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Resumo

O estudo presente visou estabelecer a possivel interacdo entre a angiotensina-
(2-7) [Ang-(1-7)] com o isoproterenol, um agonista 3 adrenérgico, na producao
do aumento da contratilidade miocardica de coracgdes isolados de ratos adultos.
Coracdes de ratos foram perfundidos de acordo com o Sistema de Langendorff.
Foram inicialmente usados bolus de isoproterenol, aplicados lateralmente a
fixacdo adrtica. Apés um periodo de estabilizacéo, foi entdo aplicada infusédo de
solucdo de Angiotensina(1-7) por 10 minutos e, entdo, novo bolus de
Isoproterenol. Foram entdo registrados os dados de frequiéncia cardiaca e forca
de contracdo, com intervalos de 15 segundos, em seis tomadas. Foi utilizado o
programa do Biopac® System. Como ja era esperado, de trabalhos anteriores
de diversos autores, a aplicacdo da Ang-(1-7) isoladamente nao produziu
modificacdo significativa nos parametros contrateis ou da frequéncia cardiaca.
Mas foi encontrado aumento proporcional da for¢ca de contracdo produzida pelo
Isoproterenol apo6s aplicacdo da Ang-(1-7). Para comparar a acao
adrenérgica, foi feito pre-tratamento com atenolol, um [(-blogueador, que
bloqueou o aumento da forca contratil implementada pelo Isoproterenol. O A-
779, um antagonista da Ang-(1-7), impediu os resultados de aumento da
contratilidade observada apés a infusdo da Ang-(1-7). Houve aumento discreto
da frequéncia cardiaca apos o Isoproterenol, mas ndo houve diferenca

significativa apds a aplicacdo da Ang-(1-7) mais o Isoproterenol.

Estes dados sugerem haver uma potencializagdo dos efeitos do isoproterenol
sobre a forca de contracdo miocardica, pela Ang-(1-7) e, talvez, uma interacao
entre receptores [ adrenérgicos e receptores Mas, especifico para a
Angiotensina(1-7).

Palavras-chave:Angiotensina(1-7);Sistema Renina-Angiotensina;lsoproterenol;
Contratilidade miocardica.



Abstract

The present study was designed to establish the possible interaction between
the Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] with isoproterenol, B adrenergic agonist, in the
production of increased myocardial contractility of isolated hearts of adult rats.
Hearts were perfused according to Langendorff preparation. It was used first
bolus of isoproterenol, laterally to the aortic clamp. After a stabilization period, it
was then applied a infusion of a Angiotensin(1-7) solution, for 10 minutes, and
than another bolus of Isoproterenol. The values of contraction force and heart
rate were registered, each 15 seconds, in six samples. It was used the
Biopac®System sofftware. As reported by many studies of other authors, the
Ang-(1-7) alone does not produce important modification in force or heart rate
values. But it was found proportional increase of contractil force induced by
isoproterenol after Ang(1-7) application. To compare 3 adrenergic action, it was
used pre-treatment with atenolol ( B blocker), with prevention of the increased
contraction force implemented by Isoproterenol. It was used A-779, a Ang-(1-7)
antagonist. It prevented the isoproterenol action after Ang-(1-7). There was a
discret increase in cardiac heart rate after isoproterenol treatment, but no
significative difference was found with Ang(1-7) and Isoproterenol combination.
These data suggest that Ang-(1-7) exerts a potentialization over the
isoproterenol action by increasing the myocardial contraction force and, maybe,
a interaction between B receptors and receptor Mas, the specific receptor for

Angiotensin(1-7).

Keywords: Angiotensin (1-7); Renin-Angiotensin System; Isoproterenol;
Myocardial Contractility.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

7

O coragdo, como oOrgdo central do sistema cardiovascular, € o responsavel pela
manutencdo do fluxo sanguineo a todos os tecidos do corpo humano. Logo, faz-se
necessaria uma rede extremamente complexa e organizada de controle da funcéo
cardiaca para que Orgaos vitais ndo sofram os impactos diretos das constantes
oscilacbes da presséo arterial sanguinea. Deficiéncias nos mecanismos de controle da
contratilidade cardiaca estdo diretamente relacionadas a uma série de patologias
cardiovasculares como a hipertensdo, o diabetes, a insuficiéncia cardiaca, dentre
outras. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam que s6 no ano de
2002, 140 mil pessoas morreram diretamente de doengas cardiacas no Brasil. Este
nimero torna-se ainda mais alarmante em paises como a india, onde mais de 1,5

milhdo de pessoas morreram de problemas cardiacos no mesmo ano. Pesquisa
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realizada por cientistas indianos e canadenses, e publicada na revista Lancet, mostram
que doencas cardiacas sdo a maior causa de mortalidade em todo o mundo e foram
responsaveis, em 2001, por 7,1 milhdes de mortes - 80% delas em paises em
desenvolvimento ( BBC-Brasil, 2001).

Doencas cardiacas e acidentes vasculares cerebrais, juntos, sdo responsaveis por
aproximadamente 17 milhées de oObitos por ano no mundo. Estimativas ainda da OMS
sugerem gue este numero suba para 20 milhdes de Obitos em 2020 e 24 milhbes de
Obitos em 2030. Neste contexto, o entendimento dos complexos mecanismos da
fisiopatologia cardiaca € crucial para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.

Grande parte destas estratégias adotadas hoje na prética clinica para o tratamento de
doencas como a hipertensao, a insuficiéncia renal e a insuficiéncia cardiaca envolve a
utilizacao de drogas que atuam sobre o sistema renina-angiotensina e sobre o sistema
nervoso simpatico. Assim sendo, € de primordial importancia o real entendimento de
como estes sistemas regulam as vérias vias determinantes da homeostasia e patologia

cardiovasculares.

1.1 O Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha um papel de fundamental
importancia na homeostase da presséo arterial, da perfusao tecidual e do volume extra-
celular. Suas funcdes devem-se basicamente a Ang Il, a qual € formada por uma série
de clivagens proteoliticas de seus precursores. Esta via é iniciada pela producédo e
liberacdo controlada de renina pelos rins. Apesar do descobrimento da renina ha mais

de um século, s6 nos uGtimos 30 anos o SRA foi reconhecido como sendo de
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fundamental importancia para a homeostase corporal, tendo em vista sua imensa

participacdo no controle da funcéo fisiologica e de desordens cardiovasculares e renais.

Em uma visdo classica, a renina (enzima armazenada na forma de granulos e
posteriormente liberada pelas células justaglomerulares renais) cliva o
angiotensinogénio (globulina liberada pelo figado) em um decapeptideo, a angiotensina
I (Ang 1) que, por sua vez, é clivado em angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora
de angiotensina (ECA). A ECA é responsavel pela remocdo de um dipeptideo C-
terminal da Ang | para formar o octapeptideo Ang I, biologicamente ativo. A ECA € uma
exopeptidase ancorada a membrana celular de varios tipos celulares incluindo as
células endoteliais (principalmente da circulacdo pulmonar), células epiteliais de
microvilosidades e células neuro-epiteliais. Além da quebra da Ang I, a ECA também
metaboliza outros peptideos como a bradicinina e a kalidina. Outros peptideos também
sdao comumente formados pelo SRA, como a Ang Ill (Angio-(2-8)) e Ang IV (Angio-(3-
8)), apos clivagens da Ang Il por aminopeptidases. A Ang IV (Ang-(3-8)) é um
hexapeptideo formado pela quebra da Ang lll. Especula-se que os efeitos da Ang IV
sejam sinérgicos aos efeitos da Ang Il. Dentre os receptores descritos classicamente no
SRA, destacam-se o0s receptores para a Ang Il — receptores AT; e AT,. Os receptores
AT, sao os receptores cujas fungbes sdo as mais bem estabelecidas. Os trabalhos na
literatura demonstram que a maioria das acoes fisioldgicas e fisiopatoldgicas da Ang Il
sdo mediadas pelos receptores AT;. Dentre estas acdes, podem-se destacar:
vasoconstriccdo, aumento na pressao arterial sisttmica, aumento na contratilidade
cardiaca, ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico e aumento da reabsorcéo
tubular de sodio. Carey et al., (2003).

Por uma visdo atual o SRA é o principal agente regulador da presséo arterial basal
sendo composto por peptideos vasoativos com ac¢des hipertensivas e anti-hipertensivas
gue agem de modo endocrino, paracrino e autocrino Santos et al., (2000); Santos et al.,
(2005); Silva et al., (2007); Simdes e Silva et al., (1997) (Figura 1). Por esta visdo mais
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moderna, acredita-se que a pro-renina/renina, além de atuar na clivagem do
angiotensinogénio a Ang |, atue via receptores de pré-renina/renina e ativando a via
ERK1/2 Além disso, surgem outras vias de formacéo de Ang Il independente da ECA,
envolvendo a catepsina G, a tonina, a quimase, a enzima geradora de Ang Il sensivel a
guimostatina (CAGE) e o ativador de plasminogénio tecidual (TPA) Contudo, surge,
ainda, uma via que tem se mostrado de fundamental importancia para a manutencao da

homeostase cardiovascular — o eixo Ang-(1-7)-receptor Mas.

Angiotensionogénio

\

Angiotensina |l - Angiotensina (1-9)

I\ |

Angiotensinalv | 4mm | Angiotensina || | wmmmp l«nglotensnna-u-n

: M

AT:

Mas

Figura 1. llustracao da cascata classica (em azul) e moderna (em preto) do SRA. Pela via classica, a
renina, secretada normalmente em resposta a uma série de estimulos, quebra o angiotensinogénio no
decapeptideo Ang I, o qual é convertido a Ang Il por acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) e
da quimase. A Ang ll, por sua vez, é metabolizada a Ang IV por agdo de aminopeptidases. Pela via
moderna, surge a Ang-(1-9), um produto da clivagem da Ang | pela ECA2. Surge entdo a Ang-(1-7),
originada a partir da clivagem da Ang Il pela ECA2, PEP e PCP, a partir da clivagem da Ang-(1-9) pela
ECA ou NEP, ou ainda a partir da clivagem da Ang | pela PEP e NEP. ECA: enzima conversora de
angiotensina; Ang: angiotensina; PCP: prolilcarboxipeptidase; NEP: endopeptidase neutra; PEP:
prolilendopeptidase ; AP: aminopeptidases (Santos et al., 2005).
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A Ang-(1-7) ndo é originada pela ECA somatica. Acredita-se que as principais vias de
sintese da Ang-(1-7) sejam as endopeptidases (prolilendopeptidase - PEP;
endopeptidase neutra - NEP) e, sobretudo, a enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2), enzima recentemente descoberta e parcialmente analoga a ECA. No sistema
cardiovascular, a ECA2 é predominantemente expressa no endotélio vascular e no
coracdo. E de responsabilidade da ECA2 grande parte da producdo de Ang-(1-7) a
partir da Ang Il.

Muitos estudos mostraram que os efeitos da Ang-(1-7) ndo sao abolidos pelo bloqueio
dos receptores AT1 e AT2, sugerindo a existéncia de um receptor especifico para a
Ang-(1-7) Benter e cols, (1993); Porsti e cols, (1994); Brosnihan e cols, (1996).

Recentemente, a utilizacdo de um antagonista sintético dos efeitos da Ang-(1-7), o D-
[Ala’]-Ang-(1-7) (A-779), forneceu evidéncias da existéncia de um receptor para a Ang-
(1-7), diferente dos receptores AT, e AT,. Em 2003, Santos e cols identificaram este
receptor como sendo o receptor Mas. Santos e cols, (1994); Tallant e cols, (1999).
Estes resultados foram confirmados pela auséncia dos efeitos da Ang-(1-7) em

camundongos knockout para o receptor Mas.

1.2 Papel da Ang Il no coracéao

Muito se tem estudado sobre os efeitos diretos da Ang Il no coragcdo. Trabalhos
demonstram que a Ang Il possui efeito hipertréfico sobre células musculares lisas
vasculares (Sadoshima et al., 1993b; Sadoshima et al., 1993c; Zhang et al., 2005),
efeito indutor de proliferacdo de fibroblastos Higashi et al., (2003); Mokni et al;
Sadoshima et al., (1993b) além de induzir hipertrofia dos midcitos cardiacos através da
ativacdo dos receptores AT; (Reiken et al., (2003); Sadoshima et al., 1993a; Sadoshima
et al.,, (1993b). Varios trabalhos demonstram que o aumento crénico dos niveis

circulantes de Ang Il aumenta de maneira consideravel a concentracdo de colageno
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cardiaco, relacionando-se diretamente a uma perda na eficiéncia miocéardica.
Comumente este efeito € inibido pelo antagonismo dos receptores AT;. Além disso, a
Ang Il promove acentuada vasoconstricdo coronariana, contribuindo para a instalacéo e

severidade das arritmias cardiacas Ferreira et al., (2001).

Dois tipos principais de receptores estdo relacionados aos efeitos da Ang Il: receptores
AT; e AT, cuja distribuicdo € ampla e heterogénea. Sabe-se que os dois receptores sao
responsaveis por acfes completamente diferentes desde o0s mecanismos de
sinalizacdo até seus efeitos bioldgicos finais (Ardaillou, (1998); Ardaillou et al., (1999);
Castro et al., (2005); Chansel et al., (1996).

O receptor AT, é um receptor acoplado a proteina G. Sua via de sinalizacdo envolve as
fosfolipases A, C e D, inositol fosfato, canais para calcio e uma variedade de kinases
Unger, (2002). O receptor AT, é encontrado em 6rgéos e tecidos envolvidos no balango
eletrolitico e regulacdo da pressdo sanguinea, como glandulas adrenais, células do
musculo liso vascular, rim e coracéo. E através da ligacdo ao receptor AT; que a Ang I
exerce seus efeitos sobre o crescimento e proliferacdo de células do musculo liso
vascular. Além disso, estad implicado em varias doencas cardiovasculares, renais e
cerebrais, tais como hipertrofia do ventriculo esquerdo, hipertrofia da camada média
vascular, arritmias cardiacas, aterosclerose e glomerulosclerose Rosenstiel et al.,
(2002); Unger,( 2002).

O receptor AT, € também uma proteina transmembrana e possui certo grau de
homologia com o receptor AT;. Eles estdo muito presentes nos tecidos durante o
desenvolvimento fetal e sua expressao é reduzida em tecidos adultos. Nestes, estdo
expressos em maior concentragcdo na medula adrenal, Gtero, ovarios, endotélio vascular
e areas especificas do cérebro. Sua expresséo esta também elevada na insuficiéncia
cardiaca, nos processos de reparo apoés infarto, em lesdes de pele e no sistema

nervoso. Logo, o receptor AT, parece estar envolvido no controle da proliferacéo e
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diferenciacdo celular, angiogénese, regeneracao tecidual e apoptose Rosentiel et al.,
(2002); Unger, (2002).

1.3 Angiotensina (1-7)

A Ang-(1-7) € um heptapeptideo, com a seguinte sequéncia de aminoacidos: Asp-Arg-

Val-Tyr-lle-His-Pro. As principais vias de sintese sdo as seguintes:

o Acéo da endopeptidase neutra sobre a Ang |.

o Acéo da prolil endopeptidase sobre a Ang |.

o Acao da enzima conversora da angiotensina sobre a Ang-(1-9).
o Acédo da endopeptidase neutra sobre a Ang-(1-9).

o Acédo da enzima conversora da angiotensina 2 sobre a Ang Il.
o Acédo da enzima prolilendopeptidase sobre a Ang I
o Acéo da prolilcarboxipeptidase sobre a Ang Il

A Ang-(1-7) € um dos mais recentes membros do SRA e reconhecido como dos mais
importantes, visto que diversos estudos reconhecem possiveis acfes terapéuticas.
Santos R.A.S. et. al., (2005). A liberagéo de éxido nitrico (NO) e prostaglandinas (PGI2)
levando a vasodilatacao, a inibicdo da proliferacéo celular, em contrario a acdo da Ang
Il, e a inibicdo da trombogénese, Rajendran S, et.al., (2005; Kucharewicz I. et. al.,

(2002) estao entre as suas propriedades.
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A sintese da Ang-(1-7) € controlada por algumas enzimas que estdo presentes na
circulacao e em alguns tecidos Welches et al., (1991); Yamamoto et al., (1992), como ja
comentado. Uma nova via de formacao da Ang-(1-7), por acdo da enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA 2) Donoghue et al., (20000; Crackower M.A. et. al., (2002) foi
apresentada recentemente. A ECA 2 converte Ang | em angiotensina-(1-9), que pode
ser posteriormente convertida em Ang-(1-7) por acdo da ECA ou de outras peptidases
Donoghue et al.,(2000). A Ang Il também pode ser convertida em Ang-(1-7) através da
ECAZ2 Vickers et al., (2002). Normalmente as concentragfes plasméaticas da Ang-(1-7)

sdo similares as da Ang Il. Santos et al., (1996).

A Ang-(1-7) apresenta acBes tanto centrais quanto periféricas podendo ser
concordantes, opostas ou diferentes das induzidas pela Ang Il. Santos et al., (2000);
Ferrario et al., (1990).) O controle do balanco hidroeletrolitico Santos et al., (1996) é um
dos processos nos quais esta envolvida a ang-(1-7). Promove ainda inibicdo da
proliferacdo de células musculares lisas vasculares. Freeman et al., (1996;), inibe
também o crescimento de midcitos cardiacos, contrapondo-se a remodelacéo

miocardica. Tallant et al.,( 2005).

A descoberta do receptor especifico, mediando as acdes da Ang-(1-7) in vivo, Receptor
Mas, permitiu diversos experimentos, demonstrando muitas de suas acoes,
especialmente na funcdo cardiaca. A Ang-(1-7) aumenta a sensibilidade do
barorreceptor Campagnole-Santos e cols, (1992) e potencializa o efeito vasodilatador
da bradicinina Paula e cols, (1995); Abbas e cols, (1997); Fernandes e cols, (2001) e do
oxido nitrico. Porsti e cols, (1994); Brosnihan e cols, (1996); Machado e cols, (2001);
Heitsch e cols, (2001). Em coracgdes isolados de camundongos Knockout para Receptor
Mas foram encontradas baixa tenséo sistolica, maior resisténcia vascular coronariana e,

ao EcoCG, significante reducéo da fracdo de encurtamento (Santos et al, 2003).
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A microinfusao de Ang-(1-7) na regido da medula ventro lateral rostral (RVLM) reproduz
aumento da presséo arterial e taquicardia. Porém, na regido da medula ventro lateral
caudal (CVLM), a Ang-(1-7) provoca queda da pressao arterial e da frequéncia cardiaca
(Silva et al., 1993).

1.4 A Ang-(1-7) e o coracéao

Sao conhecidos varios efeitos da Ang-(1-7) no coragdo. A Ang-(1-7) inibe os efeitos
ritmogénicos e proliferativos da Ang Il, reduz as arritmias cardiacas pos-
isquemial/reperfusdo e melhora a contratilidade cardiaca também pés-isquemia Ferreira
et al., (2001); Santos et al., (2000); Santos et al., (2006); Santos et al., (2003). Além
disso, a Ang-(1-7) retarda o processo de faléncia cardiaca pés-infarto do miocardio.
Apesar de muito se especular, ndo se sabe exatamente como a Ang-(1-7) antagoniza

os efeitos da Ang Il.

Acredita-se que a Ang-(1-7) promova uma potencializacdo da vasodilatagdo
coronariana via bradicinina Almeida et al., (2000), aumento da eficiéncia da
contratilidade cardiaca. Ferreira et al., (2001); Sampaio et al., (2003), reducdo das
concentracbes de Ang Il no miocardio Zisman et al., (2003b) e down-regulation dos
receptores AT;. Tallant e Cols (2005) demonstraram o efeito inibitério da Ang-(1-7)
sobre o crescimento de cardiomidcitos. Tal efeito foi mediado pelo receptor Mas, o qual

modulou a atividade das MAPKs envolvidas na hipertrofia cardiaca.

Tendo em vista a dificuldade de se diferenciar se as alteracées em 6rgaos especificos

como o coracao eram decorrentes dos efeitos diretos dos peptideos angiotensinérgicos
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ou resultado de alteracdes hemodinamicas, Methot et al.(1997) desenvolveram um
novo método para o estudo do SRA. Conseguiram com que um determinado 6rgdo
funcionasse como produtor de determinado peptideo do sistema, com liberacéo
continua na corrente sanguinea. Utilizando-se desta metodologia, Santos et al. (2004)
criaram um animal que superexpressa a Ang-(1-7). A expressdo do transgene para
Ang-(1-7) nesses animais mostrou-se restrita aos testiculos. Esse 6rgdo passou a
funcionar como uma fonte secretora localizada a qual esta oferecendo uma continua

producado desse peptideo.

Estes animais que superexpressam a Ang-(1-7) — [TGR A1-7(3292)] - apresentaram
aumento de Ang-(1-7) nos testiculos por volta de 4,5 vezes com um aumento dos niveis
plasmaticos de aproximadamente 2,5 vezes sem diferenca artério-venosa. Nos demais
orgdos ndo houve aumento deste peptideo Santos et al., (2004). Estes animais
tornaram-se uma importante ferramenta para o estudo dos efeitos cronicos da Ang-(1-7)
em diversos 0Orgaos e, principalmente no coracdo. Estes ratos demonstraram uma
diminuicdo das arritmias de reperfusdo em coracdes isolados, uma melhora na funcéo
cardiaca apdés isquemia-reperfusdo e maior frequiéncia cardiaca. Andlises de telemetria
demonstraram auséncia de alteragcdes na PAM, PAS e PAD, elevacdo da freqiiéncia

cardiaca durante os periodos diurno e noturno Santos et al., (2004).

Existem varias evidéncias de que a Ang-(1-7) desempenha um papel cardioprotetor. A
maioria dos estudos para avaliacdo das acdes da Ang-(1-7) sobre a contracdo cardiaca
foram realizados associados ao aumento agudo desse peptideo. Os ratos TGR (Al-7)
3292 representam uma ferramenta util para o estudo dos efeitos do aumento crénico da

Ang-(1-7) em distarbios cardiovasculares.
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1.6 Sistema Nervoso Autbnomo

O sistema nervoso simpatico desempenha um importante papel no controle da pressao
arterial e da funcéo cardiovascular como um todo, especialmente em situacdes de
alteracdo da pressdo arterial ou de disfuncdo miocardica. Envolvidos em seus
mecanismos de a¢do estdo os receptores B adrenérgicos, que serdao um dos alvos do

nosso trabalho.

Os receptores B séo subdivididos em 31 adrenérgico (1-AR), (prevalente no miocardio
e responsavel pelo inotropismo e cronotropismo positivos) e B2 adrenérgico(f2-AR)
(prevalente nos musculos lisos e esqueléticos, responséavel pelo relaxamento muscular).
Esta classificacdo foi baseada em diferencas na poténcia dos agonistas adrenalina e
noradrenalina. Estas catecolaminas tém poténcia semelhante na ativacdo de B1-AR,
mas a adrenalina € mais potente do que a noradrenalina em ativar f2-AR. Sabe-se,
atualmente, que ja foram descritos e clonados outros subtipos de Receptores .
Lusiane M Bendhack (2006).

A sinalizagao [B-adrenérgica é uma importante via envolvida na regulacdo da

2+]i

mobilizacdo da [Ca em miocitos cardiacos. Agonistas e antagonistas destes

receptores tém sido comumente utilizados na terapia cardiaca. Receptores f3-

26



bY

adrenérgicos sao receptores acoplados a proteina G. Sua ativacdo pode levar a
ativagdo da enzima adenilato ciclase, que atua na conversdo da molécula de trifosfato
de adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Aumento nos niveis
intracelulares de AMPc levam a ativacdo da proteina quinase A (PKA) que pode
fosforilar tanto canais para calcio quanto proteinas envolvidas no controle da liberacdo
de célcio do reticulo sarcoplasmatico (RyR e fosfolambam), culminando em um

aumento na [Ca®"];.

) sl

Adenylate —

cyclase

SERCA RyK

Figura 3. Regulagcdo B-adrenérgica da mobilizagdo de céalcio em midcitos cardiacos. Gs: proteina G
estimulatéria; ATP: trifosfato de adenosina; PKA: proteina quinase A; PL:

Os B-AR séo ligados a proteina G e apresentam sete dominios transmembrana. Cada
um dos sete residuos hidrofébicos de aminoacidos atravessa a membrana e a porgéo
N-terminal do receptor € exposta na por¢cao extracelular, enquanto a por¢dao C-terminal
é interna a membrana plasmatica. Os B-AR, associados a proteina G, ativam a
Adenilciclase, resultando na producédo do AMPc. A proteina G faz parte de uma familia
de proteinas homodlogas e triméricas, consistindo de trés subunidades designadas alfa,

beta e gama. Os receptores 1, especificamente, sdo os responsaveis pela sinalizacao
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nas principais fungbes cardiovasculares, entre elas, aumento do débito cardiaco,
através do aumento da frequéncia cardiaca e do aumento do volume sistélico (fracao
de ejecdo), liberacdo de renina nas células justaglomerulares e lipolise no tecido

adiposo.

Assim, neste trabalho objetivamos avaliar a interacdo entre o0 SRA e o SNS sobre o
inotropismo cardiaco em ratos normais Sprague-Dawley, Wistar e ratos transgénicos
TGR (A1-7)3292, que superexpressam Ang-(1-7).

1.5 Isoproterenol

O isoproterenol € um agonista 1 e B2, promovendo aumento do volume de ejegao
sistélica, do débito cardiaco e da frequéncia cardiaca, tendo pouco efeito na pressao

arterial média.

O seu uso priméario € nos bloqueios A-V ou nas bradicardias. Ativando os receptores B-
1 cardiacos, tem efeitos cronotropico, inotrépico e dromotrépico positivos. E um potente

vasodilatador pulmonar e também broncodilatador.
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Figura. 2 — Formula bésica do Isoproterenol

Agonista de acao direta, estimula predominantemente receptores 31 e 32 adrenérgicos;
sua acao nos receptores alfa é insignificante. E muito utilizado nos trabalhos em que se

usa modelos de hipertrofia miocérdica.

E metabolizado pela catecol-O-metiltransferase (COMT), mas ndo sofre acédo da
monoaminaoxidase (MAO), seu tempo de acao é rapida, pois quando administrado por

via oral ou parenteral é rapidamente metabolizado pela enzima.

Aumenta a taxa de contracdo, aumenta a frequéncia cardiaca ( efeito cronotrépico
positivo), devido a permeabilidade para o influxo de sédio e calcio, hA um aumento na

despolarizacao, a fase de repouso para células cardiacas esta prolongado.

Atua sobre os receptores 3 2 causando vasodilatagao, a pressao diastolica cai, o débito
cardiaco eleva-se em consequéncia do retorno venoso, o débito cardiaco é exacerbado

pela acao inotropica positiva e pela acdo cronotropica positiva.

Ativando 32 causa relaxamento da musculatura lisa. Estimulando 1, ativa a lipase pela
acdo de AMPc, com degradacdo de triglicerideos em glicerol mais acido graxo.
Glicogendlise no figado aumento com estimulo de B2 que determina a liberagao de
glicose na circulacdo, causando hiperglicemia.
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O Isoproterenol é muito empregado em estudos de hipertrofia miocardica. Os estudos
de Framinghan ( Marcus Vinicius Simdes, André Schmidt. Hipertensdo arterial como
fator de risco para doencas cardiovasculares. Medicina, Ribeirdo Preto, 29: 214-219,
abr./set. 1996.) conferiram a hipertrofia miocardica papel de indicador de risco de
morbimortalidade cardiovascular de grande relevancia, talvez, até maior que os fatores
de risco tradicionais, como tabagismo, dislipidemiase hipertenséo arterial sistémica. A
hipertrofia miocéardica induzida pelo ISO ndo € homogénea. Alguns coracfes tém
alteracdes pouco expressivas; outros tém comprometimento das fungdes sistdlica e
diastélica. A hipertrofia miocérdica reduz a capacidade de gerar forca e aprimora a
capacidade em variar pressdo por aumento da relacdo massa/volume. Ha também,
comprometimento da complacéncia ventricular e da rigidez muscular. Paulo J.F.Tucci
(2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar possivel interagdo entre o SRA e o S. Adrenérgico na atividade
cardiovascular de ratos Wistar e TGR(A1-7)3292.

2.2 Objetivos Especificos
e Auvaliar o efeito da Ang (1-7) sobre a tensao sistolica;

e Auvaliar o efeito potencializador da Ang-(1-7) sobre o aumento da tenséo sistélica
em coracgdes isolados de ratos Wistar tratados com Isoproterenol;

e Avaliar o efeito potencializador da Ang-(1-7) sobre o aumento da tenséo sistélica
em coracdes isolados de ratos TGR (A1-7)3292 que super-expressam Ang-(1-7) e
tratados com Isoproterenol;

e Avaliar in vivo a interacdo entre a Ang-(1-7) e o Isoproterenol nas funcdes
cardiovasculares, através do EcoCardiograma;

e Avaliar a interacdo da Ang-(1-7) e o Isoproterenol sobre a concentracéo
intracelular de Calcio e de AMPc em cardiomiocitos de ratos recém-natos, através da
citometria de fluxo;

e Avaliar a interagdo da Ang-(1-7) e o isoproterenol na concentragao intracelular de

célcio em cadiomiocitos de ratos adultos, através da técnica do Confocal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, provenientes do CEBIO, ratos Sprague Dawley
(SD) e ratos transgénicos da linhagem [TGR(A1-7)3292, com idades de 12-14
semanas, pesando 280-300g, em grupos com N=5, provenientes do Biotério de Animais
Transgénicos do Laboratorio de Hipertensdo - Departamento de Fisiologia e Biofisica —
ICB-UFMG. Os ratos TGR(A1-7)3292 sao caracterizados por apresentarem um
aumento crbénico nos niveis circulantes de Ang-(1-7). Santos et al, (2004). Os
procedimentos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica Animal —
CETEA - UFMG.

3.2 Medidas da tensédo sistélica em sistema de Langendorff para perfusao

cardiaca

3.2.1 Procedimentos de eutanasia e coleta do coragao

Foi administrada uma dose do anticoagulante heparina (100 Ul/Kg) por via intra-
peritonial, 10 minutos antes do sacrificio por decapitacdo em guilhotina. O bloco
coracao-pulmdes foi exposto por toracotomia bilateral realizada através de seccéo das
costelas bilateralmente. Apés secgdo dos vasos da base do coragdo, o mesmo foi
removido e colocado imediatamente em uma placa de Petri contendo solugéo de Krebs-

Ringer (Tabela 1) a 4°C, aerada com mistura carbogénica (95% de O, + 5% de CO,). A
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reducdo da temperatura faz-se necessaria para se reduzir o metabolismo cardiaco e o

consumo de O, antes do procedimento de canulagéo.

Figura. 4 llustracdo de um coragédo isolado acoplado, pela aorta, a um sistema de Langendorff.

Estabilizac&o

oA

Isoproterenol

M

Figura 5. Aspecto do registro das tensfes durante o experimento e sua variacdo com a aplicagdo das

drogas.

TABELA 1. Composi¢éo da solucao de Krebs-Ringer

2agentes

1Cl

zl

12,PO4
3S04.7H,0
iClz.ZHzO
axtrose anidra

Quantidade (g)

138,4

7,0
3,2
58
7,4
2,1

Concentracdo (mM)

118,41
4,69
1,17
1,17
2,51

11,65
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1HCO3 2,2 26,24
jua deionizada (q.s.p.") 1000mL

Fonte: Extraido de Ferreira, Dissertacdo de Mestrado, 2001.

3.2.2 Montagem do coragéo no sistema de Langendorff

O sistema de perfusdo consiste em uma coluna de vidro (90 cm de altura e 12 mm de
diametro interno) envolta por uma jaqueta de agua aquecida a uma temperatura
constante de 37,0+0,5°C. A coluna de vidro interna foi acoplada a um reservatério de
solucdo de Krebs-Ringer cujo ajuste gravimétrico proporcionava uma pressao de
perfusdo constante de 75 mmHg durante todo o periodo experimental. Além disso,
durante todo o periodo experimental a solucdo utilizada na perfusdo cardiaca foi aerada
com mistura carbogénica. A perfusdo cardiaca se deu de modo retrégrado, através da

canulacao da aorta proximal.

3.2.3 Registros da tenséo sistolica

Apoés a canulacdo da aorta e montagem no sistema de Langendorff, foi utilizado um
transdutor de tensdo isométrica (Grass®, modelo FT03) para registro da tensao
sistélica. A conexdo entre o transdutor de tensédo e o apice do coracao se deu através
de um sistema mecanico de roldanas (Fig.4). Os registros analdgicos de tensao foram
enviados a um sistema de amplificagdo e conversdo analdgico-digital (Biopac System®,
Santa Barbara, USA) acoplados a um computador. A aquisi¢cdo dos dados e analise dos
mesmos foi realizada pelo software Acknowledge®. Foi aplicada uma tensdo diastélica

basal de 1g, sendo permitidos 30 minutos para estabilizacdo da preparacao.

! g.s.p. — quantidade suficiente para.
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3.3 Protocolo experimental

Apoés o periodo de estabilizacdo, foram aplicadas diferentes drogas e o percentual de
alteracdo na tensado sistolica foi avaliado. As drogas foram administradas in bolus
através de uma canula acoplada ao sistema de Langendorff, ou em infusdo continua,
na solucdo de Krebs- Ringer. Os registros foram analisados a cada 15 segundos.
(figura 5).

Isoproterenol: Aplicado in bolus, num volume de 200ul, diluido a 10-5M, em solucéo de

Krebs-Ringer, lateralmente a canulagao da aorta.

Ang-(1-7): Apo6s a 12 dose do isoproterenol, estabilizacdo por 20 min. Inicia-se, entéo,
infusdo continua de uma solucéo a 0.22nM de Ang-(1-7), por 10min. Apos este tempo,

aplica-se um 2° bolus de isoproterenol.

A-779: Aplicado na diluicdo 50 ng/ml (0,057nM), em Krebs-RInger, em perfusédo
continua, inicialmente; depois de 15min, a mesma solucdo acrescentada da Ang-(1-7),
a 0,22 nM.

Atenolol: Bolus de 200ul, (200ug), em solucdo de Krebs-Ringer, lateralmente, antes do

2° bolus de isoproterenol.

37



3.4 Confocal

3.4.1 Isolamento de midcitos ventriculares

Cardiomidcitos ventriculares de ratos Wistar adultos foram isolados segundo
Guatimosim et al., (2001), com poucas modificacdes. Basicamente, o coracdo foi
rapidamente removido e retro-perfundido via método de Langendorff com solucdo de
Tyrode modificada livre de Ca®* (em mM: NacCl, 130; KCI, 5,4; HEPES, 25; MgCl,, 1;
NaH,PO,, 0,33; &cido lactico, 1; piruvato de sodio, 3; glicose, 22, suplementada com
10U/L de insulina, pH 7,4) acrescida de EGTA 10mM. Posteriormente, o coracdo foi
perfundido com solucdo Tyrode contendo 50uM de CaCl, e colagenase (tipo 2 —
1mg/mL). Apbés a etapa de digestdo quimica, o 6rgdo foi submetido a digestéo
mecanica e filtrado para remocéo do tecido ndo digerido. A concentracdo extracelular
de Ca®* foi aumentada apds trés ciclos de centrifugacéo e troca de tampao, chegando a

500 uM ao final do processo.

3.4.2 Transiente de Céalcio

A aquisicdo de imagens e medida da concentracao intracelular de Ca®* ([Ca®']) no
miodcito cardiaco foi realizada utilizando o microscopio confocal Zeiss 510 Meta
(CEMEL, ICB, UFMG), na configuragéo line-scan, com o intuito de obter informacgdes
sobre a amplitude e a cinética do transiente de Ca®", conforme descrito por Guatimosim

et al., (2001). O estimulo dado corresponde a 1,0 Hz, com um pulso quadrado de
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duracdo de 5ms e 30V. Inicialmente, os cardiomiocitos foram incubados por 30 min com
a sonda Fluor-4, AM, (5umol/L), sensivel a concentracdo de calcio. Os cardiomidcitos
devidamente aderidos a uma laminula foram transferidos para um sistema de perfusao
no microscopio confocal e mantidos em solucdo de Tyrode, a temperatura ambiente. O
mesmo midcito cardiaco foi avaliado quanto ao seu transiente de Ca** na presenca de
isoproterenol (10nM), Ang-(1-7) (10nM) e das duas drogas em conjunto. Inicialmente,
foi gravado o transiente do cardiomiocito em solucdo de Tyrode. Apos perfusdo por 2
min da solucéo de Isoproterenol (10nM), foi gravado novamente o transiente de Ca?*
dessa célula. A Ang-(1-7) foi perfundida nesse mesmo intervalo de tempo (2 min) e logo
apos foi avaliada a resposta da célula a esse peptideo por meio do transiente. Por fim,
foi perfundido uma solucéo contendo Isoproterenol e Ang-(1-7) por 2 min e novamente

o transiente foi gravado.

3.5 Citometria de fluxo

3.5.1 Protocolos para realizacdo de Culturas primérias de Células

Os ensaios foram realizados em triplicatas, com N=6, provenientes de diferentes
culturas celulares. As culturas foram produzidas a partir de filhotes neonatos de um dia.

Na Citometria de Fluxo, temos um N de 30.000 células o que nos da confiabilidade e
significancia altissimas. Para controle positivo, utilizamos a tapsigargina, que causa a
deplecao de todo o calcio reticular.

Concentragdes utilizadas por tratamento:

. Angiotensina (1-7) 10°M

. Isoproterenol 10°M
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. Tapsigargina 10°M

Células provenientes de culturas primarias de animais Sprague-Dawley:

A- Protocolo de Preparacédo de DEMEN (pH 7,2):

Material necessario:

e 1 frasco de DEMEN
e 1,29 Bicarbonato de Sddio
e Agua Milli-Q g.s.p. para 1L.

Para acertar o pH, utilizar HCI 1M e NaOH.1M.
ApoOs preparacéo, filtrd-la a vacuo em filtro e membrana (0,22 u) estéreis, dentro do

Fluxo. Armazenar em recipiente estéril, a -4°C.

B - Protocolo de preparacao de ADS 1X (pH 7,35):

Material necessario:

e 6,8gdeNaCl

e 4,769 de Hepes;

e 0,138g de NaHPOy;

e 1,09 de D-Glucose;

e 0,49 de KCI;

e 0,195g de MgSOy;

e Agua Milli-Q g.s.p. para 1,0 L de solug&o;
e Bequerl,0L;

e ProvetalOL;
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. Bastdo de vidro;

e Vidro de tampa azul estéril.

Apoés preparacao, filtra-la a vacuo em filtro e membrana (0,22 p) estéreis, dentro do

Fluxo. Armazenar em recipiente estéril a - 4°C.

C - Protocolo para preparacdo de BRDU [107] (Inibidor de fibroblasto), PM=307,11:

Material necessario:

e 0,59 de BRDU;

e 162,86 mL de agua Milli-Q.
e Béquer 250,0 mL;

e Proveta 500,0 mL;

e Pipeta 1,0 mL;

e Falcon estéril.

ApOs preparagao, filtrd-la a vacuo em filtro e membrana (0,22 p) estéreis, dentro do

Fluxo. Armazenar em recipiente estéril, a - 20°C.

D - Protocolo para preparacdo de meio de cultura, para 50,0 ml:

Material necessario:

e 425 mL de DEMEN,;

e 5,0 mL de soro de cavalo (HS — 10%);

e 2,5 mL de soro fetal bovino (SFB — 5%);
e 50,0 uL de BRDU (0,1 %);
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e 0,5 mL de penicilina/estreptomicina
e Pipetas de 5,0 mL;

e Provetas 50,0 mL e 100,0 mL;

e Filtro 0,22.

ApOs preparacao, que sera feita no proprio recipiente do filtro, filtrar a solugcdo a vacuo
em filtro e membrana estéreis, dentro do Fluxo. Armazenar em recipiente estéril, a -
4°C.

E - Protocolo de preparacéo de gelatina 0,1%:

Usada para fixacao (aderéncia das células na placa).

Material necessario:

e 0,259 de gelatina (incolor em po);
e 250,0 mL de agua milli-Q.

e Proveta 250,0 mL;

e Filtro de seringa 0,22y;

e Placa 24 wells.

Aquecer a solucdo em banho-maria (40°C) até que a gelatina esteja dissolvida. Apos a
dissolucéo, dentro do Fluxo, recolher a solugdo com a seringa e filtra-la diretamente na
placa, trés gotas por well (24 wells). Manter a placa devidamente fechada no Fluxo

durante 24 horas para a secagem.
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F - Protocolo preparacao da Solucdo Tampao de Digestao:

Material necessario:

e 10,0 mg de Colagenase tipo II;
e 30,0 mg de Pancreatina;

e 50,0 mlde ADS 1X estéril;

e Falcons estéreis 50,0 mL;

e Filtro de seringa 0,22.

Transferir para o Falcon os reagentes devidamente pesados, acrescentar ADS q.s.p.
50,0 ml. Filtrar a solucdo para outro Falcon, e manté-la em banho-maria a 37°C até que
seja utilizada no experimento.

Obs.: Esta solucdo devera ser preparada no dia da utilizacdo, pois ndo pode ser

armazenada.

3.5.2 - Protocolo de digestéo e cultura priméria dos cardiomidcitos de ratos

neonatos:

Material necessario:

e Tesoura e pinga estéreis

e ADS 1X

e Solugdo Tampao de digestao (Preparada no momento da extracdo)
e Falcons de 15,0 e 50,0 mL (estéreis)

e Soro Fetal Bovino
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e Meio de cultura NORMAL (estéril)

e Meio de cultura NORMAL + tratamentos (se houver)
e Placas de petri (estéreis)

e Béquer

e Placa de cultura com gelatina previamente preparada
e Alcool 70%

Obs.: Todos os materiais devem estar estéreis, 0os meios e solu¢cbes também e, devem-

se manter as solugdes a 37°C, em banho-matria.

Procedimento:

1. Preparar a Solugcdo Tampao de Digestao antes de iniciar o experimento.

2. No fluxo laminar, mergulhar os animais, um de cada vez, em alcool 70% para
esterilizacdo; em seguida decapitad-los com a tesoura, e, com a mesma, abrir o torax
para retirar o coragao.

3.  Transferir os coragdes para uma das placas de petri com ADS 1X. Cortar os
ventriculos, os quais serao utilizados.

4. ApoOs a retirada de todos os coracgdes, transferi-los para um falcon contendo
6mL de tampéao de digestao.

5. Agitar delicadamente durante 10 minutos em banho-maria 37°C, descartar o
tampao.

6. Acrescentar mais 6 mL do mesmo tampéao e agitar delicadamente durante 20
minutos em banho-maria 37°C, o sobrenadante devera ser transferido para um falcon
de 15 ml contendo 1ml de soro fetal bovino, que serve para paralisar a reacédo de
digestao.

7. O procedimento 6 devera ser realizado por trés vezes.



8. Centrifugar os trés falcons por 5 minutos a 1020 RPM; descartar o
sobrenadante e ressuspender no meio de interesse e plaquear as células em placas
de cultura com gelatina, colocar a cultura na estufa 37°C e CO, (5%).

9.  As culturas devem crescer.
3.5.3 - Protocolo de Determinac&o do Ca®" intracelular por Citometria de Fluxo
Material necessario:

e ADSX1
e Triplex (solugéo pronta para uso)

e Fluo-4AM (solucéo pronta para uso Invitrogen)
Procedimento:

Preparar as culturas conforme o protocolo padrdo de digestao.
Apbs 48h de incubacéo, soltar as células da placa com triplex.
As células devem ser lavadas com 1,0 ml de ADS1X trés vezes.
Transferi-las para falcons de 15mL e centrifugar a 1020rpm/10’.

Ressuspende-las em ADSX1 e dividi-las em eppendorfs (1,0 ml).

o gk w0 DN RE

Adicionar a cada eppendorf 5uL de fluo-4 AM. Colocar os eppendorfs em
banho maria 37°C/30 min, tempo necessario para incorporacao da sonda.

7. Apds 30min, centrifugar as células novamente e ressuspender em 1,5ml de
ADSX1. Em seguida, transferi-las para os tubos de leitura.

8. Adicionar o tratamento imediatamente antes da leitura no citrometro de fluxo —
FACScalibur da BD.

3.5.4 - Protocolo: AMPc
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A concentracdo de AMPc foi determinada com o uso de kits AMERSHAM (ensaio
imunoenziméatico de competicdo AMPc Biotrak EIA System, code: RPN225).

Dados AMPc

Os ensaios foram realizados em triplicatas, com N=6, provenientes de diferentes

culturas celulares.

As culturas foram produzidas a partir de filhotes neonatos de um dia.

Concentracdes utilizadas por tratamento:

. Angiotensina (1-7) 10°M

. Isoproterenol 10°M

4. ECOCARDIOGRAMA

Foram utilizados dois grupos de ratos Wistar, com pesos entre 200 e 250g, com 5

animais em cada grupo.

No 1° grupo foram aplicados, no momento 1, 100ul de salina, no momento 2, 100 pl de

Isoproterenol e no momento 3, nova dose de Iso.

No grupo 2: no momento 1 — salina; no momento 2, 100 pl de Ang-(1-7) e no momento
3, 100ul de Iso.

Os animais foram submetidos a exame ecocardiografico transtoracico sob anestesia,

com Uretana (1,4 mg/Kg). A morfologia e funcéo cardiaca in vivo foram avaliados
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utilizando uma forma néo invasiva, de alta frequéncia, o sistema de ecocardiografia de
alta resolucdo, que consiste de uma maquina de ultra-som Vevo 2100 equipado com
16-40 MHz (Visual Sonics, Toronto, Canada). Morfologia e funcdo cardiaca foram
avaliados utilizando ultrassonografia de alta resolucdo, com um sistema Vevo 2100
equipado com transdutores de 16 a 40 MHz (Visual Sonics, Toronto, Canada). Apoés
inducdo anestésica, os ratos foram colocados em posicdo supina em uma mesa
equipada, onde foram submetidos a tricotomia do térax e abdomen. A mesa esta
equipada com eletrodos para monitorizagdo com eletrocardiograma e sistema de
aguecimento para manutencdo da temperatura corporal em 37 ° C. Imagens de alta
resolucdo foram obtidos em posicado paraesternal direita e esquerda e foram obtidas
imagens do eixo longo, eixo curto e apicais. As imagens registradas e os calculos foram
realizados de acordo com as recomendacbes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia. As seguintes medidas foram realizadas em Modo-M: as dimensdes
internas do VE, em diastole e sistole (LVIDd e LVIDs respectivamente), espessura da
parede posterior do VE (PPVE) e septo interventricular (SIV) na diastole e sistole. A
partir dessas medidas foram calculados os volumes diastodlico final e sistélico final (VDF
e VSF), fracdo de encurtamento (FS), fracdo de ejecao (FE) do VE, o volume de ejecao
(SV), o débito cardiaco (CO) foram derivados). Tempo de relaxamento isovolumétrico e
tempo de ejecao adrtica foram adquiridas a partir do espectro Doppler do fluxo aortico.
Além disso, Foram avaliados utilizando software Vevostrain, a partir da imagem
longitudinal, parasternal esquerda, velocidade, deslocamento, deformacdo e taxa de
deformacédo em regibes especificas do miocardio. Foi canulada a veia femural e
injetados 100pl de salina, no 1° momento, e registrados o0s parametros
cardiovasculares. No 2° momento, no 1°grupo, foi injetado o isoproterenol e, novamente
registrados os dados cardiovasculares. No 3° momento, ainda no 1° grupo, foi repetida
a injecao de isoproterenol. Os intervalos foram de 5 minutos entre cada injecdo. No 2°
grupo: salina no 1° momento, ang-(1-7) no 2° momento e isoproterenol no 3° momento.
Bolus de 100ul Ang-(1-7) na dose de 2,5nmol/Kg. Bolus de 100ul de Isoproterenol na

concentracdo de 1pg/Kg. O efeito do Isoproterenol, na 22 vez no 1° grupo ou apos a
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Ang-(1-7) no 2° grupo, foi observado por 15 min aproximadamente. Foram ent&o
registrados os dados cardiocirculatérios de cada animal, em cada momento.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como médiatEPM de pelo menos 5 experimentos
diferentes. Os dados obtidos em cada tempo pré-determinado com os diferentes grupos
foram expressos como percentual de aumento em relacdo ao periodo de estabilizacao.
A anélise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism® (versao
4.0). Os dados foram comparados pelo teste Two way ANOVA seguido pelo pés-teste

de Bonferroni. Foram considerados significativos os valores para p<0,05.
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6. RESULTADOS

Ap6s uma curva dose-resposta com o isoproterenol nas concentracées de 10°M, 10°
"M e 10"M escolheu-se a concentracdo de 10°M, por apresentar o melhor
resultado. (Figura 6). Esta concentracdo induziu bom efeito inotrépico positivo,
seguido de um efeito inotrépico negativo (Figura 6). As concentracfes mais baixas

ndo induziram alteracdo na frequéncia cardiaca (dados ndo mostrados).

-0 SD Iso 107 *M
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- SD Iso 10°M
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Figura 6. Efeito da administracdo in bolus de isoproterenol nas concentracdes de 10™M, 10'M e 10°
°M sobre a tens&o sistélica em coracdes isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5

experimentos.

50



(=Y
~
g

150 Hokk
*kk

1254

100

Frequéncia cardiaca (%)
~
()]

a)
o

10 20 30 40 50 60 70
tempo (s)

Figura 7. Efeito da administracéo in bolus de isoproterenol (Iso 10°M) sobre a freqiiéncia cardiaca
em coracdes isolados de ratos Wistar. Os resultados foram expressos como percentual de aumento
em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5 experimentos.

o

Vimos que a pré-infusdo de Ang-(1-7) (0,22nM) potencializou 0 aumento da tenséo
sistdlica induzida pelo isoproterenol nas concentracées de 10™?M (Figura 8), 10'M
(Figura 9) e, de maneira mais pronunciada, na concentracdo de 10°M (Figura 10).
A infusdo somente da Ang-(1-7) (0,22nM) n&o induziu qualquer alteragcdo na tenséo
sistélica (Figura 11), sugerindo que a Ang-(1-7) apenas potencializa a estimulacéo

B-adrenérgica pelo isoproterenol.
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento com 0,22 nM Ang-(1-7) sobre os efeitos de 10"?M de isoproterenol
(Iso) na tensao sistolica em coragdes isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
experimentos.
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com 0,22 nM Ang-(1-7) sobre os efeitos de 10”'M de isoproterenol
(Iso) na tensao sistolica em coragdes isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relagdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
experimentos.
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento com 0,22 nM Ang-(1-7) sobre os efeitos de 10°M de isoproterenol
(Iso) na tenséo sistélica em coragdes isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relagdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5

experimentos.
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Figura 11. Efeito da administracdo de Ang-(1-7) 0,22 nM sobre a tensédo sistolica em coragdes
isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como percentual de aumento em relacdo ao
estado basal e apresentados como médiatEPM de 5 experimentos.
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O bloqueio dos receptores B1-adrenérgicos com o atenolol (infusdo in bolus de
300uL de 3x10°M) impediu a potencializacdo do efeito do isoproterenol (10 M) pela
Ang-(1-7) (Figura 12). Este dado sugere, mais uma vez, que ha dependéncia da

ativagcao B-adrenérgica no efeito potencializador da tenséo sistolica pela Ang-(1-7).
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Figura 12. Efeito do antagonismo dos receptores [31-adrenérgicos com atenolol (infusé@o in bolus de
200uL(200pg) sobre a potencializacéo do efeito do isoproterenol (10"5 M) pela administracdo de Ang-
(1-7) 0,22 nM em coracdes isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como percentual de
aumento em relagéo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5 experimentos.

Para se confirmar que o efeito potencializador da Ang-(1-7) sobre o aumento da
tensdo sistdlica induzido pelo isoproterenol, foi utilizado o antagonista do receptor
Mas, o A779. O A779 (2 nM) foi capaz de bloguear o efeito potencializador da Ang-
(1-7) sobre o aumento da contracdo induzido pelo isoproterenol (Figura 13),

sugerindo a participacao do receptor Mas neste efeito.
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Figura 13. Efeito do antagonismo dos receptores Mas com o A779 (50 ng/ml, em Krebs-RInger, em
perfusdo continua) sobre o aumento da tenséao sistélica induzida pelo isoproterenol (10'5 M) + Ang-(1-
7) 0,22 nM em corac0Oes isolados de ratos SD. Os resultados foram expressos como percentual
de aumento em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5 experimentos.

Os dados até o momento nos sugerem fortemente que a Ang-(1-7) potencializa o
efeito inotropico positivo do isoproterenol. Contudo, os resultados mostrados
anteriormente nos fornecem informagdes apenas sobre os efeitos agudos da
administragao da Ang-(1-7). Os efeitos cronicos da Ang-(1-7) sobre a estimulacao (3-
adrenérgica cardiaca ndo foram até entdo avaliados. Para tal, utilizamos coracdes

isolados de ratos TGR (A1-7)3292, que super-expressam a Ang-(1-7).

Os coracOes isolados de ratos TGR (Al1-7)3292 ndo apresentaram diferencas
importantes no aumento da tensado sistélica induzida pelo isoproterenol quando

comparados ao animais SD, em qualquer das concentragdes estudadas.
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Figura 14. Efeito da administracdo in bolus de isoproterenol (Iso; lO'le) sobre a tensédo sistélica em
coragdes isolados de ratos SD e de ratos TGR(A1-7)3292 . Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relagdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
experimentos.
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Figura 15. Efeito da administracdo in bolus de isoproterenol (Iso; 10'7M) sobre a tenséo sistélica em
coracdes isolados de ratos SD e de ratos TGR(A1-7)3292 . Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
experimentos.
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Figura 16. Efeito da administracdo in bolus de isoproterenol (Iso; 10'5M) sobre a tenséo sistélica em
coragOes isolados de ratos SD e de ratos TGR(A1-7)3292 . Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relagdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
experimentos.

Da mesma forma, a administracdo de 0,22nM de Ang-(1-7) nos cora¢cdes dos ratos
TGR(A1-7)3292 potencializa o efeito inotropico positivo do isoproterenol nas
concentracdes de 10™*2M (Figura 8) e 10'M (Figura 9), tal qual a concentracéo de
10°M (Figura 10).
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Figura 17. Efeito de 0,22 nM de Ang-(1-7) sobre o aumento da tensao sistélica induzido por 10™?M de
isoproterenol em coragdes isolados de ratos TGR(A1-7)3292. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relagdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5

experimentos.
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Figura 18. Efeito de 0,22
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nM de Ang-(1-7) sobre o aumento da tenséo sistolica induzido por 10'M de

isoproterenol em coragfes isolados de ratos TGR(A1-7)3292. Os resultados foram expressos como
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experimentos.
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Figura 19. Efeito de 0,22 nM de Ang-(1-7) sobre o aumento da tenséao sistélica induzido por 10°M de
isoproterenol em coragdes isolados de ratos TGR(A1-7)3292. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
experimentos.

Em ratos Wistar

—a—|SO
—— |SO-ANG-(1-7)

% de alteragao da forga
3

TIME - Seg.

Figura 20. Efeito da Ang-(1-7) ( 0,22 nM ) sobre o aumento da tensdo sistélica induzido por
isoproterenol (10°M) em coracdes isolados de ratos Wistar. Os resultados foram expressos como
percentual de aumento em relacdo ao estado basal e apresentados como médiatEPM de 5
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experimentos. *p<0,05. Observa-se, também aqui, incremento da forca induzida pelo 1SO em
presenca da Ang-(1-7).

Expressdo de AMPc

— 2000 1 Controle - SO
E B | =soproterenal- S0
™= 15004 == ang(1-7)- SD
= M | soproterenal+ang(1-7)- S0
= 1000 3 Controle - 3282
B |=oproterenol - 3282
ang (1-7) - 3292
500 - B |=oproterenol+ang(1-7) - 3282
4]

" : Eztatisticamente dierente do cortrole S0, P2 0,05,

Figura 21. Liberagdo de AMPc, apés estimulos com isoproterenol e Ang-(1-7), em cadiomidcitos de
ratos Sprague-Dawley recém-natos e TGR( A-1-7) 3292.
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Figura 22. Concentragdo de Ca** intracelular em cardiomidcitos de ratos Sprague-Dawley recém-
natos , com a estimulag&o por isoproterenol em presenc¢a ou auséncia de Angiotensina(1-7).
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Transientes de Calcio em animais Transgénicos
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Figura 23. Expresséo da [Ca**] em cardiomidcitos de ratos TGR( A-1-7) 3292 recém-natos, com a
estimulagdo por isoproterenol em presenca ou auséncia de Angiotensina(1-7).

a) Células provenientes de culturas primarias de animais Sprague-Dawley

As células tratadas com isoproterenol + Ang(1-7) demonstraram maior liberacdo de

calcio, seguidas das células tratadas somente com Ang(1-7).

b) Células provenientes de culturas primarias de animaisTGR(A1-7) 3292

As células tratadas com Ang(1-7) demonstraram maior liberagédo de calcio, porém as
tratadas com isoproterenol + Ang(1-7) , ou somente com isoproterenol, apenas se

aproximam.

62



Com os resultados obtidos, podemos observar que as células dos animais SD
podem explicar os resultados do ensaio de forca de contracdo, mostrando um

sinergismo de célcio.

Em células de animais SD neonatos os resultados seguem um padrdo sem maiores
variacbes. Porém sugere-se que o apresentado para 0s animais 3292 possa ser
explicado por um problema temporal. Os ensaios foram realizados com células de
culturas primarias provenientes de animais neonatos de um dia, ja nos ensaios de
forca de contracdo, os animais eram mais velhos o que pode ter levado a uma

adaptacao a condicdo de maior quantidade de Ang (1-7).

Talvez ensaios com culturas feitas com coragdes de animais mais velhos possam vir
a resolver essa questdo. De qualquer modo, os resultados obtidos para as linhagens

feitas com animais SD explicam bem os resultados obtidos nos ensaios de forca.

Um achado também interessante foi que o nivel basal de calcio na linhagem
Sprague-Dawley € maior que na linhagem TGR(A1-7) 3292.

Transientes de calcio pelo método Confocal

Ainda focando a possibilidade de explicar o aumento da contratilidade através do
concentracdo do célcio aumentada, nos investigamos 0 comportamento da
concentracéo de calcio intracelular, agora em miocérdio de ratos adultos, diante da
estimulacdo com isoproterenol/Ang-(1-7), utilizando céls marcadas com Fuor 4 AM e

a microscopia Confocal.
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Figura 24. Mostra um exemplo tipico do transiente de Ca™ obtido em células estimuladas em 1Hz,
em diferentes condic¢des ( controle, com isoproterenol, com ang-(1-7) e iso apds ang-(1-7).

Como esperado, o0 iso aumentou a amplitude e a velocidade de decaimento do
transiente de célcio. A ang-(1-7) nao alterou estes parametros. O tratamento do
cardiomiécito com a combinacdo de angio-(1-7) e iso apresentou valores similares
ao do tratamento com iso isolado, embora mostre discreta tendéncia de

intensificacdo da acéo do isoproterenol.
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Ecocardiograma

1. Frequéncia Cardiaca
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Figura 25. Variagdo da F. C., ao EcoCG, apés injec@o de iso-iso ou de Ang-(1-7)--iso. Obteve-se
maior variagdo da FC com a 22 dose de iso.

A aplicacdo da salina ndo apresentou alteracéo da FC. No 1° grupo, apés a 12 dose
do Iso houve pequena alteracdo, o que nao ocorreu com a Ang-(1-7) no 2° grupo. No
3° momento, no 1° grupo, com a nova dose de Iso, houve aumento significativo da
FC, mas no 2° grupo, com o Iso, apds a Ang-(1-7), ndo houve alteracdo expressiva
da FC.
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2. Débito Cardiaco
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Figura 26. Variacdo do DC, ao EcoCG, apés injecéo de iso-iso ou de Ang-(1-7)-is0.0 iso.

O DC néo se alterou com a salina. No grupo 1, o DC aumentou com a 12 dose do Iso

e ainda mais com a 22 dose.

No grupo 2, com a Ang-(1-7), houve incremento do DC ainda mais intenso que o
apresentado pela 12 dose do iso no grupo 1, mas com o Iso apés a Ang-(1-7) houve
queda do DC.
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3. Fracéo de Ejecéo
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Figura 27. Variagdo do Fracao de Eje¢do, ao EcoCG, ap0s injecdo de iso-iso ou de Ang-(1-7)-iso.

A F.Ejecdo apresentou aumentos semelhantes, tanto com o isoproterenol, em duas

doses, como com 0 iso apos a Ang-(1-7).
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4. Fragao de Encurtamento
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Figura 28. Variacéo da Fracé@o de Encurtamento, ao EcoCG, apds injecéo de iso-iso ou de Ang-(1-7)-

-iso.

A Fracdo de Encurtamento apresentou comportamento interessante. No grupo 1,

houve incremento com a 12 dose do Iso e maior ainda com a 22 dose .

No grupo 2, jA com a Ang-(1-7), a exemplo do que se observou com o DC, houve

maior aumento da F.Enc.que com o Iso, no grupo 1. Este aumento se intensificou

com o Iso ap6s a Ang-(1-7), no grupo 2.
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5. Volume sistélico
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Figura 29. Variagdo do Volume de Ejecado, ao EcoCG, apos inje¢do de iso-iso ou de Ang-(1-7)-iso.

Também o Vol. de Ejecao apresentou maior aumento sé com a Ang-(1-7), no grupo
1, do que com a 12 dose de Iso no grupo 2. Com a 22 dose do Iso no grupo 1,
intensificou-se o incremento. Mas no grupo 2, com o Iso ap6s a Ang-(1-7), houve

gueda do Vol. de Ejecéao.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho procurou demonstrar que a Ang-(1-7) potencializa o aumento da
tenséo sistolica induzida pelo isoproterenol.

Muitos trabalhos na literatura demonstram as inumeras interacfes exercidas pela
Ang-(1-7) em diversos setores do organismo. Por ex., o papel cardioprotetor, de
diversas formas, da Ang-(1-7). Ja foi demonstrado que a ativacdo do receptor Mas
tanto pela Ang-(1-7) quanto pelo agonista ndo peptidico, AVE-0991), reduz a
incidéncia e duracdo das arritmias pos-eventos de isquemia e reperfusdo cardiacas
.Ferreira et al (2001), Castro et al., (2005); Ferrario et al., (2005); Oudot et al.,
(2005); Tallant et al., (2006), melhora a funcdo cardiaca de coracfes isolados de
camundongos. Castro et al., (2006), previne o remodelamento cardiaco induzido
pelo isoproterenol. Ferreira et al., (2007); Trask et al., (2007), além de melhorar o

fluxo coronariano Wang et al.; Zisman et al., (2003b).

Apesar dos conhecidos papéis do eixo Ang-(1-7)/Mas no controle da funcéo
vascular, trabalhos recentes apontam cada vez mais para um importante papel
modulatério deste eixo diretamente no musculo cardiaco. Camundongos knockout
para o receptor Mas (Mas™) apresentam disfuncéo nas células endoteliais. Sampaio
et al., (2003); Tallant et al., (1997), e, de maneira bastante importante, apresentam
também uma disfuncdo cardiaca Castro et al., (2006); Castro et al., (2005); Santos
et al., (2006).

Estudos com cardiomidcitos isolados de camundongos Mas” confirmam a
importancia da Ang-(1-7) na mobilizagdo de célcio miocérdico, uma vez que estes
animais apresentam lentos e reduzidos picos do transiente de célcio ([Ca®']) Dias-
Peixoto et al., (2008).
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Neste trabalho, procuramos demonstrar que, apesar de ndo apresentar efeito direto
sobre a contratilidade miocardica, a Ang-(1-7) potencializa de forma consideravel a
contragao induzida pelo isoproterenol, um agonista B—adrenérgico. Entretanto, este
efeito pouco se altera se a exposicdo a Ang-(1-7) € aguda ou crbnica, sugerindo
uma interagcado B1/Mas para que o efeito do isoproterenol seja potencializado. Mais
do que isso, podemos ainda sugerir que a Ang-(1-7) promove uma facilitacdo ao
processo de contratiidade miocardica mediada pelos receptores [-adrenérgicos.
Assim, poderia haver um cross-talk entre estas duas vias de sinalizagéo, culminando
em uma maior liberagcdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico, uma reducdo na
recaptacdo de célcio pela Ca**-ATPase (SERCA2a), uma ativacdo de RyR ou uma
associacdo de ambos. Tal efeito poderia ser resultado de um aumento nos niveis

intracelulares de AMPc ou um aumento da sensibilidade ao calcio.

Com isso, mesmo em baixa intensidade, a ativacdo p—adrenérgica seria
potencializada pelos niveis ja aumentados de AMPc. Alguns trabalhos na literatura
demonstram que a ativacdo do receptor Mas pode induzir aumento nos niveis de
nucleotideos ciclicos como o GMPc em células endoteliais e cardiacas Gironatti et
al., (2004); Gironatti et al., (2004b); Gomes et al(2003).; Lemos et al., (2002).
Entretanto, mais experimentos sdo necessarios para se avaliar se a via AMPc/PKA
estd envolvida na potencializacdo do efeito contratil do isoproterenol pela ativacao

do receptor Mas pela Ang-(1-7).

Numa tentativa de se explicitar possiveis mecanismos para esta interacao, foram
feitos experimentos para estudar o comportamento do AMPc e do Calcio com a
exposicdo das fibras miocardicas a estimulacdo pelo isoproterenol na presenca da
Angio-(1-7).

Uma davida durante a realizacdo do trabalho foi se a exposicao crénica a elevados
niveis de Ang-(1-7) potencializaria per se o efeito inotropico do isoproterenol. Para
tal, utilizamos os animais TGR(A1-7)3292, que super-expressam Ang-(1-7) (Ferreira

et al.).Os animais TGR(A1-7)3292 nao apresentaram modificagdo significativa no
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aumento da contragdo induzido pelo isoproterenol, sugerindo que somente a
exposicdo crbnica a elevados niveis de Ang-(1-7) ndo € o suficiente para

potencializar os efeitos do isoproterenol.

Estes resultados sugerem que as vias de controle da homeostase do calcio nos
cardiomiécitos dos animais expostos cronicamente a elevados niveis de Ang-(1-7)
estdo mais sensiveis a estimulagdo simultdnea dos receptores [(-adrenérgicos e
Mas. Contudo, mais experimentos S40 necessarios para que possamos propor um

mecanismo envolvido neste efeito.

Os principais efeitos protetores da Ang-(1-7) sobre o sistema cardiovascular tém sido
atribuidos as suas acdes sobre vasos sanguineos, rins e cérebro. Acredita-se que 0s
efeitos hipotensores da Ang-(1-7) devam-se basicamente a ativacado destes trés
eixos de controle pressorico. Entretanto, evidéncias mais recentes apontam para um
efeito direto da Ang-(1-7) sobre o miocéardio, que vao além da protecado contra 0s
efeitos do aumento crénico dos niveis de Ang Il. Corroborando com dados da
literatura, estamos sugerindo neste trabalho que a Ang-(1-7) exerce um importante
papel sobre a mobilizagdo de calcio, modulando a via B-adrenérgica. Do ponto de
vista de sinalizacdo celular, propomos ainda uma possivel nova via envolvida no

controle do calcio intracelular, o eixo Mas/Ang-(1-7)/receptores B-adrenérgicos.

Nos experimentos realizados com citometria de fluxo, podemos observar que as
células dos animais SD podem explicar os resultados do ensaio de forca de

contracdo, mostrando um sinergismo de calcio.

Em células de animais SD neonatos os resultados seguem um padrao sem maiores
variacbes. Porém sugere-se que o apresentado para 0os animais 3292 possa ser
explicado por um problema temporal. Os ensaios foram realizados com células de
culturas primarias provenientes de animais neonatos de um dia, jA nos ensaios de
forca de contracdo, os animais eram mais velhos o que pode ter levado a uma

adaptacao a condicao de maior quantidade de Ang (1-7).
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Talvez ensaios com culturas feitas com coragdes de animais mais velhos possam vir
a resolver essa questdo. De qualquer modo, os resultados obtidos para as linhagens

feitas com animais SD explicam bem os resultados obtidos nos ensaios de forca.

Um achado também interessante foi que o nivel basal de célcio na linhagem
Sprague-Dawley € maior que na linhagem TGR(A1-7) 3292.

Observando os resultados dos experimentos com o método CONFOCAL , néo se
conseguiu correlagcdo entre as respostas obtidas com coragbes isolados e os

transientes de calcio.

Mesmo com aumento da [Ca'’] encontrada nos experimentos com ratos recém
natos, ja& que a principal fonte de calcio intracelular, neste caso, ndo é o
sarcoplasma, mas o meio externo, ainda ndo temos um mecanismo para esta
interacdo entre isoproterenol e angiotensina (1-7). Pode-se pensar num “cross-talk”
entre B receptor e receptor Mas ou, talvez, num aumento de sensibilidade ao calcio,
em algum momento da Excitacdo-Contracdo. Naturalmente, mais experimentos sao

necessarios.

Os experimentos realizados com EcoCG, com animais Wistar, anestesiados, em que
foram injetados IV isoproterenol em dois momentos, num grupo, e ang-(1-7) e depois
iSO em outro grupo corroborou achado de Santos et al, (2005) no qual medidas
ecocardiograficas, em camundongos knockout para ang-(1-7) mostraram, entre
outras, reducdo da Fracdo de Encurtamento uma reducdo global da funcéo
ventricular. Mostraram ainda uma maior pressao de perfusao coronariana, sugerindo
que a ang-(1-7) exerceria acOes benéficas para a funcdo miocardica. Em nossos
experimentos, os maiores aumentos do DC e do VS com a Ang-(1-7) em relacdo a
12 dose de iso (12 fase) poderiam ser devidos a reducdo da Resisténcia Periférica

Total, pela inducdo da liberagédo de NO ou Bradicinina, pela Ang-(1-7).
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Observa-se 0 aumento expressivo da Fracdo de Encurtamento com a sequéncia

Ang-(1-7)-iso, o que estaria de acordo com os achados de nosso trabalho.

70



CONCLUSAO




8. CONCLUSAO

8.1 — Nossos experimentos sugerem interacdo entre Receptores Mas e [31.

8.2 — Esta interagdo promove aumento da resposta contratii do miocardio ao
isoproterenol em presenca da Ang-(1-7).

8.3 — Nao conseguimos demonstrar em definitivo aumento da [Ca™] ou [AMPCc]
intracelular, nesta interacao.

8.4— O EcoCG mostrou incremento da fragdo de encurtamento com esta interacéo

Nossos dados sugerem que a facilitagdo do efeito inotropico positivo induzido pelo
pelo estimulo Bl adrenérgico pode contribuir para as acfes cardiovasculares da

Ang-(1-7), a curto prazo.

Este trabalho nos permite concluir que a ativagao do receptor Mas pela Ang-(1-7)
promove um aumento na tensao sistolica induzida pela estimulagdo B-adrenérgica
em coracdes isolados de ratos. O aumento crénico dos niveis de Ang-(1-7) néo

induz, por si s6, aumento na contratilidade induzida pelo isoproterenol.

Naturalmente novas pesquisas s80 necessarias para estabelecer os mecanismos

desta interacéao.
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