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RESUMO

A Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um componente importante do sistema renina-
angiotensina (SRA) especialmente por suas propriedades vasodilatadoras, anti-inflamatorias
e antiproliferativas. E considerada um peptideo contrarregulador enddgeno dos efeitos
vasoconstritores e proliferativos da Angiotensina Il (Ang I1). Em decorréncia do papel
fisiolégico no controle da presséo arterial (PA) e equilibrio hidroeletrolitico, bem como a
sua participacdo na fisiopatologia das doencas cardiovasculares, os componentes do SRA
tem sido alvo para o desenvolvimento de animais transgénicos. No presente estudo,
comparamos o fenotipo cardiovascular de ratas de uma nova linhagem transgénica, TG(A-
7)-L7371 (TG), com machos da mesma linhagem. Essa linhagem TG expressa um gene que
codifica uma proteina de fusdo contendo a sequéncia de Ang-(1-7), e que esta associado a
um promotor especifico, ao da proteina fibrilar acidica glial humana (hGFAP). Para o
estudo, foram utilizados ratos Sprague-Dawley (SD; grupo controle) e ratos TG, tanto
machos guanto fémeas. A pressdo arterial sistolica (PAS) foi medida de forma nao invasiva
por pletismografia de cauda. Nas fémeas a medida da PAS foi associada a avaliacdo das
diferentes fases do ciclo estral. A pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
também foram avaliadas também por medida direta através de canulacdo da artéria femoral
acoplada ao sistema de registro Biopac System®. Foi avaliada a sensibilidade do controle
barorreflexo do componente bradicardico, atraves da variagdo reflexa de FC decorrente de
aumento de PAM induzido por injecdo endovenosa de fenilefrina. O ténus autonémico
cardiaco foi determinado através de blogueio sequencial e alternado de receptores [-
adrenérgicos, com propranolol e muscarinicos, com metil-atropina. Os niveis de
angiotensinas circulantes foram medidos no plasma por espectrometria de massa. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram que: 1) Ratos TG fémeas, bem como TG machos

apresentaram niveis mais baixos de PA em relacdo aos SD, tanto avaliado por pletismografia



da cauda quanto pelo registro direto de curto prazo; 2) As fémeas, tanto SD quanto TG,
apresentaram niveis de PA mais baixos do que os machos de suas respectivas linhagens; 3)
Né&o foram observadas diferencas significativas na PAS durante as diferentes fases do ciclo
estral; 4) As fémeas TG mostraram um aumento na FC em comparagdo com as fémeas SD
e machos TG; 5) As fémeas TG apresentaram sensibilidade do controle barorreflexo da FC
idéntica as fémeas SD, no entanto, maior em comparacao aos machos TG; 6) Tanto fémeas
quanto machos TG apresentaram concentracdo plasmaética de Ang-(1-7) semelhante aos
respectivos controles SD; 8) As fémeas TG e SD apresentaram niveis aumentados de Ang-
(1-7) em comparacdo com os machos de suas respectivas linhagens; 9) As fémeas SD
apresentaram ainda niveis aumentados de Ang | e Ang Il em relacdo aos machos SD. Esses
resultados sugerem que a superexpressdo de Ang-(1-7) tecidual pode induzir efeitos
benéficos no sistema cardiovascular, como a reducdo da PA. Considerando que o
“background” genético € de um animal normotenso, este € um resultado bastante relevante
e torna este animal um modelo interessante para se estudar o efeito do aumento tecidual de
longo prazo da Ang-(1-7) na fisiopatologia e tratamento de doencas cardiovasculares,

especialmente em fémeas.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema renina-angiotensina, Angiotensina-(1-7), Fémea, Animais

transgénicos, Fendtipo hipotensivo



ABSTRACT

Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] is an important component of the renin-angiotensin
system (RAS) especially for its vasodilator, anti-inflammatory, and anti-proliferative
properties. It is considered an endogenous counterregulatory peptide of the vasoconstrictor
and proliferative effects of Angiotensin Il (Ang II). As a result of their physiological role in
controlling blood pressure (BP) and hydroelectrolytic balance, as well as their participation
in the pathophysiology of cardiovascular diseases, RAS components have been targets for
the development of transgenic animals. In the present study, we compared the
cardiovascular phenotype of females of a new strain of transgenic rats, the TG(A-7)-L7371
(TG), with males of same strain. This TG express a gene that encodes a fusion protein
containing the Ang-(1-7) sequence, and which is associated with a specific promoter, the
human glial acidic fibrillar protein (hnGFAP). For this study, male and female Sprague-
Dawley rats (SD; control group) and TG rats were used. Systolic blood pressure (SBP) was
measured non-invasively by tail plethysmography. In females, the SBP measurement was
associated with the assessment of the different phases of the estrous cycle. Mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) were also evaluated by direct measurement through
cannulation of the femoral artery coupled to the Biopac System recording system. The
sensitivity of the baroreflex control for the bradycardic component was evaluated, through
HR variations resulting from increases in MAP induced by intravenous injection of
phenylephrine. Cardiac autonomic tone was determined through sequential and alternating
blockade of B-adrenergic receptors, with propranolol and muscarinics, with methyl-atropine.
Circulating angiotensin levels were measured in plasma by mass spectrometry. Results
obtained in the present study showed: 1) Female and male TG rats showed lower levels of
BP than SD, both by tail plethysmography and by direct short-term recordings; 2) Females,

both SD and TG, had lower BP levels than males of their respective lineages; 3) No



significant differences were observed in SBP during the different phases of the estrous cycle;
4) TG females showed an increase in HR compared to SD females and TG males; 5) TG
females showed baroreflex HR control sensitivity identical to SD females, however, higher
compared to TG males; 6) Both TG females and males showed plasma concentrations of
Ang-(1-7) similar to the respective SD controls; 8) TG and SD females showed increased
levels of Ang-(1-7) compared to males of their respective strains; 9) SD females also showed
increased levels of Ang | and Ang Il compared to SD males. These results suggest that
overexpression of tissue Ang-(1-7) can induce beneficial effects on the cardiovascular
system, such as BP reduction. Considering that the genetic background is from a
normotensive animal, this is a very relevant result and makes this animal an interesting
model to study the effect of long-term tissue increase of Ang-(1-7) on the pathophysiology

and treatment of cardiovascular disease, especially in females.

KEYWORDS: Renin-angiotensin system, Angiotensin-(1-7), Female, Transgenic animals,

Hypotensive phenotype
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1. INTRODUCAO

1.1. Regulagéo da Pressdo Arterial

A funcdo da circulacdo é a de suprir as necessidades dos tecidos corporais,
desempenhando um papel crucial na distribuicdo de oxigénio e nutrientes essenciais,
distribuicdo de hormdnios, e na eliminacdo de produtos do metabolismo intermediario. De
modo geral, a funcdo primaria do sistema cardiovascular é a de manter o ambiente
apropriado em todos os tecidos do organismo para que as células sobrevivam e funcionem
de maneira otimizada. Para garantir o fluxo sanguineo, é importante que a pressao arterial
(PA) seja mantida dentro de valores estreitos e adequados ao estado fisioldgico, seja em
repouso ou atividade.

A regulacdo da PA é uma das funcgdes fisiol6gicas mais complexas, que depende de
acbes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino. E o resultado da
atividade de sistemas de retroalimentacdo que operam a curto, médio e a longo prazo
(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; SHEPHERD; MANCIA, 1986). Os
principais mecanismos de controle a curto prazo sdo desempenhados pelos reflexos que séo
originados nos pressorreceptores arteriais (barorreflexo), quimiorreceptores (quimioreflexo)
e nos receptores de estiramento da regido cardiopulmonar. Uma série de outros reflexos
participam na regulacdo da PA em animais e individuos normotensos, como, por exemplo,
os reflexos originados em metaborreceptores musculares e reflexos originados na area
trigeminal. No entanto, o barorreflexo € considerado o principal mecanismo de controle
neural, por ser um sistema de controle de alto ganho e que que mantém a PA dentro de limites
estreitos em periodos de segundos a poucos minutos. A rapidez desse sistema regulatorio é

obtida através de uma alca de retroalimentacdo gatilhada por alteracdes da pulsatilidade



arterial que induz a estimulagdo de terminais barorreceptores, que séo integrados ao nivel
bulbar e determinam alteracBes simultaneas na atividade do sistema nervoso simpético
(SNS) e parassimpético (SNPS). Assim, o barorreflexo controla a PA principalmente por
modular o tbnus simpatico e o tbnus parassimpatico para coracao e vasos. A estimulacao
dos barorreceptores arteriais, com aumento da PA, produz reducdo reflexa da atividade
simpatica e aumento da atividade vagal (parassimpatica), resultando em dilatacdo arteriolar,
venodilatacdo, bradicardia e reducdo da contratilidade miocéardica. A reducdo da PA causa
efeitos reflexos contrarios, com aumento reflexo da atividade simpética e reducdo da
atividade vagal (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; SHEPHERD; MANCIA,
1986).

Em paralelo aos mecanismos neurais, 0S mecanismos humorais participam da
manutengdo da homeostasia cardiovascular atuando nos efetores diretos, coragdo e vasos,
bem como ao nivel renal. Catecolaminas das adrenais, vasopressina (AVP), sistema renina-
angiotensina (SRA) e peptideo natriurético atrial (ANP) sdo os principais mecanismos
humorais envolvidos na regulacdo da PA a médio e longo prazos. Dentre esses mecanismos,
a angiotensina (Ang) Il é um dos mais potentes vasoconstrictores endégenos e potente
regulador da funcdo renal, determinando aumento da PA por, principalmente, aumentar a
resisténcia periférica e o volume extracelular. A Figura 1 apresenta os efeitos desencadeados
pela ativagdo do SRA, com aumento dos niveis circulantes de Ang Il. Embora o SNS e o
SRA sejam mecanismos cruciais para a manutencdo da PA dentro de limites considerados
normais, a hiperatividade de longo prazo desses sistemas, circulante e/ou tecidual, esta
envolvida na fisiopatologia da hipertensdo arterial (HA) e doencas cardiovasculares (DCV)

[Figura 4].



1.2. Sistema Renina Angiotensina (SRA)

O SRA é um sistema complexo que desempenha um papel crucial na regulagdo da
PA e do equilibrio hidroeletrolitico. A ativacdo do SRA enddcrino se inicia com a liberagao
daenzimarenina. Como mostrado na Figura 1, a renina € produzida e secretada pelas células
justaglomerulares dos rins em resposta a diversos estimulos, como baixa PA, baixa volemia
e baixa concentragdo de sodio na mécula densa. A renina atua sobre o angiotensinogénio
(AOGEN), uma proteina produzida pelo figado e secretada na circulagdo, formando o
decapeptideo Ang I. A Ang | € um peptideo inativo que é rapidamente convertido em Ang
I1, peca chave nesse sistema, pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A Ang ll é o
efetor hemodindmico dominante do SRA e atua via receptores especificos acoplados a
proteina G, denominados AT1 e AT2. Esses receptores podem ser detectados em diversas
areas reguladoras da homeostase cardiovascular como vasos sanguineos, glandulas adrenais,
coragdo, cérebro e rins. As acdes classicas da Ang Il, tais como, a vasoconstric¢ao,
estimulacdo da liberacdo de aldosterona, retencdo de sodio e agua e proliferacdo celular
ocorrem pela interacdo com receptores do tipo AT1 (Figura 1). Os receptores AT2 tém uma
distribuicdo mais restrita e sua funcdo exata ainda ndo estd completamente elucidada, no
entanto, varias evidéncias sugerem que os receptores AT2 exercam efeitos opostos aos
receptores AT1 (DOSTAL e BAKER, 1999; SANTOS et al., 2000; BERRY et al., 2001,
MCKINLEY et al., 2003; SANTOS et al. 2018; BADER E GANTEN, 2008; FYHRQUIST

e SAIJONMAA, 2008; HORIUCHI e MOGI, 2011; HORIUCHI et al., 2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos mecanismos fisiologicos desencadeados pelo eixo ECA/
Angiotensina (Ang) I/ receptor AT1 para o controle da pressdo arterial. ADH= hormonio
antidiurético; Ang = angiotensina; ECA= enzima conversora de angiotensina.

O SRA endbcrino tem grande importdncia para manter a homeostasia

cardiovascular. No entanto, quando ha hiperatividade de longo prazo do eixo ECA/ Angll/

receptor AT1, tanto em niveis circulantes quanto tecidual, ha um favorecimento do

desenvolvimento das DCV (Figura 4), como a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, a doenca

coronariana, a insuficiéncia renal, a HA e o acidente vascular encefélico (PEACH, 1977;

DOSTAL e BAKER, 1999; DONOGHUE et al., 2000; PAUL et al., 2006; CARLSON e

WYSS, 2008; FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008; HORIUCHI et al., 2012). Como

mostrado na Figura 2, a Ang Il é o principal efetor do SRA, no entanto, outros peptideos

biologicamente ativos podem ser formados, entre eles a Ang-(2-8) (Ang I11), Ang-(3-8) (Ang

IV), Ang-(1-7), Ang-(1-12), Ang-(1-9) e Alamandina, indicando que o SRA é também um

sistema de mdaltiplos mediadores (SANTOS et al., 2003; NAGATA et al., 2006;

FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008; FLORES-MUNOZ, 2012; LAUTNER et al., 2013).
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O heptapeptideo Ang-(1-7) foi identificado como sendo um componente
biologicamente ativo do SRA e associado a regulacdo central e periférica da pressdo arterial
a cerca de 35 anos (SANTOS et al., 1988; SCHIAVONE et al., 1988). A Ang-(1-7) se
diferencia da Ang Il apenas pela auséncia da fenilalanina na posic¢ao 8 do peptideo, e pode
ser gerada por diferentes vias enzimaticas a partir da Ang | e Ang Il, sofrendo a¢des de
endopeptidases e carboxipeptidases, mas principalmente a partir da Ang Il é formada por
uma enzima homologa a ECA, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2; DONOGHUE
et al. 2000; TIPNIS 2000). A ECAZ2 possui diferengas em relacdo aos seus substratos e a
atividade inalterada na presenca de inibidores de ECA (DONOGHUE et al. 2000; TIPNIS
2000; ELASED et al., 2006; SAKIMA et al., 2005). Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode
ser hidrolisada pela ECA, formando Ang-(1-5) ou por aminopeptidase, originando Ang-(2-
7) e Ang-(3-7) considerados peptideos inativos. Por sua vez, a Ang-(1-7) pode ser
descarboxilada, por uma enzima ainda nao identificada, formando um novo membro ativo

do sistema, a Alamandina (Figura 2); {LAUTNER et al., 2013).
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Figura 2. Esquema simplificado das vias de formag&o das angiotensinas e seus metabdlitos. Ang=
angiotensina; AP= aminopeptidase; APA= aminopeptidase A; APN= aminopeptidase N; CP=
carboxipeptidase; DCase= descarboxilase desconhecida; ECA= enzima conversora de angiotensina;
ECA 2=enzima homologa a ECA; NEP=endopeptidase neutra; PEP= prolil endopeptidase; PRCP=
prolil carboxipeptidase; THOP= thimet oligopeptidase. (Modificado de Santos et al., 2018)
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As acdes da Ang-(1-7) sdo mediadas por um receptor especifico de membrana
acoplado a proteina G, denominado receptor Mas, como foi descrito pela primeira vez em
2003 (SANTOS et al., 2003). Apesar de compartilhar de uma origem comum e exercer
alguns efeitos fisiolégicos semelhantes a Ang Il, como a liberagdo de vasopressina, estudos
mostraram que a Ang-(1-7) possui efeitos opostos aos desempenhados pela Ang Il via
receptor AT1 (Figura3e4; SANTOS et al., 2018). Desta forma, estad bem aceito na literatura
que ECA2/Ang-(1-7)/ receptor MAS se constitui um eixo contrarregulatério do SRA,
opondo-se a maioria das acfes do eixo ECA/Ang I/ Receptor AT1, que desempenha

atividade protetora em diferentes tecidos e condi¢des fisiopatoldgicas. Entre as acdes deste
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eixo podemos citar os efeitos anti-inflamatorios, anti-proliferativos, anti-arritmogénicos,

vasodilatador, de facilitacdo do controle barorreflexo, anti-angiogénico, modulador da

excrecdo de sodio, modulador da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) [Figura 3].

Além disso, a Ang-(1-7) pode potencializar o efeito vasodilatador da bradicinina e atenuar o

efeito vasoconstritor da Ang Il (SANTOS et al., 1994; KUCHAREWICZ et al., 2002;

SANTOS et al., 2000; SANTOS et al., 2003; SANTOS E FERREIRA, 2007, BADER E

GANTEN, 2008; ALMEIDA et al., 2000; ZISMAN et al., 2003; SANTOS et al., 2018).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos mecanismos fisioldgicos desencadeados pelo eixo ECA2/
Ang-(1-7)/ receptor MAS para o controle da pressdo arterial. ADH= horménio antidiurético; Ang =
angiotensina; ECA= enzima conversora de angiotensina; ECA 2= enzima homologa a ECA; NEP=
endopeptidase neutra; PEP= prolil endopeptidase; SNS= sistema nervoso simpatico; SNP= sistema

nervoso parasimpatico; THOP= thimet oligopeptidase.




14

Acoes Antagonicas dos Eixos Mecanismos Mecanismos
ECA/Angll/AT1 e ECA2/Ang-(1-7)/MAS Protetores Fisiopatologicos

Pressora

Hipotensora _Angi_ )
SA o AT

(AN
SN

Vasodilatagao Vasoconstrigdo } Atividad,
IVidade Simpitica
Lib 30 de NO Liberagdo de Vasodilatacs
iberagA0-0e Aldosterona K90 Proliferagzo
— | Desenvolvimento
ora do Retencdo de sal e Anti-proliferati
Barorreflexo 4gua N Hipertrofia e Fibrose Ca(:j iol\Jl:::ﬁlaasreS

Figura 4. Principais a¢0es antagbnicas dos eixos ECA/Angll/AT1 e ECA2/Ang-(1-7)/MAS. Através
do receptor AT1, a Ang Il induz inflamacdo, fibrose, angiogénese, migracdo celular e metéstase,
enguanto a Ang-(1-7), através de receptor Mas, apresenta efeitos antiinflamatorio, anti-fibrético,
antiproliferativo. AVP= vasopressina; NO= oxido nitrico.

1.3. SRA em Fémeas

Existem importantes diferencas de sexo/género relacionadas aos componentes do
SRA e as respostas a diferentes estimulos, por isso, estudos em fémeas ou comparagdes de
géneros, com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre tratamento e controle de diferentes
doencas, entre elas as DCV, séo ainda muito necessarios. Esta bem estabelecido na literatura
que em pacientes e em animais com modelos genéticos de HA, como o0s ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), e os ratos sensiveis a sal, sdo 0s homens e machos que
desenvolvem mais precocemente e de forma mais grave hipertenséo arterial em relacdo as
fémeas (CHEN, Y.-F.; MENG, 1991; KIENITZ; QUINKLER, 2008; MILLER, J. A;
ANACTA; CATTRAN, 1999; OUCHI et al., 1987). Entretanto, mecanismos envolvidos
ainda nédo estdo completamente esclarecidos (OUCHI et al., 1987; WIINBERG et al., 1995).

Segundo Oparil e Miller (2005), mulheres em periodo de pré-menopausa

apresentam menor prevaléncia de hipertensdo do que homens da mesma idade. Estudos
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mostram que estrogénios, hormonios sexuais predominantemente encontrados nas mulheres,
podem ter efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular, 0 que pode ajudar a manter a
PA, em mulheres durante a fase reprodutiva, em niveis normais e menores que a dos homens
(KNOWLTON; LEE, 2012; MENDELSOHN; KARAS, 1999; PATTEN; KARAS, 2006;
RECKELHOFF, JANE F., 2018).

Em fémeas, os hormonios gonadais circulantes sofrem oscilagdes durante o ciclo
estral. Estudos mostraram que a ingestdo de agua e sédio sofrem alteragdes durante as fases
do ciclo pela influéncia do estrogeno, e que a eliminacdo de estrdgeno atraves da
ovariectomia além de provocar mudangas comportamentais na receptividade sexual, também
provoca mudancas na ingestdo de fluidos (KRAUSE et al., 2003; TARTTELIN;
GORSKI,1971). Os efeitos do estrogeno sdo tradicionalmente gendmicos e mediados por
dois subtipos de receptores de estrégeno (RE), o REa ¢ o REB. A presenca de RE em areas
cerebrais que estdo envolvidas na regulacdo da ingestdo de sal e de liquidos aponta o
estrégeno como um forte influenciador no controle central de fluidos corporais (GHAZI et
al., 1994; GRAVES et al., 2011; ROSAS-ARELLANO; SOLANO-FLORES; CIRIELLO,
1999). O estrogeno possui caracteristica lipofilica, podendo acessar o SNC facilmente e
atuar sobre os RE localizados nas areas responsaveis pela regulacdo do balangco
hidroeletrolitico (GRAVES et al., 2011). Estudos mostraram também que em mulheres na
pré-menopausa, altos niveis de estrogénio podem atenuar tonicamente a sintese de
aldosterona via RE, contribuindo assim para manter a pressao sanguinea normal (ROSSI;
CAROCCIA; SECCIA, 2019).

E interessante mencionar, no entanto, que estudos também mostram que reposicéo
hormonal ndo atenua de forma significante a HA de mulheres apds a menopausa (AKKAD
et al., 1997; PRIPP et al., 1999; SCHUNKERT et al., 1997). Esse resultado sugere, que a

gueda dos niveis de estrdgeno pode ndo ser o Unico componente envolvido na pressao mais
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alta das mulheres na menopausa. Estudos mostram que os niveis séricos de androgenos
podem diminuir levemente, podem né&o alterar, ou podem aumentar (ALA-FOSSI et al.,
1998; HARTMANN et al., 1997; JIROUTEK et al., 1998; OVERLIE et al., 1999). Além
disso, estudos mostram que mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e tumores
virilizantes adrenais, caracterizados por niveis elevados de testosterona, sofrem de
hipertensdo (MATTSSON et al., 1984; SORANNO et al., 1999; TALBOTT et al., 1995).
Estudos mostram que fémeas SHR ovariectomizadas, com 4-5 semanas de idade, ndo
apresentam PA elevada em comparagdo a fémeas intactas, com 18-20 semanas de idade
(RECKELHOFF, J. F.; ZHANG; GRANGER, 1998; RECKELHOFF, J. F.; ZHANG;
SRIVASTAVA, 2000). No entanto, fémeas SHR ovariectomizadas tratadas com
testosterona e machos SHR, apresentam disfuncdo renal relativa a atenuacdo da relagdo
pressdo-natriurese (RECKELHOFF, J. F.; ZHANG; GRANGER, 1998).

Recentemente, 0s estudos tém atribuido as diferencas em sexo/género com relacéo
a regulacdo da PA e ao desenvolvimento de DCV a diferencas na biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO) (ROWLAND; FREGLY, 1992), ao SRA (COLBY; SKELTON;
BROWNIE, 1970; SEELY et al., 1999), a diferencas na resposta inflamatéria (BROWN et
al., 1981; KAPLAN et al.,, 1976), na funcdo renal (SMITHIES, 1997), na relaxina
(SAMUEL et al., 2007) e fatores relacionados a programacao fetal (CAMBOTTI et al.,
1984). Com relagdo ao foco do nosso trabalho, algumas diferengas na expresséo de
componentes do SRA entre machos e fémeas ja foram descritas na literatura. Os estudos
mostram que o estrogeno é capaz de regular componentes do SRA, podendo diminuir a
sintese de renina e ECA, atenuar as acdes de Ang Il, além de promover a redugdo de
receptores AT1 em diversos de tecidos, incluindo adrenal, rim, aorta, hipéfise e cérebro e
elevar a expressdo de receptores AT2 (BROSNIHAN et al., 1997; GALLAGHER et al.,

1999; SANDBERG; JI, 2003; BAIARD et al., 2005). Além disso, estudos mostram que
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altos niveis de estrégeno na fase lutea podem estimular a sintese de éxido nitrico endotelial
(BEST et al., 1998; GUETTA et al., 1997; RUBANY!I et al., 1997), produzindo um efeito
vasodilatador(MENDELSOHN; KARAS, 1999). O oxido nitrico pode regular
negativamente o receptor AT1 no tecido vascular (ICHIKI, T. et al., 1998), nas glandulas
adrenais (USUI et al., 1998) e atenuar as a¢0es de Ang Il. Foi observado que rins de fémeas
ovariectomizadas que receberam reposigdo estrogénica, expressaram maior quantidade de
receptores AT2 e menor quantidade de receptores AT1, quando comparado a fémeas que
ndo receberam reposicdo (YANES; SARTORI-VALINOTTI; RECKELHOFF, 2008).
Estudos mostram também que homens tém niveis de PA e aldosterona mais altos do que as
mulheres (BACHMANN et al., 1987; ELCARTE LOPEZ et al., 1993). Além disso, estudos
realizados em humanos mostraram que mulheres tem maior concentragdo de Ang-(1-7)
circulante que homens, no entanto, os niveis de Ang Il sdo semelhantes entre 0s grupos
(SULLIVAN et al., 2015). O impacto do receptor MAS na hemodinédmica renal parece ser
sexualmente dimdrfico, com maiores efeitos em fémeas do que machos (SAFARI et al.,
2012).

Sandberg et al. (2003) exemplificou as interacdes de esteroides gonadais com o
SRA e mostrou que os esteroides gonadais podem regular a PA alterando a reabsorcédo de
sodio através da modulacdo da secrecdo de aldosterona ou através do deslocamento da curva
pressdo-natriurese. Outros mecanismos ativados pelo SRA também poderiam regular a PA
alterando o estado de estresse oxidativo por meio da modulacdo do metabolismo de espécies

reativas de oxigénio (Figura 5).
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Figura 5. Esquema simplificado apresentado o efeito das interacdes entre esteroides gonadais e o
SRA. Os esteroides gonadais podem regular a PA alterando a reabsorcdo de sédio através da
modulacdo da secrecdo de aldosterona ou através do deslocamento da curva pressao-natriurese e/ou
alterando o estado de estresse oxidativo por meio da modulag&o do metabolismo de espécies reativas
de oxigénio. Modificado de: Sandberg et al., 2003.

1.4. Animal Transgénico [TGR(A1-7) L7371]

A utilizacdo de modificacdo genética de ratos e camundongos é uma estratégia
fundamental para investigar os efeitos da alteracdo da expressdo de genes especificos e
compreender o funcionamento dos sistemas de controle fisiologicos. Assim, 0s animais

transgénicos sdo ferramentas de pesquisa importantes para analisar o papel de genes
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especificos na regulacdo de processos bioldgicos e elucidar suas funcGes em diferentes
sistemas e 6rgdos. Ao introduzir modificagcdes genéticas, como a superexpressao de genes-
alvo, é possivel avaliar os efeitos dessas alteracdes nas caracteristicas fenotipicas dos
animais. A utilizacdo de modelos de animais transgénicos que superexpressam ou que
apresentam dele¢do (“knockouts”) de genes relacionados a componentes do SRA tem
contribuido para ampliar o conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos no controle
da fisiologia e fisiopatologia cardiovascular (BADER, 1998).

Em decorréncia da importancia do SRA para o controle da PA e sua participacao
na fisiopatologia das DCV, alguns modelos de animais transgénicos com alteracdo na
atividade de algum dos componentes do SRA ja foram descritos. Uma série de modelos de
camundongos com delecdo ou superexpressao de gens do SRA foram descritos (ALVES et
al., 2021; BADER, 2002; BADER; GANTEN, 2008; SANTOS, S. H. S. et al., 2010).
Embora em nimero menor, ratos transgénicos também foram desenvolvidos, entre eles, o
MREN2-L27, um animal hipertenso que apresenta super-expressao de renina especialmente
no cérebro e adrenais (MULLINS; PETERS; GANTEN, 1990), o AOGEN-L-680, que
expressa um anti-sense para angiotensinogénio no cérebro (SCHINKE et al., 1999) e o0 L-
3292, um rato que apresenta niveis circulantes aumentados de Ang-(1-7) induzidos pela
expressao testicular de uma proteina de fusdo produtora de Ang-(1-7) (SANTOQOS, et al.,
2004; VOIGT et al., 2005).

O constructo da linhagem L3292 foi associado ao promotor inespecifico de
citomegalovirus que direcionou a expressdo exclusivamente para o testiculo. Esta linhagem
é normotensa, avaliado por medida da PA por telemetria, apesar nos niveis plasmaticos
aumentados de Ang-(1-7) em cerca de 2,5 vezes (SANTOS et al., 2004). Além disso, 0
L3292 apresenta a FC e contratilidade miocardica mais elevada que os ratos controles,

Sprague-Dawley (SANTOQOS, et al., 2004). No entanto, os estudos mostraram gue 0s ratos
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L3292, apresentam resposta atenuada a hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol ou
reducdo da disfuncdo induzida por isquemia miocardica e apresentam reducdo do fluxo
urindrio (FERREIRA et al., 2006, 2010). Esses animais ndo apresentam alteracdo na
liberacdo de vasopressina ou na expressao renal do receptor V2 de vasopressina (FERREIRA
et al., 2006). De forma interessante, L3292 apresentaram resposta atenuada a hipertenséo
arterial, bem como, protec¢do a disfuncéo diastolica induzida pelo modelo DOCA-SAL (DE
ALMEIDA et al., 2015; SANTIAGO et al., 2010). Parte desses efeitos podem estar
relacionadas a alteracdo no controle autondmico (DARTORA et al., 2017). Além disso,
estes animais apresentaram atenuacdo das alteracBes que caracterizam a sindrome
metabdlica induzida por dieta de cafeteria (BILMAN et al., 2012; MOREIRA et al., 2017,
SANTOS et al., 2010). Finalmente estes animais apresentaram reducdo do comportamento
de ansiedade e depressdao (KANGUSSU et al., 2017) e de resposta ao estresse emocional
(MOURA et al., 2017).

Recentemente, uma nova linhagem de animal transgénico foi descrita, o rato
TGR(A1-7)-L7371 (TG), a partir do trabalho em colaboracdo do nosso laboratério com o
laboratdrio do Prof. M Bader no “Max Delbruck Center for Molecular Medicine” (MDC),
em Berlim, na Alemanha. Esta linhagem foi desenvolvida baseada na metodologia descrita
por Kats et al. (2001) e Methot et al. (2001), utilizando uma proteina de fusdo contendo a
sequéncia do peptideo de interesse e que é capaz de ser expressa em um tecido especifico.
A partir de um constructo que € injetado em zigotos e implantado em ratas pseudo-gravidas
da linhagem de ratos Sprague-Dawley (SD) O constructo, mostrado na Figura 6 foi
constituido por: (1) peptideo sinal derivado da renina humana, garantindo que a proteina
entre no reticulo endoplasmatico e futuramente seja secretada para 0 meio extracelular; (2)
porcao da regido constante da cadeia pesada da IgG2b de camundongo, que promove massa

para a proteina de fusdo; (3) por¢do do pro-segmento da pré-renina humana, que funciona
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como um espagador molecular, sendo necessario para expor o sitio de clivagem para a
endoprotease furina, resultando na liberacéo do peptideo; (4) sequencia do sitio de clivagem
na por¢do carboxi terminal do pro-segmento da pro-renina humana, sendo que neste sitio de
clivagem a endoprotease furina atuard liberando a Ang-(1-7) nos tecidos, (5) sequéncia do
peptideo Ang-(1-7) e, finalmente, (6) a sequéncia Poly A. Paradirecionar a expressao génica
para astrocitos foi adicionado na extremidade 5’ do construct o promotor especifico para a
proteina fibrilar acidica humana (hGFAP). A expressao do transgene [TGR(A1-7)L7371]
nesses animais, induz a liberacdo continua de Ang-(1-7), promovendo aumento de sua

concentracdo nos tecidos em que a proteina for produzida, preferencialmente em astrécitos

do SNC.
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Figura 6. Representacao esquematica da sequéncia do construto (transgene) e da proteina de fusao
por ele codificada que foi utilizada para a geracao dos ratos [TGR(A1-7)L7371]. Fonte: Santos et
al., 2004.

Estudo recente desenvolvido em nosso laboratério (ALVES et al., 2021), descreveu

o fendtipo cardiovascular e hemodinamico dos machos desta linhagem de transgénicos. Os
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TG apresentaram aumento da expressdao (MRNA e Western Blotting) da proteina de fuséo
de Ang-(1-7) em diferentes 6rgaos/ tecidos. Alta expressdo do transgene foi observada na
aorta e areas do cérebro, tais como, bulbo, hipocampo, hipotdlamo e cértex. Niveis baixos
foram encontrados no pulmao, coracdo, rim, figado e adrenal (ALVES et al., 2021). Nos
tecidos a expressdo do mRNA foi observada em células gliais e nas células endoteliais, 0
que explica a deteccdo do mRNA na maioria dos 6érgdos analisados. Entretanto, os TG
apresentaram aumento dos niveis de Ang-(1-7), determinado por radioimunoensaio, no
cérebro (hipotalamo especialmente) sem alteragcdo dos niveis plasmaticos ou dos niveis de
Ang Il no plasma ou cérebro (ALVES et al., 2021). Os ratos TG apresentaram aumento do
fluxo sanguineo em diferentes 6rgéos e tecidos, o que resultou na diminuicgdo significativa
da resisténcia periférica total, responsavel pelo fen6tipo hipotensivo desses ratos. De acordo
com esse fendtipo, os TG apresentaram aumento dos niveis plasmaticos do peptideo
natriurético atrial plasmatico, sabidamente um peptideo vasodilatador. No entanto, os TG
também apresentaram alteracdes em parametros ou horménios que em geral aumentam a
PA, como aumento do indice cardiaco, aumento do tdnus simpatico global e cardiaco e
aumento dos niveis plasmaticos de vasopressina. Essas alteracBes sugerem que a
superexpressdo da proteina de fusdo Ang-(1-7) em tecidos desencadeia mdltiplos
mecanismos diretos e/ou parcialmente compensatorios que tem como resultado uma PA
basal reduzida. Esse é o primeiro e o Gnico modelo de ratos transgénicos a avaliar os efeitos
induzidos por Ang-(1-7) tecidual sem alteracdes significativas nos niveis de peptideo do
SRA circulantes. Desta forma, o TG se torna um bom modelo animal para explorar novas
contribuigdes da Ang-(1-7) tecidual para a fisiopatologia de diferentes doencas, entre elas,

as doencas cardiovasculares.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 Justificativa

As DCV séo as principais causas de morbimortalidade no Brasil e no resto do
mundo e, apesar da ampla disponibilidade de medicamentos para o tratamento da hipertensao
arterial e as DCV, o controle efetivo destas doencas ainda ndo foi alcangado. Além disso, a
fisiopatologia das DCV e a resposta aos tratamentos em fémeas ou mulheres sdo pouco
estudados. Considerando, as importantes diferencas de sexo/género no que se refere aos
mecanismos de controle da PA, € importante ampliar o conhecimento da fisiopatologia das
DCV especificamente em fémeas. Uma caracteristica das DCV é o desequilibrio entre os
componentes do SRA, com hiperatividade do eixo ECA/ Ang 1/ receptor AT1 enquanto o
eixo ECA2-Ang-(1-7)-receptor Mas ndo apresenta alteracdo ou pode estar reduzido. Esse
desequilibrio favorece mecanismos hipertensivos, pré-fibroticos e inflamatérios, que
contribuem para os desfechos mais importantes da DCV, o infarto do miocérdio, a
insuficiéncia cardiaca e o acidente vascular encefalico. Embora o SRA sistémico tenha papel
estabelecido no controle da PA, ha muito tempo o SRA tecidual, ou seja, a producdo ou a
acao dos peptideos do SRA nos tecidos, como coracdo, vasos, rim e cérebro tem sido
apontado como um regulador importante e independente da funcdo cardiovascular, entre
outras (SANTOS et al., 2018). Mais importante, a fisiopatologia das DCV esta relacionada
de forma importante a desregulacdo do SRA tecidual (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).
O entendimento do SRA tecidual e seu papel nos processos fisiopatoldgicos tem importante
implicacdes clinicas, uma vez que podem fornecer uma base para o desenvolvimento de
novas e mais efetivas terapias.

Em decorréncia da importancia do SRA para o controle da PA e sua participacdo

na fisiopatologia das DCV, alguns modelos de animais transgénicos com alteracdo na
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atividade de algum dos componentes do SRA ja foram descritos. Recentemente, um novo
rato transgénico que expressa uma proteina de fusdo produtora de Ang-(1-7), sob regulacéo
do promotor GFAP, foi descrito. A caracterizagdo fenotipica do macho desta linhagem
mostrou uma caracteristica interessante, esses animais apresentam aumento de Ang-(1-7)
cerebral sem alteracdo nos niveis circulantes e sdo hipotensos. Assim, essa linhagem de
animais transgénicos com producéo tecidual aumentada de Ang-(1-7) apresenta-se como um
modelo interessante para se estudar o efeito do aumento tecidual de longo prazo da Ang-(1-
7) na fisiopatologia de diferentes doencas, entre elas as DCV, tanto em machos como fémeas.
No entanto, ampliar o entendimento das a¢Oes da Ang-(1-7) especificamente em fémeas
devera contribuir para o estabelecimento de estratégias terapéuticas mais efetivas e

individualizadas de acordo com sexo/ género.

2.2 Objetivo Geral
O objetivo geral deste estudo foi avaliar os parametros cardiovasculares de ratas
transgénicas que super-expressam a proteina de fusdo produtora de Ang-(1-7) e comparar

com machos transgénicos da mesma linhagem.

2.3. Objetivos Especificos

2.3.1. Avaliar os parametros cardiovasculares dos animais transgénicos da
linhagem TG;

2.3.2. Auvaliar o controle barorreflexo da FC dos animais transgénicos da
linhagem TG;

2.3.3. Avaliar o controle autonémico cardiaco dos animais transgénicos da

linhagem TG;
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2.3.4. Avaliar os niveis plasmaticos de angiotensinas dos animais

transgénicos da linhagem TG;

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Nesse estudo foram utilizados ratos transgénicos, TGR(A1-7)L7371 (TG) e como
grupo controle ratos Sprague-Dawley (SD). Foram utilizados ratos machos e fémeas entre
3-4 meses de idade (350g-450g). A matriz da linhagem transgénica foi desenvolvida no
“Max Delbruck Center for Molecular Medicine” (MDC), Berlim - Alemanha, em trabalho
de colaboragdo com o Laboratdrio de Hipertensdo ICB/UFMG. Os animais utilizados neste
estudo, foram criados no biotério de animais transgénicos do Laboratorio de Hipertenséo do
Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB-UFMG, e mantidos em ambiente com luz e
temperaturas controladas, com periodo de claro/escuro de 12/12 h, alimentados com racao
apropriada e agua filtrada ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com os protocolos estabelecidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), e aprovados sob o protocolo n°

13/2022.

3.2 Genotipagem dos Animais

Para comprovar a matriz da linhagem transgénica, todos os animais foram
identificados, antes da realizagdo dos experimentos, utilizando a técnica de genotipagem
através da amplificacdo de sequéncias repetidas de DNA, usando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). O DNA gendmico foi extraido de pequenos fragmentos da cauda dos

animais. Utilizou-se, aproximadamente, 2 mm de cauda digerido com 5 pL de proteinase K
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em 100 pL de EAR buffer, por 3 horas a 55 °C em banho-maria ou termomix. Para a
inativacao da proteinase e interrupcao da digestdo das caudas, foram adicionados 750 pL de
TE 1x em cada amostra seguido de incubacéo a 95 °C, por 10 minutos.

Dois pL de cada amostra de gDNA foi utilizado na realizagdo da PCR. Para compor
as solucgdes, também se fez 0 uso de 5uL de tampdo de reacdo, 2uL de MgCl2, 1 pL de
dNTPs, foram utilizados também dois oligonucleotideos iniciadores (“primers”) sendo, 1 pL
de primer HRenex (5'-GGACCAAGCCTGGCCATGTCC-3") e 1 uL de primer Ig5 (5'-
CATCACCCATCGAGAGAACC-3’) responsaveis pela amplificacdo do fragmento de
DNA, 0,2 pL de Tag DNA polimerase recombinante e 37,8 puL de dgua milli-Q autoclavada.
As solugdes foram colocadas no termociclador seguindo as condigfes de tempo e
temperatura. Posteriormente, os produtos obtidos do PCR foram diferenciados por
eletroforese, 100 V, 30 min, em gel de agarose 1% acrescido de brometo de etidio (0,5u1/ml)
e analisados em um sistema de fotodocumentagéo (‘Gene Snap from SynGene). A presenca
de banda correspondente a 450pb indica que o animal apresenta o transgene. Como controle

positivo foi utilizado tecido do animal transgénico TG(A-7)-L3292.
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Figura 7. Representacdo da imagem de um gel de agarose corado por brometo de etidio. A banda
positiva [verde] que identifica os ratos TG7371; controle positivo [azul] que identifica os ratos
TG(A-7)-L3292; e controle negativo sem cDNA [alaranjado]. Primes utilizados Hrenex e IgG5.

3.3 Pletismografia de Cauda

Para avaliar a pressao arterial (PA) de forma néo invasiva, foi utilizado o sistema
de medida por pletismografia de cauda da CODA High Throughput (Kent Scientific®,
Torrington, CT, USA). O sistema oferece os valores de PA sistdlica (PAS) e esté ilustrado
na Figura 8. Para realizar a medida, o animal era colocado em um contensor de acrilico e
posicionado em uma plataforma de aquecimento para elevar a temperatura do animal o que
produz dilatacdo da artéria da cauda. A temperatura da cauda recomendada pelo fabricante
para a medida é de 32-35°C aproximadamente. Em seguida, o animal era conectado ao
pletismografo que consiste de um sensor (VPR, Kent Scientific) e de um manguito-
esfignomanometro, que envolve a cauda do rato. A seguir o esfignomandmetro era inflado
automaticamente pelo aparelho, promovendo a compressao da artéria caudal do animal o

que possibilita a medida da PA. O sistema estava configurado para a obtencéo de cinco
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ciclos de medidas iniciais para adaptacao seguidos por cinco ciclos de medida, com intervalo
de 15s entre elas. Os animais foram submetidos a um periodo de aclimatacdo e
familiarizacdo ao equipamento que variou de 2 a 7 dias com a realizacdo de todos os
procedimentos diariamente no mesmo horario, entre 09-11h. Os valores de PAS obtidos no

dia subsequente ao da familiarizagéo ao aparelho foram os considerados neste estudo.

3

CODA

High Throughput

Figura 8. Representacdo esquematica do método de medida da pressdo arterial sistélica (PAS) de
forma néo invasiva realizada por pletismografia de cauda (CODA High Throughput). 1- Contensor
de acrilico; 2- Placa para aquecimento do animal; 3- sensor e manguito-esfigmomanometro; 4-
Conversor analdgico digital; 5- Computador onde esta instalado software para controle, coleta,
andlise e armazenamento das medidas.

3.4 Avaliacéo do Ciclo Estral

O ciclo reprodutivo de ratas, ciclo estral, tem curta duragéo, de quatro a cinco dias
e é caracterizado por fases denominadas proestro, estro, metaestro e diestro. As variagdes
hormonais que ocorrem durante o ciclo estral determinam alteragGes importantes na mucosa

vaginal, podendo ser identificadas de acordo com os tipos celulares observados no esfregaco
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vaginal: células epiteliais, células cornificadas e leucdcitos, representado na Figura 9. Na
fase de proestro pode ser observado um grande nimero de células redondas, polinucleadas
que podem estar dispersas ou agrupadas. Na fase de estro evidencia-se a presenca de células
queratinizadas e anucleadas, enquanto no metaestro sdo observados inimeros leucdcitos e
filamentos de muco. No diestro a mucosa vaginal é fina com poucos leucdécitos, algumas
células queratinizadas e muco.

A avaliacéo do ciclo estral foi realizada através da coleta do esfregaco vaginal,
sempre no mesmo horério, 11-12h, durante 15 dias, para assegurar a regularidade do ciclo
antes da realizacdo de experimentos. Com uso de pipeta Pasteur contendo 0,5 mL de solugéo
de cloreto sddio a 0,9%, a ponta da pipeta era introduzida no orificio vaginal das ratas e uma
gota da solucdo salina coletada, aspirada e gotejada em laminas de vidro para a observagao
em microscépio 6ptico comum (Figura 9). Essa avaliacdo teve como objetivo avaliar se
havia diferenca da pressdo arterial sistdlica (PAS) entre as fases do ciclo estral. A PAS e a
fase do ciclo foram avaliadas no mesmo dia e nos mesmos animais. Para isso, os ultimos 5

dias de avaliacdo do ciclo e da PAS foram os considerados neste estudo.
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Figura 9. Representacdo esquematica do método de avaliacdo e da caracteristica celular nas
diferentes fases do ciclo estral através de coleta do esfregaco vaginal.

3.5 Medida Direta de Parametros Cardiovasculares

Para a avaliacdo dos parametros cardiovasculares, pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) foi utilizado um transdutor de pressao acoplado a um amplificador
de sinal e sistema de aquisicdo de dados (Biopac® Systems, CA, USA; Figura 9). Para o

registro da pressao arterial e injecdo de drogas, foi realizada a canulacéo da artéria e da veia

femoral, respectivamente.

3.6 Cirurgia para Canulacdo da Artéria e Veia Femoral
Inicialmente os animais foram anestesiados com uma mistura de Cetamina (80

mg/Kg) e Xilazina (8 mg/Kg) injetada por via intraperitoneal (0,1 mL/100g). As céanulas
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foram preparadas a partir da polimerizacéo por aqguecimento de tubos de polietileno PE10,
que era introduzido nos vasos (4 cm - artéria; 3 cm - veia), e PE50 (17 c¢cm), que foi
direcionado pelo subcutaneo até o dorso do animal. As canulas foram preenchidas com
salina estéril 0,9% contendo heparina (5000U1/ ml) com o objetivo de evitar a obstrucdo das
canulas. Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre a mesa cirdrgica, a regido
inguinal esquerda do animal tricotomizada e uma pequena incisdo na pele (~ 1,0 cm) foi
realizada. O feixe vasculo-nervoso femoral foi localizado, e a artéria e a veia femoral foram
cuidadosamente isoladas. Primeiramente, a canula foi introduzida na veia femoral para a
futura administracdo de farmacos. Em seguida, uma segunda canula foi introduzida na aorta
abdominal, através da artéria femoral, para o registro da pressdo arterial pulsatil. Apos a
canulacdo dos vasos, as canulas foram direcionadas pelo subcutdneo para serem
exteriorizadas e fixadas ao dorso do animal na regido entre as escapulas com fio de sutura
cirargico. Finalmente, as incisdes cirlrgicas foram suturadas. Ao final do procedimento
cirurgico, foi realizada a injecdo intramuscular de antimicrobiano de amplo espectro
(Pentabidtico veterinario Ford Dodge 2.400 Ul/ 0,1 ml; dose Unica) e 0s animais eram
colocados em gaiolas individuais.

No dia seguinte, aproximadamente 24h ap0s a canulacdo da artéria e veia femoral,
os animais foram submetidos ao registro dos parametros cardiovasculares, e para isso, 0
catéter arterial foi conectado a um transdutor de pressdo (DT-XX-Viggo-Spectramed), que
por sua vez estava conectado ao sistema de aquisicdo de dados (BIOPAC System), que faz
a conversdo do sinal analdgico de pressao arterial pulsatil (PAP) em sinal digital. A pressao
arterial média (PAM) e FC foram calculadas a partir da PAP pelo software “AcqKnowledge
4.1 software” (BIOPAC system; Figura 10). Para obtengdo dos valores basais, a PA foi
continuamente monitorada por um periodo de aproximadamente 60 minutos, e

posteriormente foram realizados diferentes protocolos experimentais.
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Figura 10. Representacdo esquematica do método de canulacéo de veia e artéria femoral (Dia 1) e 0
protocolo de medida de PA no sistema de aquisicdo de dados (BIOPAC System), em animais

conscientes.
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3.7 Avaliacdo da Sensibilidade do Componente Bradicardico do Barorreflexo

Nesse método, os animais foram submetidos a injecdo endovenosa (0,1 ml em
bolus) de doses crescentes de fenilefrina, agonista al-adrenérgico, (Sigma, 0,25 pug a 5 ug
por animal), de maneira a se obter respostas pressoras de aproximadamente 10, 20, 30, 40-
50 mmHg. Um intervalo minimo de 2-4 minutos foi adotado entre a administracdo de cada
dose de fenilefrina para que a PAM e a FC retornassem aos seus valores basais. As solugdes
contendo diferentes concentracdes de fenilefrina foram preparadas a partir de aliquota
(mantida a -20°C) de uma solucdo estoque contendo 1 mg/ ml. A fenilefrina provoca
aumentos transitérios da PAM e esses aumentos levam a um aumento da atividade dos
barorreceptores arteriais, que reflexamente induzem reducéo da FC. Com isso, a finalidade
desse experimento foi avaliar a sensibilidade do controle barorreflexo cardiaco através das
variagdes barorreflexas de FC induzidas por alteracbes de PAM produzidas por doses
crescentes de fenilefrina. As reducGes méaximas da FC foram convertidas em intervalo de
pulso (IP) através da formula: IP em milissegundos (ms) = 60.000/FC. A sensibilidade do
barorreflexo foi estimada pela média aritmética das razdes entre as alteracdes de IP (ms) e
alteracdes da PAM (mmHg) para cada dose de fenilefrina, sendo denominado indice de
Sensibilidade Barorreflexa como largamente utilizado na literatura e padronizado em nosso

laboratério (GUIMARAES et al., 2012, 2014; KANGUSSU et al., 2015).

3.8 Avaliacéo do Controle Autonémico da Frequéncia Cardiaca

Apbs o teste do barorreflexo, o tbnus autonémico cardiaco foi determinado nos
mesmos animais, de acordo com o método de Soato e Krieger (1974) e padronizado em
nosso laboratério por (GUIMARAES et al., 2012.). Esse método consiste em promover o

blogueio farmacoldgico da atividade simpética e parassimpética para o coracdo de forma
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sequencial em dois dias consecutivos. No primeiro dia, os ratos foram submetidos
inicialmente ao bloqueio muscarinico com metil-atropina (3 mg/ kg, iv) e a variagdo maxima
da FC em um periodo de 15-20 min foi coletada. Em seguida, os ratos foram submetidos ao
bloqueio B-adrenérgico com propranolol (6 mg/ kg, iv) e o valor da FC ap6s 15-20 min foi
coletado. A FC observada ap6s o segundo bloqueio correspondendo a FC intrinseca, ou seja,
a frequéncia na auséncia de modulacdo autondémica. A diferenca entre a FC méaxima, obtida
apos a metil-atropina, e a FC intrinseca foi considerada como sendo o tdénus simpatico. No
dia seguinte, os bloqueadores autondémicos foram injetados na ordem inversa, ou seja,
primeiro foi injetado o propranolol para obter o valor minimo da FC e em seguida a
metilatropina. A diferenca entre a FC intrinseca e a FC minima, obtida ap6s o propranolol,

foi considerada como sendo o ténus parassimpatico.

3.9 Determinacao do nivel plasmaético de Angiotensinas

Para a determinacdo dos niveis de angiotensinas plasmaticas, os animais foram
decapitados e, em seguida, aproximadamente 2 mL de sangue cervical foram coletados em
tubos de polietileno, mantidos em gelo, contendo 140 ul de um coquetel de inibidores
enzimaticos para cada ml de sangue. Os inibidores tem o objetivo de proteger as
angiotensinas de hidrélise, e o coquetel incluia: Parahidroximercuriobenzoato (pOH-HgBZ,
1mM), O-fenantrolina (0-Phe, 30 mM), Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF, 1mM),
EDTA (7,5%) e Pepstatina A (ImM). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.500
rpm por 20 min a 4°C e o plasma rapidamente separado e armazenado a -80 °C até o
processamento das amostras.

As angiotensinas do plasma foram isoladas em colunas SepPack C18, por pressao
negativa em coletor a vacuo Visiprep™ SPE, que separam 0s peptideos das proteinas totais.

A resina C18 das colunas foi ativada por duas lavagens sequenciais com 10 mL de
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acetonitrila (ACN, 99%)/ acido trifluoroacético (TFA, 0,1%), seguido por 10 mL de TFA
(0,1%). Em seguida, a resina foi lavada com 3 mL de TFA (0,1%) contendo 0,1% de
albumina sérica bovina (BSA), 10 mL de ACN (10%)/ TFA (0,1%) e 3 mL de TFA (0,1%).
As amostras (1 ml) foram entéo carregadas na coluna, que em seguida foi lavada com 20 mL
de TFA (0,1%) e, em seguida com 3 mL de ACN (20%)/ TFA (0,1%). Finalmente, 0s
peptideos foram eluidos em 3 mL de ACN (99%)/ TFA (0,1%) em tubos de polipropileno
saturados com BSA (0,1%). As amostras foram entdo completamente secas em centrifuga
evaporadora SpeedVac (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

A determinacdo dos peptideos contidos nas amostras de plasma foi realizada por
espectrometria de massa com a colaboragdo da estudante de pos-graduacédo Julia Resende e
supervisao do Prof. Thiago Verano-Braga no Nucleo de Protedmica do ICB, UFMG. Para
isso, cada amostra foi ressuspendida em 50 L de agua Milli-Q, 0,1% acido férmico (fator
de concentracdo da amostra= 25 vezes) e, em seguida 10 pL desta solucdo foi carregado no
sistema ACQUITY I-Class UPLC (Waters, Milford, MA, EUA) acoplado a ionizagédo por
eletropulverizacdo (ESI — do inglés electrospray ionization) espectrometria de massa em
tandem (LC-ESI-MS / MS Xevo TQ-S; Waters, Milford, MA, EUA). Os dados foram
adquiridos através do software MassLynx™ (Waters, Milford, MA, EUA) e a quantificacdo
foi realizada pela interpolacdo das areas das amostras com as areas de uma curva de

calibracdo obtida através de uma solucéo contendo todos os peptideos sintéticos a 1ng/ml.

3.10 Analise Estatistica

Comparagdo ente 2 grupos foi feita pelo teste t-Student e a comparagédo de 3 ou
mais grupos por Analise de Variancia (ANOVA) seguido do poés-teste de Tukey. Esta
andlise os graficos foram feitos com o programa GraphPad Prism (v 9.01). Nivel de

significancia foi fixado em p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da Pressao Arterial Sistolica por Pletismografia.

Inicialmente avaliamos a PAS (mmHg) de forma néo invasiva por pletismografia
de cauda dos ratos SD e TG, machos e feméas. Como pode ser observado na figura 10, as
fémeas TG apresentaram valores basais de PAS (96,0+2,8 mmHg; n=12) menores do que 0s
valores registrados por seus respectivos controles, animais SD (118,3+0,8; n=10). Da
mesma forma, os TG machos apresentaram PAS menor (108.9+3.0 mmHg; n=7) que os SD
machos (125,8 + 2,3 mmHg; n=9). Além disso, as fémeas das duas linhagens apresentaram

PAS menor do que a dos respectivos machos (Figura 11).

4.2 Avaliacédo do Ciclo Estral

Com o objetivo de avaliar se a PAS se alterava com as diferentes fases do ciclo
reprodutivo, a medida de PAS foi realizada diaria e juntamente com a determinacéo da fase
do ciclo estral das ratas por esfregaco vaginal. Inicialmente, as fémeas SD e TG passaram
por um periodo de familiarizacdo com os procedimentos, averiguando a regularidade ciclo,
e os resultados coletados nos ultimos 5 dias foram utilizados para analise. Tanto as fémeas
TG quanto as SD apresentaram ciclo estral regular. A figura 12, apresenta valores de PAS
(mmHg) nas diferentes fases do ciclo estral (M= metaestro, D= diestro, P= proestro e E=
estro). Quando ndo foi possivel caracterizar uma Unica fase, a sigla DP e PE foram utilizadas
indicando transi¢do entre duas fases. Tanto as fémeas SD quanto as TG ndo apresentaram

diferencas significativas de PAS nas diferentes fases do ciclo.
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Figura 11. Valores basais de Pressao arterial sistolica (PAS, mmHg) medida por pletismografia de
cauda. Animais SD (n=9 cada; controle) e TG (TG; n=9-15), machos e fémeas. Valores expressos
como média £ EPM. *p< 0,05 em relacdo ao SD ou aos machos (Teste t de Student).



38

Ratas SD Ratas TG7371
150 - 150
T o o * ®oq o o °
Ak T R Pl T s e
o ¢ (@) % L% °o_®
£ 100 > 1004 %, & e
= £ i M S
€ 75+ E 75+
c</g ")
S 50 S 504
25 25 |
0 I I — I I 0 T — T —
M D DP P PE E M D DP P PE E
Fases do Ciclo Fases do Ciclo

Figura 12. Valores basais de pressao arterial sistolica (PAS, mmHg) nas diferentes fases do ciclo de
ratas SD (controle) e TG. Fémeas SD (n=9) e TG (n=15). M= metaestro, D= diestro, P= proestro e
E=estro. Valores expressos como média EPM. One-way ANOVA seguido do teste de comparagédo

multipla de Tukey.

4.3 Avaliacéo de Parametros Cardiovasculares

Apds a analise de PAS por pletismografia de cauda, os valores basais dos
parametros cardiovasculares (PAM, mmHg e FC, bpm) foram obtidos, no sistema BIOPAC,
de animais fémeas SD e TG, bem como nos machos SD e TG. A Tabela 1 apresenta os
valores basais de PAM e FC de ratos SD e TG ap6s 40-60 minutos de registro. Na Figura
12 é possivel observar que os animais TG apresentaram valores basais de PAM menores do
que os valores registrados por seus respectivos controles, animais SD. A PAM das fémeas
SD foi estatisticamente menor que a dos machos SD (Figura 13). No entanto, ndo houve
diferenga significativa entre machos e fémeas TG. A FC das fémeas TG foi maior do que a
das fémeas SD e a dos machos TG (Tabela 1, Figura 14). A FC dos machos TG nao foi

diferente da FC dos machos SD (Tabela 1, Figura 14).
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Tabela 1. Valores basais de Pressao Arterial Média (PAM, mmHg) e Frequéncia Cardiaca (FC, bpm)

dos animais SD e TG.

PAM FC
Animais
(mmHg) (bpm)
Machos SD 121,4+0,83 344,945,96
(n=13)
Machos TG 104,8+2,01* 333,9+6,38
(n=18)
Fémeas SD 116,3+2,11# 329,7+6,46
(n=17)
Fémeas TG * *
(n=17) 103,2+2,34 354.2+7,25%#

Valores expressos como média £ EPM. *p< 0,05 em comparacdo ao SD e # p< 0.05 em comparagao
ao macho da mesma linhagem (teste t de Student);



40

PAM - Machos PAM - Fémeas
150 150
*
125 0]
oOO
o B0
£ 100
e
75
50-
SD TG
PAM - TG PAM - SD
150 150
*
125+ ®)
T
£ 100+
e
75
" 50 |
Machos Fémeas Machos Fémeas

Figura 13. Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) de ratos SD e TG obtidos com
registro de curta duracdo. Animais SD (n=20-23) e TG (n=15-20), machos e fémeas. Valores
expressos como média + E.P.M. *p< 0,05 em comparacao aos ratos SD ou aos machos da mesma
linhagem (teste t de Student).
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Figura 14. Valores basais de Frequéncia cardiaca (FC, bpm) de ratos SD e TG obtidos com registro
de curta duracéo. Animais SD (n=20-23) e TG (n=15-20), machos e fémeas. VValores expressos como
média + E.P.M. Valores expressos com *p< 0,05 em comparagdo aos ratos SD ou aos machos da
mesma linhagem (teste t de Student).
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4.4 Avaliacdo da Bradicardia Baroreflexa

Apos coletar os valores basais dos pardmetros cardiovasculares, foi analisado o
indice da sensibilidade do controle barorreflexo da FC (SBR) para a bradicardia baroreflexa
em ratos SD e TGR, machos e fémeas. Como pode ser observado na Figura 14 ndo houve
diferenca na SBR entre as femeas TG (1,1+0,05 ms/mmHg; n=10) e femeas SD (0,93+0,07
ms/mmHg; n=8). Da mesma forma, ndo houve diferenca na SBR entre os machos TG
(0,8+£0,05 ms/mmHg; n=8) e os ratos SD (0,8+0,04 ms/mmHg; n=8; Figura 14. No entanto,
as fémeas da linhagem TG apresentaram valores de SBR maiores do que a dos machos da
mesma linhagem (Figura 14). O valor de SBR das femeas SD ndo foi estatisticamente

diferente do valor dos machos (Figura 14).
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Figura 15. Sensibilidade da bradicardia barorreflexa calculada a partir da razdo entre as variaces
de frequéncia cardiaca em intervalo de pulso (ms) e as variagdes de pressao arterial média (PAM,
mmHg) induzidas por injecdo endovenosa de fenilefrina. Animais SD (n=8-9 cada) e TG (n=9-10),
machos e fémeas. Valores expressos como média + E.P.M. *p< 0,05 em compara¢do aos machos
da mesma linhagem (teste t de Student).
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4.5 Avaliacdo da Atividade Autonémica Cardiaca

Considerando que as fémeas apresentaram maior FC basal que fémeas SD,
avaliamos a seguir o controle autondémico cardiaco. O resultado da avaliacdo do ténus vagal
e simpaético cardiaco dos animais SD e TG, machos e fémeas, estd apresentado na Figura 15
e 16. Primeiramente, ndo foi observado diferengas significantes nos niveis basais de PAM
e FC entre os dois dias consecutivos de registro dos animais de cada grupo (Figuras 15 e 16).
Como pode ser observado na Figura 15, os machos TG nao apresentaram diferenca na FC
intrinseca ou no tonus simpatico em relagdo aos ratos SD. No entanto, os machos TG
apresentaram tonus parassimpatico menor (30.33+2.89 bpm, n=6, Figura 15) que os machos
SD (51,43+3.25 bpm, n=7; Figura 15). Esses resultados devem ter contribuido para a maior

raz&o entre ténus simpatico e tdnus parassimpatico dos machos TG (Figura 15).

As fémeas TG, no entanto, ndo apresentaram diferencas estatisticas com relacéo a
FC intrinseca, tbnus simpatico ou parassimpatico em compara¢do com as fémeas SD (Figura
16). Entretanto, as fémeas TG apresentaram maior tonus simpatico (111,5£12.6 bpm, n=8;
Figura 16) que os machos TG (72,4+9,4 bpm, n=7; Figura 16) e machos SD (72,4+4,1 bpm;
n=7; Figura 17). A razdo tonus simpatico/ tonus parassimpatico das fémeas TG, no entanto,
ndo foi estatisticamente diferente das fémeas SD ou dos machos SDS ou TG (Figuras 16 e

17).
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Figura 16. Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) nos dois dias consecutivos (1°. e 2°.) de
registro para avaliacdo do tonus simpatico (bpm), tdnus parassimpatico (bpm), frequéncia cardiaca
intrinseca (bpm) e razéo entre tdnus simpatico (TS) e parassimpatico (TPS). Machos SD (n=7-8) e
TG (n=6-8). *p< 0,05 em comparacdo do SD (teste t de Student.
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Figura 17. Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) nos dois dias consecutivos de registro (1°.
e 2°) para avaliacdo do tbnus simpético (bpm), tbnus vagal (bpm), frequéncia cardiaca intrinseca
(bpm) e razdo entre tonus simpatico (TS) e parassimpatico (TPS). Fémeas SD (n=7-8) e TG (n=10).
*p< 0,05 em comparagdo do SD (teste t de Student.
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Figura 18. Valores de tdnus simpatico, parassimpatico, frequéncia cardiaca (FC) intrinseca e a razéo
entre tdnus simpatico e parassimpatico. Animais SD (7-10) e TG (6-10), machos e fémeas. *p<
0,05 em comparagdo a fémeas ou machos da mesma linhagem; & em relacéo ao género oposto da
linhagem SD (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).

4.6 Determinacéo do Nivel de Angiotensinas no Plasma

A Tabela 2 e a Figura 18 mostram os resultados obtidos por espectrometria de massa
com relacdo a concentracdo plasmatica de angiotensinas em ratos SD e TG, machos e
fémeas. N&o houve diferenca nos niveis plasméticos de Ang-(1-7) entre as linhagens TG e

SD, tanto machos como fémeas. No entanto, observamos diferengas dentro das linhagens
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(Tabela 2 e Figura 18). As fémeas SD apresentaram maior concentracao plasmatica de Ang

I, Ang Il e Ang-(1-7) que machos SD. As fémeas TG apresentaram maior concentragéo

plasmética de Ang-(1-7) em relacdo aos machos TG, sem apresentar alteracdo significante

de Ang I ou Ang Il (Tabela 3 e Figura 17). Finalmente os machos SD apresentaram niveis

maiores de Ang-(1-5) em relacdo as fémeas SD e TG (Tabela 2 e Figura 18). N&o houve

diferenca nos niveis plasmaticos de Ang A ou Alamandina em ratos SD e TG, machos e

fémeas.
Tabela 2. Concentracdo plasmatica de angiotensinas (pg/ml) de animais SD e TG.
Ani- Ang | Ang 11 Ang-(1-7) Ang 1-5 Ang A Alamandina
Mais (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Machos 66,4+14,2 32,6+4,3 8,0+1,0 2,8+0,4 0,440,1 0,640,2
SD (n=16) (n=4) (n=5) (n=16) (n=28) (n=28)
Fémeas  371,5+30,6*#&  52,14#8,2&  19,5457* 0,1+0,1* 1,440,8 0,91_0,85
SD (n=2) (n=13) (n=3) (n=4) (n=4) (n=8)
Machos 76,8+15,6 15,4+3,5 8,5+1,7 1,30,4 1,040,3 0,91_0,83
TG (n="7) (=5  (n=5) (n=5) (n=7) (n=8)
Fé:éas 99,4+44,6 3224102  22.8+24*&  0,804& 0,8+0,5 0’7i_oé3
(n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=8)

Valores expressos como média £ EPM. *p< 0,05 em relacdo aos machos da mesma linhagem; #p<
0,05 em relagéo a femeas de linhagem diferente; &p< 0,05 em relagdo aos machos de linhagem

diferente (One-way ANOVA seguido do teste de Tukey).
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Figura 19. Concentracdo plasmatica de angiotensinas (pg/ml). Machos SD (n= 4-6), machos TG (n=
5-7), fémeas SD (n= 2-4) e fémeas TG (n=4-5). Valores expressos como média + EPM. *p< 0,05
em relacdo aos machos da mesma linhagem; #p< 0,05 em relagdo a fémeas de linhagem diferente;
&p< 0,05 em relagdo aos machos de linhagem diferente (One-way ANOVA seguido do teste de
Tukey).
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo procuramos ampliar o conhecimento sobre o papel da Ang-(1-7) a
partir da utilizacdo de animais transgénicos, desenvolvidos com a metodologia descrita por
Kats et al. (2001) e Methot et al. (2001) e utilizada anteriormente por pesquisadores do nosso
laborat6rio para produzir o rato transgénico TGA7-L3292 (SANTOS et al., 2004). O animal
TG do presente estudo, expressa um gene que codifica uma proteina de fusdo contendo a
sequéncia de Ang-(1-7), e esta associado a um promotor especifico, 0 GFAP humano. De
acordo com estudos anteriores, este promotor direciona a expressdo do gene, deixando-o
praticamente restrito as células gliais, o que resultaria na producéo e liberacdo do peptideo
principalmente no SNC (BRENNER, 1994).

No estudo com machos desta linhagem, no entanto, foi observado a expressao do
mRNA para 0 transgene e a proteina de fusdo em quase todos os tecidos avaliados. Alta
expressdo do transgene foi observada na aorta e &reas do cerebro, tais como, bulbo,
hipocampo, hipotalamo e cortex. Niveis baixos foram encontrados no pulmao, coracao, rim,
figado e adrenal (ALVES et al., 2021). Nos tecidos a expressao do mRNA estava em células
gliais e nas células endoteliais, o que explica a deteccdo do mMRNA na maioria dos 6rgaos
analisados. O GFAP foi utilizado como promotor para se produzir camundongos com
delecdo de genes especificos no cérebro (SINN & SIGMUND, 2000). Além disso, foi usado
para produzir o rato TG-AsAogen-L680, que expressa um gene antisense para 0 AOGEN no
cérebro, resultando na redugdo da producdo cerebral de AOGEN em cerca de 90%
(SCHINKE et al., 1999). E interessante notar quere alguma expressdo do transgene em
células endoteliais, também foi descrito nestes ratos TG-AsAogen-L680 (SCHINKE et al.,
1999). Além disso, estudo recente mostrou que células progenitoras GFAP-positivas podem
atuar como células-tronco para o desenvolvimento de mdsculo liso vascular e células

endoteliais em camundongos (OSMAN et al., 2020), o que pode explicar a presenca do
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transgene fora do cérebro. De fato, durante o desenvolvimento embrionario, GFAP é
expresso em células tronco multipotentes que dao origem a neurdnios e células da glia no
cérebro e medula espinhal (BAJENARU et al., 2002; ZHUO et al., 2001). Desta forma,
apenas com a dosagem dos peptideos no cérebro, vasos e tecidos de machos e fémeas, uma
lacuna do presente estudo, poderemos concluir em quais tecidos a Ang-(1-7) estd aumentada
neste animal TG. E importante mencionar que no estudo anterior (ALVES et al., 2021) foi
mostrado que os machos desta linhagem de transgénicos ndo apresentam alteracao dos niveis
plasmaticos Ang-(1-7), no entanto, apresentam aumento significante dos niveis desse
peptideo no cérebro sem alteracdo dos niveis de Ang Il. Assim esses animais transgénicos
representam uma ferramenta valiosa para investigar os efeitos a longo-prazo dos niveis
aumentados de Ang-(1-7) tecidual sobre o sistema cardiovascular. No presente estudo
realizamos a fenotipagem cardiovascular de fémeas desta linhagem TG, comparando com
machos da mesma linhagem.

Primeiramente, mostramos que as fémeas TG, da mesma forma que os machos,
apresentam PA mais baixa que animais controle SD. Este resultado foi obtido tanto por
pletismografia de cauda, que é uma técnica ndo invasiva de medida de PAS, quanto por
registro direto pela canulacdo da artéria femoral. O resultado obtido nos machos confirma
aqueles observados em estudo anterior realizado por Alves et al. (2021), que mostrou através
da tecnica de telemetria (registro de longa duragdo) que machos desta linhagem TG
apresentam valores de PAM menores que machos SD, tanto durante o periodo do dia como
0 da noite. Os resultados do presente estudo complementam e salientam que o aumento de
longa duracdo dos niveis teciduais de Ang-(1-7) promove reducdo da PA de forma
significativa. Deve ser ressaltado que este resultado é bastante significante considerando o

background normotenso do animal do qual os transgénicos foram desenvolvidos, ratos SD.
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O outro rato transgénico descrito na literatura que apresenta superexpressao de
Ang-(1-7) é 0 TGAT7-L3292 (SANTOS et al, 2004). Este animal também foi produzido pela
mesma metodologia, no entanto, em seu constructo ndo foi adicionado um promotor
especifico. No TGA7-L3292 o transgene se expressou nos testiculos, de maneira que a
proteina de fusdo produtora de Ang-(1-7) é formada neste tecido e o peptideo é liberado na
circulacdo. De fato, os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) sdo 2,5 vezes maiores nesses animais
do que em controles SD (SANTOS et al., 2004). Nenhuma expressdo de mRNA ou aumento
nos niveis de Ang-(1-7) foi detectado em outros tecidos de ratos TGA7-L3292, como rim,
glandula adrenal, pulmao, atrio, ventriculo, figado, cérebro e aorta. A diferenca importante
deste animal e o TG do presente estudo é que o TGA7-L3292 apresenta um fenotipo
normotenso semelhante ao rato SD, sugerindo que o aumento tecidual de Ang-(1-7) que
fornece fendtipo hipotenso.

Observamos também que as fémeas SD e TG apresentaram PA menor que 0s
machos da mesma linhagem. Estudos em animais e humanos mostraram diferencas nos
mecanismos responsaveis pelo controle da PA entre os sexos (ABDEL-RAHMAN;
MERRILL; WOOLES, 1994). Estudos mostraram que estrogénios, hormdnios sexuais
predominantemente encontrados nas mulheres, podem ter efeitos protetores sobre o sistema
cardiovascular em mulheres na fase reprodutiva, o que pode ajudar a manter a PA, em niveis
normais € menores que a dos homens (KNOWLTON; LEE, 2012; MENDELSOHN;
KARAS, 1999; PATTEN; KARAS, 2006; RECKELHOFF, 2018). Estudos mostraram
também que em comparacgdo a homens da mesma idade, as mulheres na pré-menopausa séo
menos propensas a desenvolver HA. No entanto, apds a menopausa, quando o0s niveis de
estrogénio diminuem significativamente, a incidéncia de hipertensdo aumenta em mulheres

e até supera a observada em homens (DOUMAS et al., 2013; HAY, 2016).
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Estudos mostraram também que em mulheres na pré-menopausa, altos niveis de
estrogénio podem atenuar tonicamente a sintese de aldosterona via receptores de estrogénio
do tipo B (ERP), contribuindo assim para manter a pressdo sanguinea normal (ROSSI;
CAROCCIA; SECCIA, 2019). No entanto, o aumento da PA apds a menopausa pode estar
relacionado em parte & perda da inibicdo da sintese de aldosterona resultante da queda nos
niveis estrogénio (ROSSI; CAROCCIA; SECCIA, 2019). Estudos mostraram que 0s homens
tém niveis de PA e aldosterona mais altos do que as mulheres, e que existe uma correlagédo
positiva entre os metabdlitos da testosterona, os niveis de aldosterona e a PA, além disso,
apos o inicio da puberdade, quando os niveis de androgenos comeg¢am a aumentar, 0S
meninos tem PA mais alta que as meninas na mesma idade (BACHMANN et al., 1987,
ELCARTE LOPEZ et al., 1993; MILLER; ANACTA; CATTRAN, 1999). E interessante
observar, por outro lado, que a reposi¢do hormonal nas mulheres ndo atenua o aumento da
PA pds-menopausa, € que nessa fase os androgénios ndo diminuem ou pouco se alteram
(RECKELHOFF, 2001). Assim os estudos mostraram que ndo apenas a auséncia de
horménios femininos, mas a presenca de horménios masculinos contribui para as diferencas
de género observadas na PA. Estudos mais recentes com o objetivo de identificar os
mecanismos envolvidos nas diferencas de género e HA apontam um papel importante para
0s rins, 0 SRA, a relaxina, e fatores relacionados a programacéo fetal e neonatal (AHMED
et al.,, 2019; RECKELHOFF, 2018). No entanto, estudos adicionais sdo ainda serdo
necessarios para estabelecer as melhores estratégias para se reduzir o risco de HA e as
subsequentes doengas cardiovasculares em ambos 0s sexos.

Uma observagdo importante para o presente estudo foi mostrar que a PAS néo
sofreu alteracdo de forma significativa nas fémeas, das duas linhagens, nas diferentes fases
do ciclo estral. Durante o ciclo estral ocorrem flutuagdes hormonais que podem influenciar

diversos sistemas fisioldgicos, incluindo a PA. Poucos estudos na literatura abordam a



55

relagdo entre as fases do ciclo estral e a PA. Estudo realizado por Takezawa et al., (1994),
através de medida de PA por telemetria por mais de 2 meses, observou uma pequena
diferenca da PA apenas durante o periodo noturno. Os autores descrevem que a PAM foi
maior na noite do proestro (103.8+1.3 mmHg) e na noite do estro (103.7+1.5 mmHg em
relagdo a noite do diestro 2 (101.8+1.2 mmHg). No entanto, a PA na noite na noite do
proestro ou estro ndo foi diferente da PA do diestro 1 (103+1.4 mmHg). Observando com
cuidado os dados da tabela apresentada no trabalho de Takezawa et al., 1994, pode se
concluir que a PA na noite do diestro € menor que das outras fases. Essas alteracfes da PA
com o ciclo estral desapareceram apds ovariectomia bilateral. De qualquer forma, esses
autores ndo observaram variagfes da PA durante o periodo do dia (TAKEZAWA et al.,
1994). Estudo mais recente de Ayala-Méndes et al. (2023) avaliou simultaneamente a PA,
através de pletismografia de cauda, e o ciclo estral em fémeas Wistar-Kyioto (WKY) e
espontaneamente hipertensas (SHR). Embora a PA das SHR de 16 semanas de idade ser
superior as das WKY de mesma idade, os autores ndao observaram diferencas da PAM, da
sistolica ou da diastolica ou da FC entre as diferentes fases do ciclo estral. Nossos dados
estdo de acordo com esses estudos, e sugerem que a comparacao dos diferentes parametros
analisados entre os animais, nao sofre interferéncia das variacGes hormonais decorrentes das
diferentes fases do ciclo estral.

Em relacdo a FC, os resultados obtidos no registro de curta duracdo mostraram que
as fémeas TG apresentaram FC superior tanto em relacdo as fémeas SD, quanto aos machos
TG. No estudo anterior conduzido por Alves et al. (2021), utilizando a técnica de telemetria,
0os machos TG apresentaram FC idéntica aos machos SD, porém no presente estudo,
utilizando registro de curto prazo os machos TG apresentaram aumento da FC quando
comparado aos machos SD. E importante considerar que varios fatores podem influenciar

essa diferenca de FC, incluindo o uso de registro de curta duracdo da presséo arterial, nos
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quais 0s animais podem ser submetidos a manipulagdo durante o processo, potencialmente
gerando algum nivel de estresse. Dessa forma, estudos futuros deverdo explorar esta
possibilidade através de registro de longo prazo e que imponha menor estresse ao animal,
como o registro de PA/FC por telemetria (BROCKWAY; MILLS; AZAR, 1991). Além
disso, é importante destacar que a regulacéo da FC é um processo multifatorial, influenciado
por VAarios sistemas e mecanismos, incluindo o sistema nervoso autbnomo (SNA) e
hormonal.

O papel SNA, composto pelo SNS e SNPS, ja é bem descrito na literatura e é o
principal mecanismo neural pelo qual a FC é controlada. O SNS intensifica o automatismo
cardiaco, aumentando a FC, enquanto o SNPS inibe, desempenhando um papel de
desaceleracdo da FC. O sistema cardiovascular é regulado por meio de a¢6es coordenadas
de vias neurais aferentes sinalizando distensdo dos grandes vasos e cAmaras cardiacas, e vias
eferentes que transmitem fluxos simpaticos e parassimpaticos para Orgdos terminais
cardiovasculares, como coracdo, rins e vasculatura. A regulacdo neural da FC é coordenada
por areas localizados no tronco cerebral, especialmente no bulbo, incluindo o nucleo motor
dorsal do nervo vago, nucleo ambiguo e area rostroventrolateral do bulbo. Informacdes
sensoriais provenientes dos barorreceptores (localizados nos seios carotideos e arco adrtico),
quimiorreceptores e receptores de estiramento cardiaco, sdo integradas no ndcleo do trato
solitario (NTS), que por sua vez envia projecdes para as areas bulbares relacionadas com a
modulacgéo da atividade dos SNS e SNPS, ajustando a FC de acordo com as necessidades do
organismo (MILLER, A. J.; ARNOLD, 2019).

No presente estudo foi analisado o indice da sensibilidade do controle barorreflexo
da FC. Observamos que ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
de animais TG em comparacdo aos SD para bradicardia barorreflexa. Esses resultados

também estdo de acordo com os obtidos em estudo anterior realizados apenas em machos
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das linhagens TG e SD (ALVES et al., 2021). Entretanto, esses resultados sdo contrarios aos
apresentados por outros autores que descreveram a melhora da SBR apds tratamento crénico
com Ang-(1-7) central em ratos com insuficiéncia cardiaca (ZEBRAL et al., 2020) e também
aumento da sensibilidade bradicardia barorreflexa pela microinje¢édo de Ang-(1-7) no NTS
em ratos normotensos (CHAVES et al., 2000), ou infusdo ICV em ratos normotensos
(CAMPAGNOLE-SANTOS e et al., 1992) ou hipertensos (GUIMARAES et al., 2012;
KANGUSSU et al., 2015). Além disso, estudos realizados em camundongos nocaute do
receptor MAS mostraram reducéo da SBR, implicando um papel protetor endégeno da Ang-
(1-7) sobre o tdnus autonémico cardiaco (DE MOURA et al., 2010). Consequentemente,
seria esperado que os animais TG que apresentam aumento no nivel de Ang-(1-7),
apresentassem aumento da sensibilidade da regulacdo reflexa da FC. Entretanto, é preciso
destacar que o fenotipo hipotenso destes animais poderia contrabalancear o efeito direto da
Ang-(1-7).

E interessante observar que as fémeas da linhagem TG, por outro lado,
apresentaram aumento da sensibilidade do controle barorreflexo da FC em comparacdo aos
machos da mesma linhagem. Embora as fémeas SD tenham apresentado tendéncia de maior
SBR em comparacdo aos machos SD, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.
Esses achados sugerem que as fémeas TG tém uma capacidade mais pronunciada de ajustar
a FC em resposta as variacOes da pressdo arterial. Estudos sugerem que essas diferencas na
SBR entre os sexos podem ser influenciadas por vérios fatores, incluindo diferengas
hormonais, e que o barorreflexo pode apresentar alteragdes ciclicas em fémeas devido as
flutuacGes hormonais que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (BROOKS et al., 2012).
Essas mudancas hormonais podem afetar a fungéo cardiovascular, incluindo a SBR. Estudos
anteriores mostraram que 0s estrogénios podem ter um efeito positivo na SBR, o que

significa que podem facilitar o controle do SBR as mudangas na pressao arterial (SAEKI et
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al., 1997; TANAKA et al., 2003). Nas mulheres a SBR sofre variagdo durante as fases do
ciclo reprodutivo, tendo aumento durante a fase lutea do ciclo menstrual, quando os
horménios gonadais (estrogénio e progesterona) estdo elevados (BROOKS et al., 2012,
GOLDMAN et al., 2009; MINSON et al., 2000). No entanto, em estudo realizado com ratas
submetidas & ovariectomia a variacdo da SBR foi abolida, isso porque, o perfil ciclico das
mudangas no SBR reflete as mudancas no estrogénio, o qual atua no tronco cerebral para
aumentar o SBR (BROOKS et al., 2012; GOLDMAN et al., 2009). Deve-se salientar que
apenas as fémeas TG apresentaram maior SBR que 0s machos TG, sugerindo uma interagao
entre a Ang-(1-7) e fatores hormonais nessas fémeas. Contudo, é importante realizar estudos
complementares para obter uma compreensao mais abrangente desse fendmeno e identificar
0S mecanismos subjacentes a essas diferencas na SBR existentes entre sexo/ género, tema
ainda escasso na literatura. O funcionamento dos barorreceptores arteriais pode ser
considerado um alvo terapéutico potencial para melhorar o prognéstico de pacientes com
doencas cardiovasculares, especialmente com uma abordagem personalizada para 0s
diferentes sexos/géneros.

Considerando o aumento da FC basal das fémeas TG, avaliamos a seguir possiveis
alteracdes do tdnus autondmico cardiaco. Observamos que as fémeas TG, bem como 0s
machos TG, ndo apresentaram diferencas estatisticas na FC intrinseca e no ténus autonémico
guando comparados aos respectivos grupos SD. As fémeas TG, no entanto, apresentaram
tébnus simpatico superior aos machos TG e SD. Este resultado esta de acordo com o maior
nivel basal de FC desses animais. Alves et al. (2021) apesar de ndo observarem diferencas
significativas da FC entre os machos TG e SD, demonstraram que, 0s machos TG
apresentam aumento do ténus simpatico cardiaco e periférico, o que esta de acordo com o

achado do presente estudo em fémeas TG.
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Este resultado contrasta com o fen6tipo hipotenso deste animal transgénico e com
estudos anteriores que mostraram que infusdo ou administracéo central (ICV) de Ang-(1-7)
reduz o balanco simpato/vagal cardiaco (KANGUSSU et al., 2015). Assim, estudos futuros
serdo necessarios para mostrar se 0 aumento da atividade simpatica esta relacionado a um
efeito estimulatério direto nas areas pré-motoras do SNS no SNC ou um efeito indireto
mediado pela menor PA do rato TG. Devera ser explorado também, qual o mecanismo
hemodindmico que determinou o fen6tipo hipotenso das fémeas TG. Alves et al. (2021)
mostrou que os machos TG apresentaram queda da resisténcia periférica total (RPT)
associado a aumento do indice cardiaco (IC). O maior IC ndo compensou a menor RPT o
que resultou em PA mais baixa nesses animais. Considerando a FC mais alta das fémeas
TG, é muito provavel que a menor PA destas também esteja relacionada a queda da RPT,
que por sua vez pode ser devido a um efeito direto da Ang-(1-7). Essa hip6tese depende da
demonstracdo de que as fémeas TG, expressam a proteina de fusdo no endotélio e que a
liberacdo de Ang-(1-7) estd aumentada no vaso. O mecanismo do efeito vasodilatador da
Ang-(1-7) ja foi largamente explorado na literatura, especialmente relacionado a liberacéo
de 6xido nitrico (SANTOS et al., 2018). Outro mecanismo hormonal vasodilatador que pode
estar contribuindo para a menor PA das fémeas TG é o peptideo natriurético atrial (ANP).
Alves et al. (2021), mostrou que os machos desta linhagem apresentam niveis plasmaticos
elevados de (ANP). Ja estd bem estabelecido na literatura a acdo vasodilatadora do ANP
(BRENNER et al., 1990). Animais transgénicos com aumento ANP circulante apresentam
fenotipo hipotenso e menor risco de desenvolver hipertensdo arterial (CANNONE et al.,
2013; ICHIKI, TOMOKO; BURNETT, 2017; NEWTON-CHEH et al., 2009). Embora
essas possibilidades ainda sejam especulativas considerando os dados do presente estudo, 0
aumento dos niveis de ANP no TG pode estar relacionado a agdo direta da Ang-(1-7) no

atrio direito ou a estimulagdo da liberacdo de ocitocina pelos nicleos paraventricular e
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supraoptico hipotalamicos (FELIX et al., 1991; SANTOS et al., 2018; SCHIAVONE et al.,
1988). Estudos mostraram que a oxitocina, por sua vez, induz a liberagdo de ANP
(GUTKOWSKA et al., 1997; HAANWINCKEL et al., 1995). Certamente estudos futuros
deverdo ser realizados confirmar essas hipoteses.

No presente estudo determinamos a concentracdo de angiotensinas no plasma dos
animais TG e SD, machos e fémeas, por espectrometria de massa. N&o observamos
diferencgas estatisticas significativas dos niveis de Ang-(1-7) circulantes entre os ratos TG e
SD. Embora esta conclusdo esteja baseada em um pequeno nimero de animais, esta de
acordo com estudos anteriores de Alves et al. (2021) e sugere que a inser¢ao do transgene
que leva a sintese de uma proteina produtora de Ang-(1-7) ndo altera os niveis plasmaticos
deste peptideo. Considerando que a expressdo do transgene foi dirigida pelo promotor
GFAP, espera-se que as fémeas apresentem, da mesma forma que os machos (ALVES et al.,
2021), aumento cerebral de Ang-(1-7). Etapas futuras deste trabalho deverédo confirmar esta
possibilidade.

E interessante observar que as fémeas SD apresentaram niveis plasmaticos de Ang
I, Ang Il e Ang-(1-7) maiores do gque os observados em machos, sugerindo uma ativacdo do
SRA circulante. Considerando que a razdo entre Angll/Angl e Ang-(1-7)/Angll das fémeas
SD néo foi diferente dos machos SD, é possivel que as fémeas apresentem aumento da
atividade da renina plasmatica ou dos niveis de AOGEN. Poucos estudos determinaram 0s
niveis de angiotensinas em fémeas. Estudos mostraram que fémeas apresentam aumento de
AOGEN relacionada a producédo de estrégeno, associado a reducéo da atividade da renina
plasmaética, reducéo da atividade da ECA, reducdo da expressao renal de receptor AT1 e
reducdo de aldosterona (FISCHER; BAESSLER; SCHUNKERT, 2002; GALLAGHER et
al., 1999; KOMUKAI; MOCHIZUKI; YOSHIMURA, 2010; SCHUNKERT et al., 1997).

Por ouro lado, machos apresentam aumento da atividade da renina plasmatica, aumento da



61

expressdo de receptor AT1, aumento da atividade de ECA2 (CHEN, Y. F.; NAFTILAN;
OPARIL, 1992; ELLISON et al., 1989; PENDERGRASS et al., 2008).

Estudos realizados em humanos mostraram que 0s niveis de prorenina e renina em
homens sdo significativamente maiores do que em mulheres. Além disso, mulheres sem
terapia de reposigdo de estrogénio também apresentam niveis significativamente maiores de
prorenina e renina do que mulheres com terapia de reposicao de estrogénio (DANSER et al.,
1998). O estrogénio diminui significativamente a atividade de ECA e atenua as acgdes de
Ang Il (BROSNIHAN et al., 1997; GALLAGHER et al., 1999). Além disso, estudos
mostraram que o tratamento cronico com estrogénio reduz a expressdo de receptores AT1
em diversos de tecidos, incluindo adrenal, rim, aorta, hipdfise e cérebro (SANDBERG; JI,
2003). Concomitante, estudos mostraram que a expressdo do mRNA para AT1 é maior na
aorta e nos vasos mesentéricos de machos do que de fémeas, também foi observado que
fémeas SHR que passaram por ovariectomia apresentaram expressao de mRNA para AT1
similar a dos machos, e o tratamento com estrogénio reverteu a superexpressao observada
(SILVA-ANTONIALLI et al., 2004).

As fémeas TG, entretanto, apresentaram apenas niveis aumentados de Ang-(1-7)
em relacdo aos machos TG e SD. Estudos realizados anteriormente por Sullivan et al. (2015)
demonstraram que mulheres exibiram maior concentracdo circulante de Ang-(1-7) em
comparagdo com os homens, enquanto os valores de Ang Il foram semelhantes entre os
grupos. Da mesma forma, Chappell et al. (2013) mostraram que ratas da linhagem Lewis
apresentam maior nivel de Ang-(1-7) no plasma que os machos. Os resultados do nosso
estudo estdo de acordo com o obtido por esses autores. Estudos futuros deverdo elucidar o
mecanismo envolvido no aumento isolado de Ang-(1-7) nas femeas TG. As diferencas nos
niveis de angiotensinas, principalmente da Ang-(1-7), no plasma entre machos e fémeas

pode ter implicagdes importantes na fisiologia cardiovascular e na fisiopatologia das doencas
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cardiovasculares. No entanto, é necessario aumentar o n amostral e determinar a atividade
das principais enzimas do SRA, renina, ECA e ECAZ2 e a expressédo dos receptores MAS e
AT1 para que se possa compreender completamente 0s mecanismos subjacentes a essas

diferencas e seu impacto na sadde cardiovascular.

Em sintese, os resultados obtidos no presente estudo mostram que ratos TG7371,
machos e fémeas, que apresentam uma proteina de fusdo produtora de Ang-(1-7) sob a
regulagdo do promotor GFAP, tem PA mais baixa em comparagdo com 0s ratos
normotensos, machos e fémeas, da linhagem SD. No entanto, ndo foram observadas
alteracbes no controle barorreflexo ou autonémico cardiaco que pudessem explicar essa
alteracdo na PA basal. Assim, estudos futuros deverdo abordar os mecanismos exatos pelos
quais a Ang-(1-7) influencia a pressao arterial nesta linhagem de rato transgénico. Da
mesma forma, sera necessario medir os niveis de angiotensinas em diferentes tecidos, como
cérebro e vasos, bem como identificar as areas do tecido ou células onde a expressao da
proteina de fusdo apresenta-se aumentada. No presente estudo apresentamos a
caracterizacdo fenotipica cardiovascular de ratas TG7371, Unico modelo de animais
transgénicos com superexpressdao de Ang-(1-7) e que apresentam PA mais baixa.
Considerando o “background” genético de animal normotenso, este ¢ um resultado bastante
relevante e torna este animal um modelo interessante para se estudar o efeito do aumento
tecidual de longo prazo da Ang-(1-7) na fisiopatologia e tratamento de doencas
cardiovasculares. E importante salientar que estudos realizados em ambos o0s sexos, fémeas
e machos, poderdo identificar possiveis disparidades de resposta e permitir o
desenvolvimento de estratégias farmacolOgicas adaptadas a cada sexo. Certamente esses
estudos contribuirdo para um tratamento mais eficaz e personalizado da HA e das DCV em

homens e mulheres.
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