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eNOS se Correlaciona com a Biogénese Mitocondrial em Coracoes
com Cardiopatia Congénita e Cianose

eNOS Correlates with Mitochondrial Biogenesis in Hearts of Congenital Heart Disease with Cyanosis

Juan Xiao, Lin Chen, Xuefeng Wang, Mei Liu, Yingbin Xiao
Department of Cardiovascular Surgery, Xingiao Hospital, Third Military Medical University, Chongqing, PR China

Resumo

Fundamento: O programa de biogénese mitocondrial no coracao parece apresentar remodelacao adaptativa apés
estresse biomecanico e oxidativo. Os mecanismos adaptativos que protegem o metabolismo do miocardio durante a
hipdxia sao coordenados, em parte, pelo 6xido nitrico (NO).

Objetivo: Observar a biogénese mitocondrial e expressao do 6xido nitrico sintase (NOS) em coragoes de cardiopatia
congénita com cianose; discutir a resposta mitocondrial a hipéxia cronica do miocardio.

Métodos: Foram investigados 20 pacientes com defeitos cardiacos cianéticos (n = 10) ou acianéticos (n = 10). Foram
estudadas amostras do miocardio na via de saida ventricular direita, tomadas durante a operacao. A andlise morfométrica
de mitocdndrias foi realizada por microscopia eletronica de transmissao. A relacio mtDNA/nDNA foi determinada com
PCR em tempo real. Os niveis de transcricao da subunidade I da citocromo c oxidase (COXI), coativador-1o do receptor y
ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-10), o fator respiratério nuclear 1 (NRF1), e fator de transcricao mitocondrial
A (Tfam) foram detectados por reacao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) ativado por fluorescéncia
em tempo real. Os niveis proteicos de COXI e nNOS, iNOS e eNOS foram medidos por técnica de Western Blot.

Resultados: A densidade volumétrica mitocondrial (Vv) e a densidade numérica (Nv) foram significativamente elevadas
em pacientes com cianose, em comparagao com a cardiopatia congénita acianética. MtDNA elevada e suprarregulacao
dos niveis de COXI, PGC-1 o, NRF1 e Tfam mRNA foram observadas em pacientes cianéticos. Os niveis de proteina de
COXI e eNOS foram significativamente maiores no miocardio de pacientes cianéticos que nos de acianéticos. Os niveis
de transcricao do PGC-1a. se correlacionam com os niveis de eNOS.

Conclusao: A biogénese mitocondrial é ativada no miocardio da via de saida ventricular na cardiopatia congénita com
cianose, que poderia ser a resposta adaptativa a hipéxia cronica e possivelmente envolve suprarregulacao da eNOS.
(Arq Bras Cardiol 2012;99(3):780-788)
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Abstract

Background: Mitochondrial biogenesis program in heart appears to exhibit adaptive remodeling following biomechanical and oxidative stress.
The adaptive mechanisms that protect myocardium metabolism during hypoxia are coordinated in part by nitric oxide (NO).

Objective: To observe mitochondrial biogenesis and nitric oxide synthase (NOS) expression in hearts of congenital heart disease with cyanosis,
discuss mitochondrial response to chronic hypoxia in myocardium.

Methods: 20 patients with cyanotic (n=10) or acyanotic cardiac defects (n=10) were investigated. Samples from the right ventricular outflow
tract myocardium taken during operation were studied. Morphometric analysis of mitochondria was performed with transmission electron
microscope. Relative mtDNA/nDNA ratio was determined with real-time PCR. Cytochrome c oxidase subunit | (COXI), peroxisome-proliferator-
activated receptor y coactivator-Ta. (PGC-Tay), nuclear respiratory factor 1 (NRF1), and mitochondrial transcription factor A (Tfam) transcript
levels were detected by real-time fluorescent RT-PCR. COXI and nNOS, iNOS and eNOS protein levels were measured with western blot.

Results: Mitochondrial volume density (W) and numerical density (Nv) were significantly elevated in patients with cyanotic compared to
acyanotic congenital heart disease. Elevated mtDNA and up-regulated COXI, PGC-Ta, NRF1 and Tfam mRNA levels were observed in cyanotic
patients. Protein levels of COXI and eNOS were significantly higher in the myocardium of cyanotic than of acyanotic patients. PGC-1a transcript
levels correlated with the levels of eNOS.

Conclusion: Mitochondrial biogenesis is activated in right ventricular outflow tract myocardium in congenital heart disease with cyanosis, which
could be the adaptive response to chronic hypoxia and possibly involves eNOS up-regulation. (Arq Bras Cardiol 2012;99(3):780-788)
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Introducao

As mitocondrias sdo o local de producao de energia
oxidativa em células eucariéticas. Biogénese mitocondrial
é definida como o controle do turnover mitocondrial,
contetido e nimero necessario para manter as diversas
demandas homeostaticas, nos diferentes tipos de tecido'.
A biogénese mitocondrial envolve a acdo coordenada de
ambos os genomas codificados, nuclear e mitocondrial. O
coativador alfa do receptor gama ativado por proliferador
de peroxissoma (PGC-1 a), um coativador transcricional
induzivel, tem sido implicado como um regulador principal
do programa da biogénese mitocondrial. O PGC-1 o interage
com o fator respiratério nuclear 1 (NRF1), estimulando a
transcricao de muitos genes mitocondriais, bem como o
fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam), regulador direto
de replicagao e transcricdo do DNA mitocondrial®>. No
coragao, as mitocondrias sdo muito abundantes, constituem
aproximadamente 40% do volume total de cardiomiécitos,
e produzem mais de 90% da energia da célula’. O programa
de biogénese mitocondrial no coragdo parece apresentar
remodelacdo adaptativa apds estresse biomecdnico e
oxidativo, por exemplo, apds a hipdxia, e se considera um
alvo explicito para intervengdes terapéuticas cardiacas'.

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa com uma
vasta gama de atividades fisiol6gicas e também patolégicas,
incluindo a regulagdo do ténus do vaso e angiogénese em
doengas cardiovasculares isquémicas, cicatrizagao de feridas,
inflamagao e doengas malignas. O NO também tem um
efeito complexo na mitocodndria, incluindo o aumento da
biogénese dirigida pela maquinaria transcricional, mediante
inducdo do PGC-1a dependente de (sGC) cGMP sensivel a
guanilato ciclase soltvel, e redugdo da fosforilagdo oxidativa
mediante inibigdo competitiva da transferéncia de elétrons
na cadeia respiratdria’. Durante a hip6xia®, os cardiomidcitos
apresentam um aumento da producao de NO e algumas
respostas hipdxicas adaptativas sao regulados pelo NO
no coragao®. A sintase endotelial de 6xido nitrico (eNOS)
mostrou ser induzida por hipoxia’, e ser ativada pelo fator
de transcrigao HIF® induzido por hipoxia.

Uma vez que faltam dados sobre a resposta mitocondrial
do miocérdio para hipoxemia crénica em razao da Doenga
Cardfaca Congénita (DCC), realizamos uma analise
morfolégica e molecular detalhada em coragoes de pacientes

Tabela 1 - Dados dos pacientes

com doenga coronariana cianética congénita, comparando
perfis de expressao génica de reguladores-chave da biogénese
mitocondrial e proteinas eNOS com coragdes de pacientes
com CPC sem cianose.

Materiais e métodos

Pacientes

Ap6s a aprovaciao pelo Comité de Etica Humana
do Hospital Xingiao, 20 pacientes com idade entre 2 e
22 anos (média de 9,2 anos), submetidos a cirurgia cardiaca
primaria, foram incluidos neste estudo prospectivo. Dez
pacientes tinham defeito cardiaco cianético e dez, aciandtico.
Este estudo foi realizado entre pacientes diagnosticados com
cardiopatia congénita com obstrucao da via de saida ventricular
direita e que foram submetidos a cirurgias cardiacas no
Departamento de Cirurgia Cardiovascular do Hospital Xingjiao,
entre janeiro de 2008 e dezembro de 2008. A Tabela T mostra os
dados clinicos dos pacientes. O estudo esta de acordo com
os principios da Declaragao de Helsinki.

Cirurgia cardiaca e amostragem de biépsias do miocardio

Os agentes administrados para pré-medicagao e anestesia
geral convencional consistiram em todos os casos de
midazolam, fentanil sulfato e brometo de pancur6nio. Apés o
inicio da Circulagao Extracorpérea (CEC), a aorta foi pingada
e a parada cardfaca induzida pela injecao intraaértica de
solugdo cardioplégica esfriada a 4°C. Uma bidpsia foi retirada
da via de saida ventricular direita, imediatamente ap6s o
pingamento aértico. As amostras do miocardio tomadas para
avaliagdo ultraestrutural foram imediatamente picadas em
pedagos de 1-2 mm, e colocadas em glutaraldeido 2,5% frio
por 12 h. As amostras recolhidas para RT-PCR, RT e Western
Blott foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -70.

Estudo de microscopia eletroénica

As amostras em glutaraldeido foram posteriormente
colocadas em tetréxido de 6smio; e entdo embebidas em
resina ep6xi. Secgdes ultrafinas foram coradas com acetato de
uranilo e citrato de chumbo saturados. De cada amostra foram
obtidas 10 micrografias eletronicas de campos escolhidos

Grupo acianético

Grupo cianético

(n=10) (n=10) Valor de p
Sexo (masculino/feminino) 6/4 4/6 NS
Idade (anos) 88+59 95+57 NS
Diagnéstico DSV com obst[ugéo da VSVD: TOF: n =_9
n=10 DSVD: n=1
Sa02 pré-operatoria (%) 952+23 85234 p<0,01

Os dados sdo apresentados como média + DP. Sa0,; saturagéo de oxigénio arterial transcuténea; Grupo acianético: defeitos cardiacos congénitos acianéticos,
Grupo ciandtico: defeitos cardiacos congénitos ciandticos, DSV: comunicagéo interventricular, VSVD: via de saida do ventriculo direito; TOF: tetralogia de Fallot;

DSVD: dupla saida de ventriculo direito; NS: Néo significativo
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aleatoriamente. A densidade volumétrica mitocondrial (VV),
a densidade numérica (Nv) e a média do volume (V) foram
determinadas com ampliacdo de x89,00, de acordo com
o método de Nouette-Gaulain e cols.?, como segue: Vv é a
fracao de volume relativa das mitocondrias determinada como
a fragdo relativa de superficie da unidade de drea composta
por todas as fatias de mitocondria. Nv depende das secoes
das mitocondrias (NA) contadas por superficie de medida
padrdo, da distribuicao de tamanho (K), e, finalmente, do
formato da mitocondria, na relacio Nv=K.NA*?/R.W'"2, O
coeficiente de forma b para estruturas elipsoidais é uma
fungao dos diametros longitudinal e transversal. Com base
em estudos anteriores, foi assumido como sendo B=2 no
coragao'?. K é determinada pela distribuicao do tamanho dos
objetos. De acordo com estudos anteriores em coragao com
hipdxia cronica, foi assumido como sendo K=1,1 no presente
estudo™. V é a média de volume por mitocondria obtida pela
divisao simples de Vv por Nv.

Relacao mtDNA/nDNA

O DNA gendmico total foi isolado a partir de amostras de
miocérdio com o kit TIANamp Genomic DNA (Tiangen, China)
de acordo com as instrucoes do fabricante. O contetido de
MtDNA relativo ao DNA nuclear foi determinado utilizando
um PCR quantitativo em tempo real realizado em um Sistema
de Detecgao de Sequencia ABI PRISM7900. Primers especificos
foram utilizados para amplificar um fragmento de 86bp do
citocromo-b mitocondrial ou um fragmento 207bp do gene L10A
da proteina ribossdmica genémica nuclear. As reagoes de PCR
foram realizadas como se segue: 95°C por 60s; 45 ciclos a 95°C
15s, 60°C 15s, 72°C 45s. Os testes de PCR foram realizados em
triplicado para cada amostra de DNA. A expressao do nlimero de
copias do mtDNA em relagdo ao DNA nuclear (relagao mtDNA/
nDNA) foi determinada utilizando o método 22",

Reacao em cadeia pela polimerase precedida de
transcricao reversa quantitativa em tempo real (RT-PCR)

O RNA total foi extraido a partir de amostras de miocardio,
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA) seguindo as
instrugdes do fabricante. A transcricao reversa foi realizada
utilizando 2 ug de RNA. A sintese da primeira fita de cDNA
foi realizada com o kit BioRT cDNA First Strand Synthesis
(Bioer, China). A amplificagdo da PCR-RT em tempo real foi
realizada em 20 uL de mistura de reacao contendo 1 ul da
amostra de cDNA, 10 ul de SYBR Creen Realtime PCR Master
Mix (Toyobo, Japao), e 0,25 uM de conjuntos de primers
especificos mediante a utilizagdo de um Sistema de Detecgao
de Sequéncia ABI PRISM 7900 (PE Applied Biosystems, EUA).
A RT-PCR foi realizada comecando com 60s a 95°C seguido
por um passo de desnaturagao a 95°C por 15s, um passo de
hibridagdo a 60°C para 15s, e um passo de extensao a 72°C
por 45s, por 45 ciclos. A andlise da curva de dissociagao foi
realizada no final dos 45 ciclos para verificar a identidade do
produto da PCR. Extraimos a curva padrao de cada gene entre
uma concentracao relativa e o ciclo limiar de uma série de
diluigbes de 10 vezes do produto especifico da PCR. Cada
amostra foi medida por triplicados de modelos de cDNA e o
nivel de expressao foi calculado como a relagao entre o valor
médio da expressao relativa em triplicado de cada amostra, e

a expressao relativa da proteina L10A ribossdmica (RPLT0A)
como controle interno. Para a andlise dos dados foi utilizado
o software do Sistema de Detecgao de Sequéncia Versao 1.3.1
(Applied Biosystems).

Analise de Western Blot

As amostras do miocardio foram dissolvidas numa solucao
tampdo contendo Tris 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1T mM, NaF 50 mM, 0,5 mM fluoreto
de fenilmetilsulfonilo, T mM de vanadato de sédio, Triton
X-100 1%, 0,5% de Nonidet P-40, e 1ug/mL de leupeptina e
aprotinina. O homogenato foi centrifugado durante 5 min, e o
sobrenadante foi congelado e armazenado a 80°C. Um ensaio
de proteina BCA (Sangon, China) foi usado para determinar
o contetdo de proteina. O tecido dissolvido (100-200 ug)
foi submetido a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, e na
sequéncia a proteina foi transferida para uma membrana de PVDF
(Whatman Westran, RU). A membrana foi pré-incubada numa
solugao tampao contendo Tris 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM,
e Tween 0,1% suplementado com 5% de leite desnatado
durante T h a temperatura ambiente. Apés a pré-incubacao, a
membrana foi incubada na solugao tampao de Tris-NaCl-Tween
suplementada com 5% de albumina sérica bovina e anticorpo
por 1-2h a temperatura ambiente. Os anticorpos utilizados
foram um anticorpo monoclonal de camundongo contra a
citocromo c oxidase I, um anticorpo policlonal de coelho
contra a nNOS, um anticorpo policlonal de coelho contra a
iNOS, um anticorpo policlonal de coelho contra a eNOS (todos
eles 1:1000, Santa Cruz, EUA) e um anticorpo policlonal de
coelho contra a B-actina (1:1,000; Biosynthesis Biotechnology,
Beijing, China). Apds a incubagao, a membrana foi lavada com
solugdo tampao durante 1 h, e re-sondada com o anticorpo
secundario adequado conjugado com peroxidase de rdbano
silvestre (1:1.000; Biotechnology Biossintese, Beijing, China)
em solugao tampao de Tris-NaCl-Tween suplementado com
5% de leite desnatado por 1 h a temperatura ambiente. Apds
a incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com solucdo
tampao de Tris-NaCl-Tween e as bandas foram visualizadas com
kit de deteccao ECL (ShineGene, Shanghai, China). Os filmes
foram digitalizados com um densitometro laser, utilizando o
programa Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Canada). Niveis
relativos de proteina foram padronizados usando actina-f como
controle interno.

Analise estatistica

Os resultados sao expressos como valor médio + DP. Foram
realizados testes de normalidade. O teste t para amostras
independentes foi utilizado para analisar diferencas entre os
pacientes com defeitos cardiacos cianéticos ou acianéticos.
A correlacao de pardmetros independentes foi avaliada pelo
teste de correlagdo de Spearman. Os valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Os dados foram analisados com
o Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS) versao 10.0.

Resultados

ATabela 1 resume os dados epidemiolégicos dos pacientes.
Pacientes com defeitos cardiacos cianéticos tiveram um
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ndmero significativamente menor de saturagdo de oxigénio
arterial pré-operatério (SaO,) que pacientes com defeitos
cardfacos acianéticos (p < 0,01).

Analise morfométrica

Amostras do miocardio foram encontradas como
sendo histologicamente normais na maioria dos pacientes
acianoticos. Essas amostras apresentaram um arranjo
ordenado de miofibrilas e sarcomeros, mitocondria bem
distribuida e bandas-Z normais. Em pacientes cianéticos
observou-se desorganizagao miofibrilar, encurtamento de
sarcomeros, acimulo focal da mitocondria com desigualdade
de tamanho e forma, depdésitos anormais intramitocondriais
e bandas-Z e discos intercalares (Figuras 1 e 2). A densidade
volumétrica mitocondrial Vv foi significativamente maior
em pacientes ciandticos do que em pacientes aciandticos
(46,47 =9,73%vs. 34,80 = 10,42%, p < 0,05). A densidade
numérica mitocondrial Nv foi significativamente maior
em pacientes ciandticos do que em pacientes aciandticos
(1,08 = 0,17um-3 vs. 0,73+0,11um>, p < 0,05).

Perfil de expressao génica

A relagio mtDNA/nDNA em pacientes cianéticos foi
maior que em pacientes acianéticos (1,56 = 0,18 vs.
0,97 = 0,17, p < 0,05). Apds a normalizagdo com o gene
Rpl10a, os niveis de expressao de mRNA em cada amostra
foram estimados como um nivel de expressao relativa em
comparagao com a amostra de referéncia. O nivel de ARNm

da COXI foi significativamente incrementado, enquanto os
niveis de transcricao de varios reguladores essenciais da
biogénese mitocondrial (PGC-1v, NRF1 e Tfam) apresentaram
uma suprarregulagdo coordenada em pacientes cianéticos
comparado com os pacientes acianéticos (p < 0,01, Figura 3).
Considerando todos os pacientes, os niveis miocardicos de
mRNA na PGC-Ta apresentaram correlagao inversa com
Sa0, (coeficiente de correlagdo de Spearman: -0,75, p <
0,01; Figura 4), sugerindo que a hipoxemia é um gatilho
importante para expressao da PGC-Ta em pacientes com
cardiopatia congénita cianética.

Niveis de proteina

A analise de Western Blot revelou que os niveis da COXI
foram significativamente maiores no miocérdio do ventriculo
direito de pacientes com cianose do que naqueles com
defeitos cardiacos acianéticos (p < 0,05). Uma quantidade
muito baixa de proteina nNOS foi detectada em todas as
amostras do miocdrdio e nao foi observada diferenca entre os
dois grupos. Nao houve diferenga entre os niveis de proteina
iNOS de pacientes cianéticos e acianéticos. Os niveis de
eNOS foram aumentados em pacientes cianéticos, comparado
com pacientes acianéticos (p < 0,05, Figura 5). Considerando
todos os pacientes, as concentragdoes miocardicas de eNOS
apresentaram correlagdo inversa com a SaO, (coeficiente
de correlagao de Spearman: -0,64, p < 0,01, Figura 6),
e os niveis de transcricdo de PGC-Ta se correlacionaram
com os niveis de eNOS (coeficiente de Spearman: 0,58,
p < 0,01, Figura 7).

Fig. 1 - Micrografia de transmisséo eletrénica de mitocéndrias na VSVD de um paciente acianctico (x 8900, barras 1 m).
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Fig. 2 - Micrografia de transmissdo eletrénica de mitocondrias na VSVD de um paciente cianético (x 8900, barras 1 um). A densidade volumétrica mitocondrial Vv e
densidade numérica foram significativamente maiores em pacientes cianéticos do que em pacientes acianéticos (p < 0,05).
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Fig. 3 - Comparagdes da expressao relativa de mRNA miocardico entre o grupo aciandtico e o grupo ciandtico (** p < 0,01 versus grupo acianctico).
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Discussao

A capacidade para modular o niimero de mitocondrias
e a densidade de complexos de cadeia de transferéncia de
elétrons por unidade mitocondrial tem sido demonstrada em
niveis de regulacdo ultraestruturais, bioquimicos e moleculares.
No coragdo, paralelamente as mudancas de desenvolvimento
na tensao de oxigénio, carga hemodinamica, preferéncia do
substrato, a biogénese mitocondrial é acelerada no periodo
perinatal, com um pico na idade adulta jovem, com um
subsequente declinio durante a senescéncia'. A plasticidade
adaptativa tem sido demonstrada pela massa mitocondrial
cardiaca aumentada com uma indugao paralela na capacidade
geradora de energia ap6s hipdxia hipobdrica'. Neste estudo,
demonstramos que a densidade volumétrica mitocondrial (Vv)
e a densidade numérica (Nv) foram elevadas em pacientes
com cianose em comparagao com a cardiopatia congénita
acianoética, sugerindo que havia mais mitocéndrias no
miocdrdio de pacientes com cardiopatia congénita ciandtica.
Essa resposta foi acompanhada por aumento significativo
no nimero de cépias do mtDNA e na suprarregulagao da
mRNA na COXI e expressao proteica, que foi codificada
pelo mtDNA. A inducdo de genes envolvidos na biogénese
mitocondrial foi também observada no grupo cianético. O
aumento da massa mitocondrial, mtDNA, mRNA e proteina
demonstrou que o programa de biogénese mitocondrial é
suprarregulado em coragoes de pacientes cianéticos. Além
disso, o mRNA de PCC-1 a, o regulador-chave do programa
de biogénese mitocondrial, se correlaciona inversamente com
a Sa0,, sugerindo que a hipéxia é um gatilho importante
para a biogénese mitocondrial em pacientes com cardiopatia
congeénita ciandtica.

No misculo esquelético, a proliferagao mitocondrial
demonstra compensar parcialmente a disfungao respiratdria,
mantendo a produgao de global de ATP'; o distintivo
histopatoldgico desse fendmeno é a presenca de um aumento
do nimero de mitocondrias, especialmente na regiao
subsarcolemal. No entanto, no misculo cardiaco, a inducao da
biogénese mitocondrial tem sido proposta como uma resposta
inadequada em cardiomiopatias mitocondriais'. De fato, a
indugdo cardiaca especifica do PGC-1 o em camundongos
resulta em disfuncao cardiaca com caracteristicas morfoldgicas
de proliferagdo mitocondrial dos miécitos e desorganizagao
e perda miofibrilar. Curiosamente, tanto a proliferacao
mitocondrial quanto a cardiomiopatia sao reversiveis apés a
cessacao da expressao transgénica'®. Nossos achados de que
a biogénese mitocondrial foi suprarregulada nos coragbes dos
pacientes cianéticos pode ser um mecanismo compensatério
da mitocdndria no miocardio. A proliferagdo mitocondrial
pode melhorar a difusao e utilizagdo de oxigénio limitado
com o alargamento da superficie. No entanto, a proliferagao
mitocondrial também pode afetar espécies reativas de
oxigénio (ROS) derivadas de vias mitocondriais e de apoptose.
Entdo, se essa adaptagao é benéfica para a fungdo cardiaca
permanece inexplicada, e trabalhos adicionais sao necessarios
para resolver esse problema.

No presente estudo, descobrimos que os niveis
intramiocardicos de eNOS foram significativamente elevados
em pacientes com cardiopatia congénita cianética, e se
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correlacionaram negativamente com a SaO,. Embora em
um estudo anterior os niveis de eNOS-mRNA tenham sido
reduzidos e os niveis de INOS-mRNA tenham aumentado no
tecido atrial direito de criangas com cianose em comparagao
com aquelas com cardiopatia congénita acianética'’, vérios
estudos ja confirmaram que a hipéxia pode ativar a eNOS e
aumentar a expressao da eNOS no coragao'®. Recentemente,
um elemento de resposta a hipéxia foi identificado no
promotor de eNOS humano?, ligando assim a expressao
da eNOS ao HIF, o principal responsdvel na mediagdo de
respostas adaptativas a hipoxia.

Outro resultado interessante do estudo é a observacao
uma associacao entre os niveis de transcricio de PGC-1 «,
que estavam presentes no nivel de biogénese mitocondrial
e niveis miocardicos de eNOS em pacientes com doenga
cardiaca congénita. A protecao induzida por hipdxia cronica
do miocardio contra a lesdo de reperfusao isquémica foi
confirmada por varios grupos'®. Consistente com a capacidade
bioenergética aumentada como consequéncia da biogénese
mitocondrial, as mitocondrias extraidas de coragoes hipéxicos
mostram aumento das taxas de sintese de ATP2°. Além
disso, a cardioprotecao induzida por hipdxia é associada a
suprarregulacao da 6xido nitrico sintase (NOS) e é eliminada
pela inibigdo da NOS?'. Uma vez que a capacidade do NO
para ativar a maquinaria transcricional que dirige a biogénese
mitocondrial tem sido estabelecida, nossa observacao da
associacao entre os niveis de transcricio de PGC-1 o e os
niveis miocardicos da eNOS pode implicar que a eNOS e a
biogénese mitocondrial desempenham papéis importantes na
protecao do miocérdio induzida por hipéxia cronica contra
lesao de reperfusao isquémica?.

Conclusoes

O presente estudo sugere que a biogénese mitocondrial
é ativada no miocardio da via de safda ventricular na
cardiopatia congénita com cianose, que poderia ser a
resposta adaptativa a hipdxia cronica e possivelmente
envolve suprarregulagdo da eNOS.
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