidação de lipídios no músculo cardíaco de 

camundongos. 

Tendo em vista evidências anteriores da literatura de que o CGRP poderia 

interferir com a atividade do Sistema Nervoso Simpático, avaliou-se neste estudo o 

efeito temporal do CGRP no conteúdo cardíaco de noradrenalina assim como nas 

concentrações plasmáticas das catecolaminas. Nesse contexto, verificou-se que a 

administração do peptídeo não alterou o conteúdo de noradrenalina no coração. 

Resultados similares foram encontrados por Burgdorf et al. (2005) onde o tratamento 

com CGRP (5 µmol/L) não alterou o conteúdo cardíaco de noradrenalina em ratos. 

Entretanto, observou-se uma clara diminuição da concentração plasmática de 

noradrenalina, após 30 minutos do tratamento. Uma vez que foi observado uma 

tendência à redução da adrenalina plasmática nestes animais, pode-se sugerir que o 

CGRP exerça efeitos inibitórios nos processos de síntese e/ou secreção das 

catecolaminas pelas células cromafins na porção medular da adrenal. A presença do 

CGRP na glândula adrenal foi confirmada por estudos de imunohistoquímica. De 

acordo com estes estudos, o CGRP poderia ser secretado pelas células cromafins e 

agir nas células vizinhas de uma forma parácrina ou até mesmo de uma forma 

neurócrina, após ser liberado por terminações sensoriais da glândula (KURAMOTO; 

KONDO; FUJTA 1987). A inibição exercida pelo CGRP na secreção de 

catecolaminas pelas células cromafins poderia ser explicada por uma interação entre 

o CGRP e o receptor nicotínico presente nessas células. De fato, as células 

cromafins expressam uma grande quantidade de receptores nicotínicos (DI 
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ANGELANTONIO et al., 2003) e o CGRP, ao se ligar a estes receptores, deprime o 

sinal nicotínico de uma forma extremamente rápida (GINIATULLIN et al., 1999). 

O achado da redução das concentrações plasmáticas de noradrenalina 

induzida pelo CGRP no presente trabalho está de acordo com os dados de Liu et al. 

(2017) que realizaram experimentos em camundongos nocautes para CGRP (CGRP-

/-). Neste estudo foram mensuradas as concentrações urinárias de normetanefrina 

(metabólito de noradrenalina) e observou-se que os animais CGRP-/- apresentavam 

uma maior excreção deste metabólito. Outros autores também demonstraram efeitos 

inibitórios do CGRP na atividade simpática e sugeriram que estes efeitos estão 

relacionados a uma depressão na regulação da hemodinâmica cardiovascular 

sistêmica (GANGULA et al., 2000; OH-HASHI et al., 2001). Entretanto, há na 

literatura dados controversos aos nossos. FISHER et al. (1983) verificaram que uma 

injeção intracerebroventrivular de CGRP em ratos aumenta as concentrações 

plasmáticas de noradrenalina por até 40 minutos. Em 2001, Tortorella et al. (2001) 

demonstraram que o CGRP estimula a secreção de catecolaminas em adrenais de 

ratos, em experimentos ex vivo. As divergências encontradas sobre as ações 

modulatórias do CGRP no Sistema Nervoso Neurovegetativo nestes diferentes 

estudos podem ser explicadas pelo tipo de espécie estudada, tempo de tratamento 

com CGRP, via de administração, etc. É bastante conhecido que as catecolaminas 

plasmáticas, principalmente a noradrenalina, via adrenoceptores alfa, inibem a 

secreção de insulina, promovem glicogenólise e neoglicogênese e podem ainda 

interferir negativamente na captação de glicose estimulada pela insulina no músculo 

esquelético (LANG, 1999; MIGLIORINI et al., 1989; SACCA et al., 1983). Portanto, 

independentemente dos mecanismos envolvidos na resposta inibitória do CGRP na 

medula da adrenal que levou à redução das concentrações plasmáticas de 

noradrenalina observada neste estudo, é pouco provável que este efeito tenha 

contribuído para as alterações metabólicas e hormonais discutidas anteriormente. 

Em seguida, investigou-se se o tratamento com CGRP seria capaz de ativar 

sua via canônica de sinalização no coração. Os resultados mostraram que o CGRP 

aumentou rapidamente o estado de fosforilação de CREB (em 15 minutos) e de LHS 

(em 30 minutos), além de causar uma tendência de aumento da fosforilação de 

substratos de PKA, o que indica a eficácia do tratamento na ativação da via de 

sinalização do AMPc no coração. Estes resultados estão de acordo com diferentes 

estudos anteriores. Ishikawa et al. (1988) concluiu que o efeito ionotrópico positivo 
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do CGRP em átrios de cobaias é atribuído à ativação da adenilato clicase e o 

subsequente aumento do AMPc intracelular. Também há relatos na literatura de que 

o CGRP causa vasodilatação na aorta por um mecanismo dependente do aumento 

das concentrações intracelulares de AMPc (KUBOTA et al., 1985). O efeito 

transitório do CGRP na ativação da via do AMPc observado em nosso estudo pode 

ser explicado tanto pela meia-vida curta do peptídeo (~10 minutos) (KRAENZLIN et 

al., 1985), assim como pela interação entre o seu receptor do tipo GPCR à β-

arrestina. Esta proteína é conhecida por provocar a internalização desses 

receptores, após o seu acoplamento ao agonista, e a rápida interrupção da 

transdução do sinal (GINGELL; HENDRIKSE; HAY, 2019). 

Vários trabalhos de nosso laboratório demonstraram que o Sistema Nervoso 

Simpático, por meio da ativação dos adrenoceptores β2 e da cascata de sinalização 

do AMPc/PKA, desempenha um importante papel fisiológico no controle do 

metabolismo de proteínas em músculos esqueléticos (BAVIERA et al., 2007; 

GONÇALVES et al., 2012; GRAÇA et al., 2013; NAVEGANTES; MIGLIORINI; 

KETTELHUT, 2002; SILVEIRA et al., 2014) e no tecido adiposo marrom de roedores 

(PRZYGODDA, 2016). Em concordância com estes estudos, Paula-Gomes (2013) 

demonstrou que a noradrenalina, em cultura primária de cardiomiócitos, ativa tanto 

Akt quanto PKA e inibe FoxO, resultando na inibição de processos proteolíticos 

Ubiquitna-proteassoma e autofágico/lisossomal. Assim como as catecolaminas, o 

CGRP é um neuropeptídeo que, ao se ligar no receptor GPCR, também age pela via 

do AMPc e ativa a via de sinalização de PKA/CREB, como demonstrado no presente 

trabalho. Embora seja descrito na literatura inúmeros efeitos do CGRP no coração, 

seus efeitos na regulação do metabolismo de proteínas neste tecido são totalmente 

desconhecidos. 

Portanto, o presente estudo é o primeiro a demonstrar que este 

neuropeptídeo exerce um papel modulatório na autofagia cardíaca em 

camundongos. Verificou-se que o tratamento com CGRP aumentou o conteúdo 

proteico de LC3, tanto na sua forma citosólica não lipidada (LC3-I), quanto na sua 

forma lipidada (LC3-II). A interpretação desses dados deve ser feita com bastante 

cautela, uma vez que todo aumento de LC3-II pode ser devido a duas causas 

diferentes: ao aumento da produção desta molécula e, portanto, na formação da 

estrutura do autofagossomo ou de sua menor degradação (clereance) pelo 

lisossomo, em uma situação de fluxo autofágico reduzido. Para que isto fosse 
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esclarecido, avaliamos o fluxo autofágico em coração de animais alimentados 

tratados com colchicina, uma droga que previne a degradação do autofagossomo 

por meio da inibição da sua fusão com o lisossomo. Nestes experimentos, observou-

se que o acúmulo esperado de LC3-II no coração de animais tratados com 

colchicina não foi aumentado pelo tratamento com CGRP, após 60 minutos, o que 

sugere que o aumento no conteúdo proteico das isoformas de LC3 em animais 

tratados com este neuropeptídeo seja decorrente de uma inibição do fluxo 

autofágico. Várias outras evidências encontradas neste estudo reforçam esta 

hipótese. Embora a razão LC3-II/LC3-I (marcador de formação do autofagossomo) 

não tenha sido significativamente alterada nos tempos de 30 e 60 minutos, houve 

uma importante tendência de queda desta razão no tempo de 15 minutos, indicando 

mais uma vez inibição do processo autofágico. Neste intervalo, também se observou 

um aumento significativo do conteúdo proteico de p62, um importante substrato 

autofágico que é degradado pelos lisossomos após a sua fusão com o 

autofagossomo e utilizado como marcador de autofagia. Além disso, a análise da 

expressão do gene que codifica a LC3 assim como a quantificação desta proteína 

por imunofluorescência não mostrou diferenças significativas entre os corações de 

animais tratados com CGRP ou salina, no tempo de 60 minutos. 

Considerando as dificuldades de se comprovar os efeitos inibitórios do CGRP 

na autofagia cardíaca, em uma situação basal, avaliou-se o fluxo autofágico em 

animais submetidos ao jejum de 24 horas, uma condição que sabidamente leva ao 

aumento da autofagia em diferentes tecidos (RAVIKUMAR et al., 2010). Nestes 

experimentos, o tratamento com CGRP, após 15 minutos, reduziu drasticamente o 

conteúdo proteico de LC3-II. É interessante verificar que um efeito totalmente 

oposto, ou seja aumento do conteúdo de LC3-II e da razão LC3-II/LC3-I, foi 

observado em corações de animais alimentados tratados com o antagonista seletivo 

do CGRP. Em conjunto, estes resultados mostram que o CGRP exerce um potente 

efeito inibitório no sistema autofágico/lisossomal cardíaco estão totalmente de 

acordo com os estudos realizados por Machado et al. (2016), que demonstraram 

efeitos semelhantes  na musculatura esquelética de roedores, tanto em condições 

basais como atróficas. Por outro lado, evidências mais recentes indicam que o 

CGRP pode controlar o metabolismo ósseo por meio da inibição da apoptose e 

ativação da via autofágica (YANG et al., 2017). Esses dados se contrapõem aos 
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descritos no músculo esquelético e cardíaco e indicam que o papel do CGRP na 

regulação da autofagia é tecido-dependente.  

Com relação à investigação das vias de sinalizações relacionadas ao controle 

do metabolismo proteico (síntese e degradação), o presente estudo mostra que o 

tratamento com CGRP, em todos os tempos analisados, causou uma diminuição do 

estado de fosforilação e, muito provavelmente, da ativação enzimática da Akt, em 

seus dois resíduos de fosforilação (Ser473 e Thr308). A Akt é uma proteína chave na 

regulação do metabolismo de proteínas, pois além de estimular a síntese proteica e 

inibir a autofagia via mTOR, promove fosforilação e inativação de FoxO, um fator 

transcricional que sabidamente aumenta a transcrição dos genes atróficos e 

relacionados ao sistema autofágico/lisossomal (LEE et al., 2011; OUDIT et al., 

2004). Considerando nossos dados in vitro que mostram que o CGRP é capaz de 

aumentar a fosforilação desta quinase, em cardiomiócitos primários, é possível 

sugerir que a inibição da Akt observada em resposta ao tratamento in vivo seja um 

efeito indireto resultante da redução dos níveis plasmáticos de insulina. Efeitos 

semelhantes a estes foram observados em coração de ratos diabéticos e revertidos 

pelo tratamento sistêmico com insulina (PAULA-GOMES et al., 2013). Por outro 

lado, Umoh et al. (2014) demonstraram que corações de ratos perfundidos com 

CGRP, por 45 minutos, apresentaram uma diminuição da expressão gênica de Akt. 

Nossos dados também mostram que, ao contrário da Akt, não houve alteração do 

estado de fosforilação de FoxO1 em Ser256 e da expressão de genes autofágicos. 

Uma explicação razoável para estes dados, aparentemente controversos, é que o 

CGRP possa estimular no coração um outro intermediário como, por exemplo, a 

PKA, que tenha a capacidade de fosforilar Foxo e desta forma se contrapor à 

inibição da da Akt promovida pela hipoinsulinemia. De fato, os experimentos 

realizados por Silveira et al. (2014) em músculos esqueléticos e de Lee et al. (2011) 

em células endoteliais demonstraram que a PKA fosforila diretamente FoxO1 de 

forma independente da Akt. Futuros experimentos precisam ser realizados para 

confirma se a PKA exerce efeito semelhante em cardiomiócitos. Em conjunto, estes 

dados nos permitem sugerir que os efeitos inibitórios do CGRP in vivo na autofagia 

cardíaca em camundongos alimentados não são mediados pela via de sinalização 

de Akt/FoxO. 

Como previamente citado, mTOR é uma Ser/Thr quinase, alvo de Akt e está 

envolvido na regulação da síntese proteica, crescimento celular, biogênese 
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ribossomal, etc. Além disso, é bem estabelecido que mTOR inibe a autofagia, sendo 

esta ação mediada pela fosforilação inibitória de Ulk1 em Ser757, proteína chave na 

iniciação da formação do autofagossomo (KIM et al., 2011). Nossos achados 

mostram claramente um aumento da fosforilação de mTOR em Ser2448, de S6 em 

Ser235/236 e de Ulk1 em Serr757 em coração de camundongos, logo após 15 minutos 

do tratamento com CGRP. O tratamento de cardiomiócitos com CGRP in vitro, 

durante este mesmo período de tempo, causou apenas uma tendência de aumento 

de fosforilação de mTOR (Ser2448) e Ulk1 (Ser757). A ativação de mTOR observada 

em resposta ao tratamento agudo com CGRP in vivo é independente da ação de Akt 

e provavelmente mediada pela PKA. Liu et al. (2016) demonstraram que a 

sinalização β-adrenérgica, via PKA, é capaz de ativar mTOR e aumentar fosforilação 

de S6 independente de Akt em adipócitos marrons. Há outros estudos na literatura 

que demonstram que o AMPc pode ativar mTOR. Por exemplo, foi relatado que o 

TSH (Hormônio Estimulante da Tireoide) ativa a S6K1 no epitélio da tireóide de 

maneira dependente do AMPc (BLANCQUAERT et al., 2010). Jhala et al., (2003) 

demonstraram que o hormônio incretina GLP-1 (Glucagon-like peptide-1) aumenta a 

sobrevida e a secreção de insulina pelas células beta pancreáticas por meio da via 

de sinalização de PKA/CREB. Dessa forma, sugerimos que a fosforilação de mTOR 

aqui observada em coração de camundongos é decorrente da ativação da via 

canônica de sinalização do AMPc/PKA/CREB induzida pelo CGRP. Como a ativação 

de mTOR também resultou na fosforilação do resíduo inibitório de Ulk1, pode-se 

também especular que esta seja a via de sinalização pela qual o CGRP inibe a 

autofagia cardíaca, logo após os primeiros 15 minutos de sua administração, tanto 

em animais alimentados como em jejuados. 

A via de sinalização de mTOR e da AMPK geralmente se opõem na regulação 

do metabolismo de proteínas. Enquanto mTOR é ativada em situações de 

abundância de nutrientes, a AMPK está ativa em resposta à deprivação nutricional. 

Desta forma, todo aumento intracelular na razão AMP/ATP leva à ativação da 

AMPK, que por sua vez pode ativar o processo autofágico por meio da fosforilação 

em Ulk1 no resíduo de Ser317 (KIM et al., 2011). Nosso trabalho corrobora estudos 

anteriores realizados em outros órgãos e tecidos (DANAHER et al., 2008) e 

demonstra, pela primeira vez na literatura, que o CGRP foi capaz de aumentar 

transitoriamente a fosforilação de AMPK em resíduos de Thr172 em coração de 

camundongos. Em concordância com este achado, verificou-se também que o 
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resíduo estimulatório de Ulk1 (Ser317) pela AMPK foi fosforilado pelo tratamento in 

vivo com CGRP.O efeito dual do CGRP em vias de sinalização opostas na 

regulação autofágica (mTOR e AMPK) pode explicar, pelo menos em parte, porque 

o efeito anti-autofágico do CGRP observado em coração de camundongos 

alimentados é extremamente fugaz e não se mantém ao longo do tempo (figura 19). 

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que de forma semelhante 

aos seus efeitos no músculo esquelético e às ações das catecolaminas no músculo 

e no TAM, o CGRP controla o metabolismo de proteínas em coração de 

camundongos por meio de ações inibitórias da proteólise autofágica/lisossomal. A 

descoberta desta nova função do CGRP poderá contribuir futuramente para a 

melhor compreensão do papel deste peptídeo em situações patológicas 

caracterizadas por alterações da massa cardíaca, como a insuficiência cardíaca e a 

cardiomiopatia diabética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
Figura 19: Representação esquemática das vias envolvidas no tratamento farmacológico com CGRP (100 µg/Kg) no músculo 
estriado cardíaco e investigadas neste trabalho. Setas contínuas representam ativação direta. Setas pontilhadas representam outras 
proteínas envolvidas na etapa. Seta tracejada representa mecanismo de ação ainda não conhecido.
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6.Conclusão 

 

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que: 

 

(1) Em situações basais, o tratamento agudo sistêmico com CGRP afeta o 

metabolismo de carboidratos e lipídios e resulta em efeitos 

diabetogênicos caracterizados por hiperglicemia e hipoinsulinemia. Além 

disso, o CGRP ativa a lipólise e reduz a concentração plasmática de 

noradrenalina; 

(2) No coração de animais alimentados, o CGRP ativa rapidamente a via de 

sinalização do AMPc e inibe o sistema autofágico/lisossomal, sendo esta 

resposta também observada em situações de jejum. 

(3) O efeito inibitório do CGRP na autofagia cardíaca é provavelmente 

mediado pela via da mTOR que causa uma fosforilação inibitória em 

Ulk1. Entretanto, este efeito anti-proteolítico é rapidamente revertido 

pela ativação da AMPK e a consequente ativação de Ulk1; 

(4) Embora o CGRP seja capaz de ativar diretamente a fosforilação de Akt 

em cardiomiócitos, seu efeito anti-autofágico no coração não é mediado 

pela via de sinalização da Akt/Foxo. 
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