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RESUMO

Conhecendo o efeito cardioprotetor do eixo angiotensina-(1-7) / Mas, novos
agonistas do receptor Mas foram descritos. Shemesh et al. (2008) descreveram dois
possiveis agonistas do receptor Mas: o CGEN-856S e CGEN-857V. O efeito
cardioprotetor in vivo destes peptideos foi confirmado por Savergnini et al. (2010). O
objetivo deste trabalho foi investigar efeitos dos peptideos CGEN-856S e
CGEN857V na producdo e modulagdo da via do o6xido nitrico (NO) em
cardiomiécitos e compara-los com os promovidos pela Ang-(1-7). Neste trabalho
utilizou-se uma combinacdo de biologia molecular, microscopia confocal e um
modelo de camundongo geneticamente modificado com delecdo do receptor Mas
(Mas-/-). Foi avaliada a producédo de NO com sonda fluorescente e a localizagéo e
expressao de proteinas através das técnicas de western blot e imunofluorescéncia.
Também foi avaliado o efeito do tratamento agudo e os efeitos de cardioprotetores
do tratamento crénico com os peptideos. RESULTADOS: Os cardiomidcitos tratados
com CGEN-856S apresentaram aumento significativo na producdo de NO, nao
havendo diferencas entre as concentragfes utilizadas. O tratamento com CGEN-
857V nédo induziu o aumento da producdo de NO. O mesmo aconteceu com
cardiomidcitos provenientes de camundongos Mas-/- quando tratados com CGEN-
856S. Utilizando a técnica de western blot, foi possivel observar aumento
significativo da fosforilagdo da AKT no residuo Serina 473 apds o tratamento agudo
com CGEN-856S. Paralelamente, cardiomidcitos neonatais tratados com Ang Il por
36 horas apresentaram um aumento significativo da area celular, aumento na
translocacao para o nucleo de GRK-5 e reducdo na frequéncia de contracdo. Estes
efeitos foram revertidos quando os cardiomidcitos foram tratados concomitantemente
com Ang Il e CGEN-856S. Os grupos de células onde o A779 ou o L-NAME foi
adicionado ao CGEN-856S na presenca de Ang Il apresentaram resultados muito
semelhantes aqueles encontrados no grupo tratado apenas com Ang Il
CONCLUSOES: O peptideo CGEN-856S aumenta producdo de oOxido nitrico
semelhante a Ang-(1-7). O mesmo nao € observado no tratamento agudo com
CGEN-857V. No tratamento cronico, o CGEN-856S antagoniza os efeitos
promovidos pela a Ang Il através da producdo de NO. Os resultados permitem dizer
que CGEN-856S age de forma e intensidade muito semelhante a Ang-(1-7),

portanto, possui um grande potencial farmacologico.
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ABSTRACT

Knowing the cardioprotective effects of angiotensin-(1-7)axis, new receptor agonists
have been described. Shemesh et al. (2008) described two possible agonists of the
receptor Mas: CGEN-856S and CGEN-857V. The cardioprotective effects of these
peptides in vivo were confirmed by SAVERGNINI et al. (2010). The aim of this work
was to investigate the effects of CGEN-856S and CGEN-857V peptides in the
production and modulation of the nitric oxide pathway in cardiomyocytes and
compare them with those promoted by Ang-(1-7). In this work we used a combination
of molecular biology, confocal microscopy and a model of genetically modified mice
with deletion of MAS receptor. The nitric oxide production was evaluated with a nitric
oxide sensitive fluorescent probe. We also assessed the effect of acute treatment
and the cardioprotective effects of chronic treatment with the peptides against
Angiotensin Il. Regardless of the concentration used,

cardiomyocytes treated with CGEN-856S showed a significant increase in nitric oxide
production, with no differences between the tested concentrations. On the contrary,
treatment with CGEN-857V did not increase nitric oxide production. The same
happened with cardiomyocytes from MAS knockout mice treated with CGEN-856S.
Using western blot, we observed a significant increase in phosphorylation of AKT in
the Serine 473 residue after acute treatment with CGEN-856S. We also tested the
actions of CGEN-856S against Ang Il induced hypertrophic effects. Neonatal
cardiomyocytes treated with Ang Il for 36 hours showed a significant increase in cell
area, increased translocation of GRKS5, and reduced the frequency of contractions.
All these effects were prevented by concomitant treatment with CGEN-856S. When
A779 (Mas receptor antagonist) or L-NAME (an inhibitor of nitric oxide synthases)
was added to cells treated with Ang Il and CGEN-856S, results similar to those found
in cells incubated with Ang Il alone were seen. CONCLUSIONS: In cardiac myocytes
CGEN-856S peptide increases nitric oxide and is capable of preventing Ang I
hypertrophic effects through the production of NO and via receptor Mas activation.
These results indicate that CGEN-856S acts very similarly to Ang- (1-7) in cardiac

myocytes.
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1.INTRODUCAO

Segundo a organizacdo mundial da saude (WHO), em 2008, dos 57
milhdes de O6bitos ocorridos no mundo, 36 milhBes foram decorrentes de
doencas ndo comunicaveis (diabetes melitus, cancer, doencas respiratorias,
doencas cardiovasculares, etc.). Entre as doencas ndo comunicaveis, as
doencgas cardiovasculares somam 17,3 milhdes de mortes, 0 que representa
aproximadamente 30% do total de 6Obitos de 2008, sendo a maior causa de

morte em todo o mundo (Figura 1).

Ferimentos
9%

Figura 1: Distribuicdo das causas de ébito no mundo (WHO,2011).

E possivel subdividir as doencas cardiovasculares em:

Doencas cardiacas isquémicas, como o infarto agudo do miocardio;
e Doencas cerebrovasculares, entre elas os acidentes encefalicos;
e Hipertensao arterial;
¢ Doencas inflamatérias cardiacas, como a miocardite;
e Doencas reumaticas cardiacas.
A figura 2 descreve, entre as doengas cardiovasculares, as causa de Obitos em

individuos do sexo masculino.
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Figura 2: Distribuicdo das causas de ébitos entre dbitos decorrentes devido a doencas
cardiovasculares em homens (WHO, 2011).

Como ¢é sabido, a hipertenséo arterial, além ser a causa direta de
Obitos, € um fator de risco cardiovascular muito importante que ajuda a
promover o desenvolvimento de outros problemas cardiovasculares, como o
infarto agudo do miocérdio, a insuficiéncia cardiaca e os acidentes encefalicos.
Mesmo com o refinamento no entendimento da patologia e o surgimento de
novas drogas para o combate da mesma, muitos pacientes ainda apresentam a
pressdo arterial descontrolada (CHOBANIAN, 2009). Entre os fatores que
podem levar a hipertensdo arterial, o desbalanco do sistema renina-
angiotensina tem papel primordial, tanto no seu surgimento, quanto na sua
manutencdo (UNGER, 2002). Em situacbes patoldgicas, o sistema renina-
angiotensina esta hiperestimulado, o que leva a liberagdo excessiva de
angiotensina 1Il. Esse horménio peptidico, pode se ligar a dois receptores
distintos (AT: e AT,). Em situacdes fisiologicas e patologicas, a acdo da
angiotensina 1l acontece, primordialmente, pela ligacdo ao receptor AT;.
Recentemente outro peptideo, derivado da angiotensina Il, demonstrou ter
grande importancia no sistema cardiovascular, a angiotensina-(1-7) (CAREY;
SIRAGY, 2003). Diferentemente da angiotensina Il, Ang-(1-7), ao se ligar ao
receptor Mas, demonstrou ter um efeito cardioprotetor (FERREIRA; SANTOS,
2005).



Devido ao fato de os cardiomidcitos terem receptores para 0S
componentes do sistema renina-angiotensina, além dos efeitos sistémicos
causados pelo desbalanco do sistema, ele também vai promover efeitos locais,
diretamente nos cardiomidcitos, o que posteriormente gerard novos problemas
sistémicos (GOMES et al., 2012). Dentre os efeitos deletérios causados pela
exacerbacdo da producdo de angiotensina Il estdo: o efeito hipertréfico,
fibrético, inflamatério e causador de estresse oxidativo (FERREIRA; SANTOS,
2005). A partir da descoberta da presenca do receptor Mas em cardiomiécitos
provenientes de ratos neonatais (TALLANT et al., 2005) e em cardiomidcitos
ventriculares adultos (DIAS-PEIXOTO et al., 2012) aumentou-se o interesse de
investigar o efeito cardioprotetor direto dos novos peptideos descritos do
sistema renina-angiotensina, principalmente a Ang-(1-7).

Conhecendo a influéncia do sistema renina-angiotensina para a
manutencdo da homeostase, e a relevancia do desbalanc¢o na fisiopatologia de
diversas doencas cardiovasculares, investigar peptideos que possam agir de
forma positiva no eixo cardioprotetor Ang-(1-7)/Mas é de grande valia para a

evolucdo de possiveis tratamentos para doencas cardiovasculares.



2.REVISAO LITERARIA

2.1 Resposta cardiaca local ao estresse

Quando o coracdo € submetido ao estresse, ele passa por diversos
processos que procuram manter o bom funcionamento do 6rgdo. Normalmente,
0 coracdo sofre remodelamento, acompanhado de hipertrofia cardiaca, perda
de funcéo contratil, reativacdo de genes fetais em detrimento as isoformas
adultas, que em ultimo caso, promove falha no bombeamento de sangue para
0 corpo (MCKINSEY; OLSON, 2005). Dentre os diversos fatores que podem
provocar estas mudancas, podemos citar: hipertensao arterial, infarto agudo do
miocéardio, distirbios endocrinos, perda da eficiéncia na funcédo contratil
decorrente de mutacdo de determinadas proteinas relacionadas a contracao
(PASSIER et al., 2000).

2.1.1. Hipertrofia Cardiaca
A hipertrofia cardiaca patoldgica € um fenbmeno que surge em
decorréncia de situagfes cronicas de estresse. Esta presente em praticamente
todas as doencas cardiovasculares. Ela surge, a principio, como uma resposta
adaptativa para compensar distarbios de sobrecarga. Entretanto, se estes
distarbios permanecem de forma crénica, a hipertrofia leva a perda da funcéo
do miocardio podendo causar a insuficiéncia cardiaca e morte subita.
Independentemente do estimulo causador, as consequéncias sdo semelhantes:
aumento do tamanho do coragdo, ativagcdo de respostas moleculares que
levardo ao aumento do volume do cardiomidcito, aumento da expressao de
genes fetais e reducdo da expressao de genes de adultos.
Sdo varios os fatores que podem desencadear a hipertrofia
cardiaca, como: angiotensina Il (SADOSHIMA et al., 1995), catecolaminas e
agonistas adrenérgicos (ROCKMAN et al.,, 2002), endotelina, aldosterona
(YOUNG; FUNDER, 2000), sobrecarga mecanica (BUSTAMANTE et al., 1991),
etc. A despeito de um numero elevado de fatores pro-hipertréficos, o niamero
de vias intracelulares de transducdo de sinal € menor. Um dos principais

gatilhos para inicio do processo de hipertrofia € 0 aumento da concentracdo de



célcio intracelular ([Ca®']). A sobrecarga mecanica promove a ativacdo de
canais de membrana que permitem a entrada acentuada de Ca®". A maioria
dos fatores hipertroficos humorais age por meio de receptores acoplados a
proteina Gq. Ja foi demonstrado que a ligagéo desses fatores leva a ativagao
da fosfolipase C. Como resultado desta ativacdo, ha a formacao o diacilglicerol
(DAG) e trifosfato de inositol (IP3). O IP3, por sua vez, estimula a liberacdo de
Ca' via reticulo sarcoplasmatico e DAG ativa proteina cinase C (PKC). Estes

+2]i-

efeitos, em conjunto, causardo o aumento da [Ca A figura 3 descreve as

etapas que levam a hipertrofia e consequente perda de funcéo.
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Figura 3: Anormalidades associadas ao remodelamento cardiaco durante a hipertrofia
patoldgica e a insuficiéncia cardiaca (Adaptado de MCKINSEY; OLSON, 2005).

Entre as vias de sinalizacdo responsaveis por desencadear o
processo de hipertrofia, as vias calcineurina/NFAT, PI3K/AKT/GSK-3,
MAPK/ERK e MEF2/HDAC séo as principais.

CALCINEURINA/NFAT: A calcineurina é uma serina-treonina fosfatase que é
expressa em diversos tecidos. E composta por duas subunidades, A
subunidade A, que é catalitica, e a subunidade B regulatéria. A subunidade B é
codificada a partir de apenas um gene, a subunidade A apresenta trés
diferentes isoformas (CnAa, CnAB, CnAy). Essa fosfatase promove a
defosforilacdo do fator de transcricho NFAT. A ativacdo da calcineurina

2 e leva a

acontece em decorréncia do aumento sustentado de [Ca



defosforilacdo de NFAT e sua consequente translocacdo para o nucleo. Ao
chegar ao ndcleo, o dominio REL de NFAT interage com o segundo dedo de
zinco de GATAA4. Esta interagdo promove a transcricdo de genes fetais como:
B-MHC e BNP, o que posteriormente leva a hipertrofia (MOLKENTIN et al.,
1998).

MAPK: Em cardiomidcitos, esta via de sinalizacdo é ativada por receptores
acoplados a proteina G, receptores tirosina cinase ou por estresse (SUGDEN;
CLERK, 1998). Consiste em uma sequéncia de reacdes que, em Uultima
estancia fosforila e ativa trés enzimas p38, c-JunN-terminal kinases (JNKs) e
extracellular signaling-regulated kinases (ERKSs). Depois de ativados, estes trés
possiveis ramos vao agir em diferentes alvos, incluindo GATA4. Até
recentemente, ndo se sabia qual dos trés ramos era o responsavel em ativar
esse fator de transcricdo associado a efeitos hipertréficos. Bueno et al.(2000)
demonstraram que o ramo MEK1/ERK;, é responsavel pela fosforilacdo de
GATA4 na S105. Esta fosforilagdo promove uma maior ligacdo de GATA4 ao

DNA e maior transcricdo de marcadores de estresse como BNP.

PIBK/AKT/GSK-3B: Esta via pode ser ativada por receptores acoplados a
proteina G, como receptores adrenérgicos, receptores tirosina cinase, como 0
receptor para IGF-1, quanto por estresse mecanico. O principal alvo da PI3K &
a serina-treonina cinase AKT, também conhecida proteina cinase B (PKB). A
AKT possui vérios alvos intracelulares, dentre eles, dois tém relacédo direta com
o processo de hipertrofia. A ativacdo de AKT pode ativar mTor, uma serina-
treonina cinase implicada na sintese proteica. Outro alvo da acdo da AKT é a
enzima Glicogénio Sintase Cinase-3 B (GSK-3 B), que é fosforilada pela AKT
no residuo de Ser9. Esta enzima pertence a uma familia conservada de serina-
treonina cinases presentes em todos eucariotos. Nos cardiomiécitos esta
prioritariamente no citosol, mas também pode ser encontrada no ndcleo (HAQ
et al., 2000). Uma caracteristica importante de GSK-3 € o fato de ela estar
cataliticamente ativa, independentemente de estimulo. Desta maneira, a
principal forma de controle € por meio da variacdo da expressédo da proteina.
Entretanto ela pode sofrer fosforilacdo no residuo de tirosina 216, fato este que
promove um aumento na ativagcdo. A inibicAo de GSK-3B acontece



principalmente pela fosforilacdo do residuo de Ser 9. Esta enzima funciona
como um regulador negativo da hipertrofia cardiaca, entre seus alvos estéo
NFAT e GATA4. Em geral, esta fosforilagdo gera ubiquitinacdo, transporte do
fator do nucleo para o citosol, diminuicdo da ligacdo ao DNA,
consequentemente reducao da transcricdo (HARDT; SADOSHIMA, 2002).

MEF2/HDAC: O DNA dos eucariotos € enovelado em forma de cromatina, esse
processo impede que fatores de transcricao interajam com o DNA, impedindo a
transcricdo. A unidade basica desse enovelamento € o nucleossomo, que
consiste no empacotamento do DNA ao redor de um octamero de histonas.
Para que haja a transcricdo, esse complexo deve ser relaxado, permitindo que
os fatores de transcricdo entrem em contato direto com os genes alvo. O
controle desse empacotamento depende da acetilacdo das histonas do
nucleossomo. Quando estas histonas estdo acetiladas o complexo fica
relaxado. Duas enzimas controlam esta acetilacdo: Histona acetiltransferase
(HATS), que acetila as histonas, e, portanto possibilita a transcricdo génica e a
enzima Histona desacetilase (HDAC) que desacetila as histonas, e dessa
maneira reprime a transcricdo génica (MCKINSEY; OLSON, 2005).

Em mamiferos, trés classes de HDAC estédo presentes, sendo que a
classe HDAC Il estd presente em cardiomiocitos e esta relacionada a
prevencao da hipertrofia cardiaca induzida por varios agonistas (ZHANG et al.,
2002; BUSH et al., 2004; VEGA et al., 2004). A classe HDAC Il possui, em sua
porcdo amino terminal, 500 residuos de aminoacidos que funcionam como
sitios de ligacéo para fatores de transcricdo. Um desses fatores de transcricéo
que interage com HDAC Il € MEF2. MEF2 é um fator de transcricdo que ativa
genes responsaveis pelo crescimento do cardiomiocito. A acdo desse fator de
transcricdo é regulada pela formacdo de um complexo com HDAC Il. O
complexo funciona como repressor da transcricdo génica. Quando 0s
cardiomidcitos estao sujeitos a fatores hipertréficos o complexo é dissociado e
MEF2 pode interagir com o DNA. Duas vias de sinalizacdo ativadas por
agonistas hipertroficos foram descritas como causadoras da dissociacdo do
complexo.

O aumento da [Ca®]; causa um aumento da ligacdo desse ion &

proteina calmodulina (CaM). Este complexo ativa a enzima calmodulina cinase



(CaMK) que fosforila HDAC II. Esta fosforilacdo promove a dissociacdo do
complexo MEF2/HDAC e posterior translocagdo de HDAC para o citosol. Outro
mecanismo de dissocia¢do do complexo ocorre quando receptores acoplados a
proteina G4 séo ativados, esta ativagdo promove a translocag¢éo de GRK-5 para
0 nucleo. Esta cinase age fosforilando HDACII. A fosforilacdo causa a
translocacao de HDAC Il para o citosol (MARTINI et al., 2008).

2.2 Sistema renina-angiotensina

O Sistema renina-angiotensina é formado por um conjunto de
horménios, cuja principal funcdo é ajudar a manter a homeostase da presséo
arterial e do equilibrio eletrolitico do organismo. Para exercer esta fungdao, um
conjunto de células especializadas forma o aparelho justaglomerular, composto
pela mécula densa, massa de células localizadas na regido do ramo
ascendente da alca de Henle, e as células justaglomerulares, conjunto de
células musculares lisas modificadas da tanica média da arteriola aferente. A
macula densa funciona como um sensor de NaCl, que é estimulado quando ha
uma reducdo na concentracdo do mesmo no filtrado que atinge a alca de
Henle. Esta estimulacdo promove uma acdo paracrina sobre as células
justaglomerulares induzindo a liberacéo de renina. A renina € uma enzima que
cliva o angiotensinogénio em angiotensina I. A angiotensina | € convertida em
angiotensina Il pela Enzima conversora de angiotensina (ECA), esta clivagem
acontece principalmente no pulmao. Apdés atingir a corrente sanguinea, este
horménio vai agir apds ligacdo aos receptores especificos para ang Il, AT, e
AT, (DE GASPARO et al., 2000). A figura 4 ilustra a visdo classica de atuacéo
do sistema renina-angiotensina, na qual existe apenas um eixo de agdo. A
acdo principal da ang Il, no controle da pressdo arterial e no balanco
eletrolitico, € mediada pelo receptor AT; (VOLPE et al.,, 2003). Além dos
tubulos distais, diversos tipos celulares apresentam o0s receptores para a
angiotensina ll, dentre elas os cardiomiécitos (FERREIRA; SANTOS, 2005).

Em situacbes patologicas, onde a ativacdo do sistema esta
exacerbada, a angiotensina Il tem acbes deletérias como: vasoconstricao,
aumento do cronotropismo e do inotropismo, acdo arritmogénica, proliferacao

celular, hipertrofia celular, inflamagdo, ac&o trombogénica, entre outras



(FERREIRA; SANTOS, 2005). Desta maneira, uma desregulacdo da funcao

desse eixo tem grandes efeitos deletérios ao sistema cardiovascular, que

podem levar o individuo ao obito.

ANGIOTENSINOGENIO

Renina

ANGIOTENSINA |

ECA (Pulmé&o)

ANGIOTENSINA II

Ve

ATy AT,

Figura 4: Viséo classica do sistema renina-angiotensina.

Estudos recentes levaram a identificagdo de novos componentes
desse sistema. Foram descritas as angiotensinas lll, 1V, (2-10), (1-9), (1-7), (1-
5), a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), o receptor Mas e o receptor
de renina. Entre os novos peptideos descritos, a Ang-(1-7) tem papel muito
relevante (FERREIRA; SANTOS, 2005).

A Ang-(1-7) foi descrita pela primeira vez em cérebros de cées, como
sendo apenas um metabdlito da angiotensina | (SANTOS et al.,, 1988).
Entretanto, estudos posteriores demonstraram que a Ang-(1-7) teria efeitos
opostos a angiotensina 1l (BENTER et al.,, 1993; BENTER et al., 1995;
CAMPAGNOLE-SANTOS et al, 1989;). Mais tarde, a Ang-(1-7) foi
definitivamente reconhecida como biologicamente ativa (CAREY; SIRAGY,
2003; FERREIRA, SANTOS; BRADFORD, 2010; SANTOS; CAMPAGNOLE-
SANTOS; ANDRADE, 2000;). Nos ultimos anos, foi possivel entender como
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ocorrem os efeitos biologicos desse pequeno peptideo derivado da
angiotensina Il. A recente descoberta da ECA2 (DONOGHUE et al., 2000;
TIPNIS et al., 2000;) e a descri¢cdo da sua funcdo na clivagem de angiotensina
I em Ang-(1-7), e menos eficientemente angiotensina | em Ang-(1-9)
(VICKERS et al, 2002) esclareceu como a Ang-(1-7) € formada. A identificacdo
do receptor Mas, receptor acoplado a proteina G, identificou o mecanismo de
acdo do peptideo. A figura 5 ilustra a visdo atual do sistema renina-
angiotensina e seus componentes.

O proto-oncogene que codifica o receptor Mas foi primeiramente
detectado por Young et al. (1986), como sendo um gene que codifica uma
proteina com sete dominios transmembra. Estas caracteristicas permitiram
especular que esta proteina pertencia a classe | dos receptores
transmembrana acoplados a proteina G (GPRCs). Em mamiferos, este gene é
expresso predominantemente nos testiculos e em algumas areas do cérebro,
como: hipocampo e amigdala. Entretanto também é expresso em outras
regides do organismo, como: rins e coracdo (ALENINA et al., 2002). Utilizando
0 ensaio de influxo de Ca™ em células transfectadas com o receptor Mas,
Jackson et al. (1988) sugeriram que esta proteina poderia ser um receptor para
Ang Il, mais tarde, entretanto, Ambroz et al. (1991) demonstraram que o influxo
de Ca™ em células transfectadas somente acontecia quando estas células ja
apresentavam endogenamente o receptor AT;. Utilizando camundongos com
delecdo do proto-oncogene que codifica o receptor Mas e células
cotransfectadas, Santos et al. (2003) identificaram o heptapetideo, Ang-(1-7),
como sendo o ligante endégeno para o receptor Mas. Estudos posteriores
demonstraram que o receptor Mas tem um grande papel fisiolégico

antagonizando as ac0es do receptor ATj;.
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Figura 5: Visdo moderna do sistema renina-angiotensina. ECA= enzima conversora de
angiotensina, ECA2= enzima conversora de angiotensina 2, NEP= endopeptidase neutra,
PEP= prolilendopeptdase (JESSUP, 2008).

A partir dos resultados anteriores, criou-se uma nova visao do
sistema renina-angiotensina, na qual € possivel perceber dois eixos de
atuacbes antagbnicos, o eixo Angiotensina II/AT;, que promove acdes
deletérias (vasoconstricdo, aumento do cronotropismo e do inotropismo, acéo
arritmogénica, proliferagdo celular, hipertrofia celular, inflamacdo, acéo
trombogénica) e o eixo Ang-(1-7)/Mas, com acgbes cardioprotetoras
(vasodilatacdo, potencializacdo do efeito vasodilatador promovido pela
bradicinina, anti-arritmogénico, melhora da funcdo contratili pds-evento
isquémico e efeito anti-proliferativo) (FERREIRA; SANTOS, 2005).

Tendo em vista a acdo cardioprotetora do eixo Ang-(1-7)/Mas,
estudos recentes investigaram a possivel acdo farmacolégica destes
peptideos. Foi demonstrado que a formulagdo oral contendo Ang-(1-7) foi
capaz de melhorar a funcdo cardiaca e reduzir a area infartada em animais
tratados com isoproterenol (MARQUES et al., 2011). Apesar da descricdo das
acOes sistémicas da Ang-(1-7), pouco se sabia de sua acao celular. Levando-
se em consideracdo os achados cardioprotetores sistémicos e a importancia do
cardiomidcito para a funcdo cardiaca, novos estudos tiveram como objetivo

investigar a acao da Ang-(1-7) diretamente no cardiomidcito.
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2.3 Acado da Ang-(1-7) em cardiomidécitos

Tallant et al. (2005), identificaram através de imunofluorescéncia e
western blot a presenca do receptor Mas em cardiomiocitos neonatais e
demonstraram o efeito direto da Ang-(1-7) na prevencao da hipertrofia celular
pala inibicdo da via MAPK/ERKj.,. Dias-Peixoto et al. (2012) identificaram a
presenca do receptor Mas em cardiomiocitos adultos e que a interacdo Ang-(1-
7)/Mas tem importante funcdo na manutencdo da estrutura e da funcao
cardiaca. Dias-Peixoto et al. (2008), descreveram que a ligacdo da Ang-(1-7)
ao receptor Mas promove a ativacado da enzima PI3K, que por sua vez fosforila
AKT no residuo de serina na posicdo 473. A AKT fosforilada, ativa a enzima
eNOS. A ativacdo de eNOS leva ao aumento da liberacdo de Oxido nitrico.
Dias-Peixoto et al. (2008) também observaram que o tratamento agudo com
Ang-(1-7) ndo promove alteragbes no manejo do calcio intracelular, entretanto
camundongos nocaute para O receptor Mas naturalmente apresentavam
reducdo do transiente de calcio. Gomes et al. (2010), além de confirmar a via
demonstrada anteriormente por Dias-Peixoto et al. (2008), demonstraram que o
efeito cardioprotetor promovido pelo aumento da producdo de o6xido nitrico
acontece via interacdo com GMPc. Ainda nesse trabalho, os autores
demonstraram que a Ang-(1-7) € capaz de prevenir a translocacdo de NFAT
induzida por Ang Il, bloqueando o desenvolvimento da resposta hipertréfica. A
figura 6 ilustra, de forma resumida, a interagcdo de vias que se interagem
durante o processo hipertrofico, como é o caso da translocacdo do NFAT e a

principal via contrarreguladora promovida pelo eixo Ang-(1-7)/Mas.
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Figura 6: Vias de sinalizagdo ativadas pela Ang-(1-7). O tratamento com Ang-(1-7) promove
um aumento na producdo de NO via PI3K/AKT. Este NO interage com GMPc inibindo a
translocacdo de NFAT para o nucleo. Ang-(1-7) também ativa GSK-3(3, que promove a
translocacdo de NFAT do ndcleo para o citosol e consequentemente inibindo o efeito
hipertréfico. Ang-(1-7) inibe a via ERK1/2 e da Endotelina que também tém efeitos hipertréficos.
Ang Il = Angiotensina Il; ANG-(1-7) = Angiotensina 1-7; ET-1 = Endotelina; FBS = soro fetal
bovino; AT;-R = Receptor AT,; BoR = Receptor de Bradicinina do tipo 2; Mas = Receptor Mas;
ET-R = receptor de endotelina; NFAT = Fator nuclear de ativagdo de células T; GSK-3f =
Glicogénio sintase cinase 3[3; PI3K = fosfatidilinositol 3-cinase; AKT = Proteina cinase B; NOS;
= ¢6xido nitrico sintase 3; NO = 6xido nitrico; cGMP = Guanosina monofosfato ciclica; —=> =
ativacdo; ---{ = inativagdo. (GOMES et al., 2012)

2.4 Novos agonistas do receptor Mas

A superfamilia dos receptores acoplados a proteina G € 0 grupo
mais abundante de receptores encontrado na superficie celular,
correspondendo aproximadamente 800 genes do genoma humano. Devido a
essa presenca abundante e da grande importancia em processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos, eles sdo grandes alvos de estudos farmacolégicos (HUANG,
2005). Desta maneira, varias empresas tém realizado grandes esfor¢cos para
conhecer novos ligantes a este grupo de receptores. Atualmente, uma das
técnicas mais utilizadas para o estudo de novos ligantes é a bioinformatica, que
utiliza métodos computacionais para predizer homologias entre receptores
acoplados a proteina G e possiveis ligantes (SHEMESH et al, 2008).

A empresa de biotecnologia CompugenLtd (TelAviv, Israel)
desenvolveu um método computacional que foi capaz de descobrir novos
ligantes de receptores acoplados a proteina G, a partir de proteinas humanas.

Este método se baseou em um programa que identificava provaveis peptideos
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endogenos provenientes de clivagens de proteinas secretadas endogenamente
(KLIGER et al., 2008; SHEMESH et al., 2008). Ao final do processo de selecao,
33 peptideos foram descritos (SHEMESH et al., 2008). Esses 33 peptideos
foram avaliados quanto a ativacdo de 152 receptores com importancia clinica.
O receptor Mas estava neste seleto grupo de receptores. Para avaliar a
ativacdo do receptor Mas, foi realizado o ensaio de fluxo de célcio em células
ovarianas de hamister (CHO-K1) transfectadas com o receptor Mas. Dos 33
peptideos testados, apenas dois promoveram o influxo de célcio, 0o CGEN-856
e 0 CGEN-857. Estes peptideos, cujas sequencias de aminoacidos sao
FLGYCIYLNRKRRGDPAFKRRLRD (CGEN-856) e SMCHRWSRAVLFPAA
HRP (CGEN-857), nao apresentam homologia com nenhuma das
angiotensinas ou a nenhum outro ligante conhecido. Devido a presenca de um
residuo de cisteina na composicdo de ambos, duas formas para cada peptideo
foi criada. A forma monomérica, na qual a cisteina foi trocada por serina ou
valina (CGEN-856S e CGEN-857V, respectivamente) e as formas diméricas
(CGEN-856 e CGEN-857). Ambas as formas promoveram o influxo de célcio
nas células CHO.

Com o intuito de investigar os efeitos destes novos agonistas do
receptor Mas, Savergnini et al. (2010) avaliaram a acdo dos peptideos frente a
diferentes parametros, tais como: reatividade vascular, a funcdo cardiaca, e as
arritmias de reperfusdo. A partir dos experimentos realizados foi possivel
concluir que os novos peptideos foram capazes de promover vasodilatacdo, e
esta acado foi mediada pelo receptor Mas. Tiveram efeito anti-arritmogénico e
melhoraram a funcéo cardiaca pos evento isquémico. O CGEN-856S reduziu a
hipertrofia causada pelo tratamento com isoproterenol e reduziu a pressao
arterial de ratos SHR, ap0s o tratamento cronico. Além disso, o CGEN-856S
apresenta baixa afinidade de ligagcdo aos receptores de angiotensina Il, sendo
capaz de competir pelo mesmo sitio de ligacdo com a Ang-(1-7).

A partir do que foi exposto acima, e da importancia da célula
cardiaca para o bom funcionamento do sistema cardiovascular como um todo,
investigar os efeitos destes novos peptideos sobre os cardiomiocitos tem
grande importancia. Desta maneira, efeito dos novos agonistas do receptor
Mas, CGEN-856-S e CGEN-857V, sobre os cardiomiécitos serdo investigados
neste trabalho.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos novos agonistas do receptor Mas, CGEN-856S
e CGEN-857V, na producdo e na modulacdo da via do Oxido Nitrico em

cardiomidcitos.

3.1 Objetivos Especificos

1. Investigar os efeitos do CGEN-856S e CGEN-857V na producédo de NO
em cardiomiocitos;

2. Comparar os efeitos do CGEN-856S e com o efeito da Ang-(1-7) na
producado de NO;

3. Investigar as vias de sinalizagdo envolvidas nos efeitos do CGEN-856S
na producéo de NO;

4. Investigar os efeitos do CGEN-856S e na modulacdo de vias
hipertréficas em cardiomiécitos;

5. Investigar o efeito do CGEN-856S na frequéncia de contracdo do

cardiomidcito.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Peptideos CGEN

Os peptideos foram produzidos pela companhia Pepscan Inc.
(Holanda). Os compostos foram purificados por cromatografia liquida de alta
presséo (>90% de pureza), confirmado por espectrometria de massa. Todos o0s
compostos sdo hidrossolluveis. Segue abaixo outras informagcdes importantes

dos peptideos.

CGEN-856S

Peso molecular: 2998,4 g/mol

Pureza: 95% em acido trifluoroacético (TFA)

Aparéncia: p6 branco

Sequéncia de aminoéacidos: FLGYCIYLNRKRRGDPAFKRRLRD

CGEN-857V

Peso molecular: 2118,5 g/mol

Pureza: 95% em &cido trifluoroacético (TFA)

Aparéncia: pé branco

Sequéncia de aminoacidos: SMCHRWSRAVLFPAAHRP

4.2 Animais

Para realizagdo dos experimentos, foram utilizados camundongos
C57BL6, camundongos C57BL6 nocaute para o receptor Mas, de 8 a 12
semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com
livre acesso a 4gua e ragdo e com ciclo claro/escuro de 14/10 horas. E ratos
wistar neonatos de 1 a 3 dias fornecidos pelo CEBIO. Procedimentos que

envolvem animais e seus cuidados foram conduzidos conforme (GILES, 1987).
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4.3 Isolamento dos cardiomioécitos ventriculares adultos

Para obtencdo dos cardiomiocitos, utilizou-se o procedimento
padrdo para a dissociacdo enzimatica do tecido cardiaco. Os animais, depois
de sacrificados, tinham o coracdo rapidamente retirado e perfundido
retrogradamente pelo método de Langendorff, com uma solugéo livre de Ca®*
(solucdo de digestdo), contendo NaCl 130mM, KCI 5,4mM, HEPES 25mM,
MgCl, 0,5mM, NaH,PO, 0,33 mM, &cido latico 1mM, &acido piravico 3mM,
glicose 22mM e insulina 10p/l. O coracédo foi perfundido com o tampédo de
digestédo até lavar todo o sangue. Apés a lavagem, o coracao foi perfundido
com o tampdo de digestdo adicionando 50uM de CaCl, e 1mg/ml de
colagenase do tipo Il durante quinze minutos. Terminada a digestédo
enzimatica, as camaras ventriculares foram separadas, dilaceradas e
homogeneizadas para a dissociacdo mecéanica. Ap0s a dissociacdo dos
cardiomidcitos, as células foram colocadas em tyrode que contendo NacCl
140mM, KCI 5mM, HEPES 10mM, MgCl, 1mM, NaH,PO, 0,33 mM, CacCl,

1,8mM e insulina 10p/l. As células isoladas eram prontamente utilizadas.

4.4 Tratamentos de cardiomiocitos ventriculares adultos isolados

Apbs o isolamento dos cardiomidcitos, utilizando o procedimento
padrao de dissociacdo enzimatica, as células foram incubadas com CGEN-
856S ou CGEN-857V nas concentracdes de 1uM, 100nM e 10nM, dependendo
objetivo do experimento, com o tempo de incubacdo variando de zero e 35

minutos.

4.5 Western blot

Para analise da expressdo proteica, os cardiomiocitos foram
homogeneizados em tampé&o de lise com detergente (1M NaCl; 5M Tris-Base;
5mM EDTA-2Na; 50mM Na4P,07.10H,0; 1mM MgCl,; pH=8,0; Nonidet P40
1%; Triton X-100 0,3% e Sodium deoxycholate 0,5%) contendo inibidores de
protease (15,7mg/mL de Benzamidina, 1ImM Aprotinina, 5 yM Pepstatina A, 1
mM de PMSF, 1mM Inibidor completo de proteases) e inibidores de fosfatases
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(20 mM NaF e 1mM Na3V0,4). ApOs quarenta minutos de homogeneizacéo. As
proteinas foram quantificadas utilizando o método de Bradford (BRADFORD,
1976). De 30 a 50mg do homogenato de proteinas foi diluido (5ug/mL) em
tampao de amostra (4x TrisHCI/SDS Ph=6,8, 3% glicerol, 1% DE SDS, 0,6% B-
mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) para separacdo em gel de SDS-PAGE
(Sodium-dodecyl! (lauryl) sulfate-poliacrilamida) em concentragcédo de 10%. Para
controle da massa molecular das proteinas, foi utilizado um padrdo de massa
molecular (BIO-RAD).

Apoés serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de PVDF. A qualidade da transferéncia foi avaliada
através da coloragdo da membrana com solucdo de Ponceau (0,2%). As
membranas foram lavadas com TBS-Tween (1%) e colocadas por uma hora
em solucao de bloqueio (TBS-Tween com 5% de leite desnatado) com o intuito
de evitar a formacdo de ligacdes inespecificas. Terminado o bloqueio, as
membranas foram lavadas com TBS-Tween, para retirar o excesso de leite, e
incubadas overnight em camara fria, com temperatura de 4°C, com anticorpo
primario especifico.

Foram utilizados os anticorpos: anti-pAkt (1:1000) (CellSignaling),
e anti-gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (1:5000) (Santa Cruz
Biotechnology). Apés a incubacdo com anticorpo primario, as membranas
foram lavadas com TBS-Tween durante trinta minutos com troca de solucédo a
cada cinco minutos e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (cabra anti-coelho IgG-HRP 1:10000 ou cabra anti-camundongo
IgG-HRP 1:10000, ambos Sigma-Aldrich). As membranas foram lavadas
novamente, seguindo o mesmo protocolo utilizado na lavagem do anticorpo
primario. As bandas proteicas foram detectadas pelo aparelho ImageQuant
LAS 4000 por de reagdo de quimioluminescéncia (ECL prime — Amersham
Biotechnology). A intensidade das bandas foi avaliada por analise
densitométricas utilizando o software ImageQuant TL 8.1. Em todos o0s
experimentos 0s niveis proteicos foram normalizados pelos niveis de

expressao de GAPDH.
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4.6 Medida da producéao de 6xido nitrico

A medida da producdo de oOxido nitrico em cardiomiocitos
ventriculares adultos foi realizada através de uma sonda fluorescente sensivel
ao oOxido nitrico, DAF-FM (4-amino-5methylamino-2’,7’-difluorofluorescein
diacetat) (Molecular Probes), excitada no comprimento de onda de 488nm e
com emissdo em 515nm. Para detectar o Oxido nitrico citosolico, os
cardiomidcitos isolados eram incubados a 37°C com 5uM de DAF-FM por trinta
minutos e posteriormente lavados por mais trinta minutos em tyrode. A
fluorescéncia decorrente da producao de o6xido nitrico foi captada utilizando
microscopia confocal (Zeiss 510 Meta) (ICB, CAPI, UFMG) e a analise

realizadas no software ImageJ (NIH).

4.7 Isolamento e cultura de cardiomiécitos ventriculares neonatais

Foram retirados quinze coracdes de ratos wistar com idade ente
um e trés dias. Estes coracBes foram colocados em meio HBSS (Sigma-
Aldrich), e posteriormente dilacerados e lavados para evitar a presenca
excessiva de hemacias. Depois dessa etapa, fragmentos de tecido cardiaco de
tamanho aproximado de 1mm eram colocados em uma solucédo contendo 8mL
de meio HBSS e 2mL de solucdo de tripsina 0,1mg/mL. Estas células, entéo,
eram colocadas em agitacdo durante dezoito horas, a 4°C. Passadas as
dezoito horas, eram acrescentados 1 mL de inibidor de tripsina e uma solucao
contendo 5ml de meio L15 (Sigma-Aldrich) mais 5mg de Colagenase, Depois
deste acréscimo, as células foram mantidas em agitagdo por quarenta minutos,
em temperatura ambiente. Passada a digestdo enzimatica, foi realizada a
digestdo mecanica utilizando uma pipeta de vidro de 12 mL. ApoOs a digestao
mecanica, as células eram filtradas utilizando um filtro com poros de 0.22um. O
fitrado era centrifugado a 1400 rpm por cinco minutos em temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo as células sedimentadas no fundo do tubo
eram ressuspendidas em meio DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 100u/mL de penicilina e 100u/mL de estreptomicina. Os
cardiomidcitos foram plagueados em laminulas pré-tratadas com fibronectina e

incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Um dia depois do plagueamento,
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adicionou-se ao meio de cultura 20pg de ARA-C para inibir o crescimento de
células que ndo seja cardiomidcitos, principalmente fibroblastos. Apéds 24 a 48
horas na presengca de ARA-C, o meio de cultura foi trocado. O novo meio de
cultura era igual o anterior exceto pela auséncia de ARA-C. A partir deste

estagio as células estavam prontas para o tratamento crénico.

4.8 Tratamento crénico das culturas de cardiomiécitos neonatais

Para analise dos efeitos dos peptideos sobre a hipertrofia dos
cardiomiécitos neonatais, as culturas celulares foram tratadas por 36 horas (um
tratamento a cada seis horas). Foram realizados seis tratamentos: controle,
Ang Il (100nM), Ang Il (100nM) mais CGEN-856S (100nM), CGEN-856S
(100nM), Ang 11(100nM) mais CGEN-856S (100nM) mais A779 (1uM) , Ang
[1(100nM) mais CGEN-856S (100nM) mais L-NAME (1uM).

4.9 Imunofluorescéncia

Apbs o tratamento crénico, os cardiomibcitos neonatais foram
lavados rapidamente utilizando tyrode. Em seguida, fixados em
paraformaldeido (PFA) 4% durante quinze minutos e permeabilizados com uma
solucédo contendo PBS e Triton X-100 0,5% também por quinze minutos (trés
periodos de cinco minutos). Terminada a permeabilizacdo, as células foram
incubadas com uma solugéo de bloqueio (PBS, Triton X-100 0,5%, BSA 1% e
NGS 5%) durante uma hora. O proximo passo foi a incubacdo com os
anticorpos primarios diluidos em solucéo de bloqueio overnight em camara fria,
com temperatura de 4°C. Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-GRK-5
(Santa Cruz Biotechnology) (1:50) e anti-a-actinina (Santa Cruz Biotechnology)
(1:150). Na manha seguinte, os cardiomiécitos foram lavados com PBS durante
trinta minutos com troca de solugdo a cada cinco minutos. Apds a lavagem,
foram incubados com o0s anticorpos secundarios (anti-coelho e anti-
camundongo conjugado com Alexa 488 e Alexa 633 respectivamente —
Molecular Probes) e DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole), diluidos em solucdo
de bloqueio, por uma hora. A incubacao foi seguida de lavagem com PBS por

trinta minutos seguindo 0 mesmo protocolo da lavagem anterior. As imagens
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foram capturadas por microscopia confocal (Zeiss 510 Meta) (ICB, CAPI,

UFMG) e a analisadas no software ImageJ (NIH).

4.10 Medida da frequéncia de contracdo das culturas de neonatos

ApoOs o tratamento crénico, as culturas de neonatos eram filmadas
durante cinco minutos em ambiente com temperatura de 37°C e 5% de CO..
Estes videos eram posteriormente assistidos por duas pessoas que contavam
0 numero de contracdes realizadas por um determinado sincicio de
cardiomidcitos. Era considerada contracdo do sincicio, quando todas as células
contraiam simultaneamente. Apdés a contagem, o numero de contractes
observado durante os cinco minutos era dividido por cinco para se obter a
meédia aritmética das contracfes por minuto. Em seguida, era realizada uma
média aritmética dos resultados dos dois avaliadores. E importante salientar

gue os avaliadores eram 0os mesmos durante todo 0 processo.

4.11 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como a média + o desvio padrao.
Para comparacdes de duas variaveis foi utilizado o teste t student e, para
comparacao de mais de duas variaveis foi utilizado o teste one way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni. O nivel de significancia foi estabelecido para
um *p< 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeitos da concentracdo dos peptideos CGEN na producédo de 6xido
nitrico em cardiomiodcitos ventriculares, apés um tratamento agudo.

Para verificar se o peptideo CGEN-856S é capaz de elevar a
producdo de O6xido nitrico, cardiomidcitos ventriculares foram isolados de
camundongos C57BL6 e divididos em grupos para serem tratados com
diferentes concentracdes do peptideo.

Foi observado na figura 7, que independentemente da
concentracdo testada, o peptideo CGEN-856S foi capaz de promover o
aumento da producdo de Oxido nitrico entre cinco e vinte minutos de
tratamento. Entretanto, ndo houve diferenca na producdo de Oxido nitrico
quando a comparacao € feita entre as diferentes concentracdes utilizadas
(1uM, 100nM, 10nM).
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Figura 7: CGEN-856S promove o aumento da produgdo de NO em cardiomidcitos ventriculares adultos.
A. Imagens representativas: CT — controle; CGEN-856S 1uM; CGEN-856S 100nM; CGEN-
856S 10nM. B. Grafico de barras representando a média das medidas de fluorescéncia,
normalizada pela média de fluorescéncia do grupo controle. n= niamero de células. * = p<0,05
quando comparado com o grupo CT.

Com o intuito de investigar se 0 CGEN-857V também é capaz de
levar a producéo de oxido nitrico, cardiomiocitos ventriculares provenientes de
camundongos adultos C57BL6 foram tratados durante vinte minutos com o
peptideo CGEN-857V nas mesmas concentragcbes do experimento
apresentado na figura anterior.

Como é possivel perceber na figura 8, o tratamento com CGEN-

857V promoveu um pequeno aumento na producdo de Oxido nitrico,
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independentemente da concentracdo utilizada, embora aconteca este ligeiro

aumento, em nenhuma concentracéo utilizada este aumento foi significativo.
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Figura 8: CGEN-857V é incapaz de produzir aumentos significativos na producdo de NO. A.
Imagens representativas: CT — controle; CGEN-857V 1uM; CGEN-857V 100nM; CGEN-857V
10nM. B. Grafico de barras representando a média das medidas de fluorescéncia,
normalizados pela média de fluorescéncia do controle. n= nimero de células.

A partir dos resultados encontrados em relagcéo a producao de oxido
nitrico dos dois peptideos, foi decidido utilizar somente o CGEN-856S na
concentracdo de 100nM para o restante dos experimentos a serem

executados.



25

5.2 Efeito do tempo de tratamento na producédo de 6xido nitrico induzida
pelo peptideo CGEN-856S em cardiomiocitos ventriculares provenientes

de camundongos adultos.

Para investigar a influéncia do tempo de incubacdo com o
peptideo sobre a producdo de Oxido nitrico em cardiomiocitos, as células
isoladas foram incubadas com 100nM de CGEN-856S ao longo de 35 minutos.
Os niveis de oxido nitrico foram avaliados durante todo o periodo, utilizando a
fluorescéncia do DAF como referéncia.

A figura 9 mostra que o CGEN-856S aumenta os niveis de oxido
nitrico logo apds a incubacgédo, este aumento comeca a se tornar significativo a
partir do grupo de dez minutos e permanece significativamente aumentado até
o final do experimento. E possivel perceber um aumento gradual até vinte
minutos de tratamento, periodo no qual os niveis de 6xido nitrico parecem se
estabilizar. Apesar do aumento gradual com o tempo, ndo ha diferencas

significativas entre os grupos, a excecdo do grupo cinco minutos.
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Figura 9: CGEN-856S promove aumentos significativos dos niveis de NO a partir de dez
minutos de incubacdo. CT= Controle; CGEN-856S 5min= imagens capturadas entre zero e
cinco minutos de incubacdo; CGEN-856S 10min= cinco e dez minutos; CGEN-856S 15min=
dez a quinze minutos; CGEN-856S 20min= quinze a vinte minutos; CGEN-856S 25min= vinte
a 25 minutos; CGEN-856S 30min= 25 a trinta minutos; CGEN-856S 35min=trinta a 35 minutos
de incubagéo. * = p<0,05 quando comparado com o grupo CT. n= nimero de células.
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5.3 Comparacao entre a producédo de oxido nitrico induzida pelo CGEN-

856S com a da Ang-(1-7) em cardiomidcitos ventriculares adultos

Com o objetivo de comparar a producdo de Oxido nitrico
desencadeada por Ang-(1-7) e CGEN-856S, cardiomiocitos adultos isolados
foram divididos em trés grupos: Controle (CT); Ang-(1-7) 100nM e CGEN-856S
100nM, ambos tratados durante vinte minutos.

Como é possivel notar, ambos os tratamentos foram capazes de
promover um aumento significativo nos niveis de Oxido nitrico quando
comparados aos niveis encontrados no controle, e a amplitude deste aumento
€ semelhante nos dois tratamentos, e a amplitude deste aumento é semelhante

nos dois tratamentos.
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Figura 10: Ang-(1-7) e CGEN-856S produzem aumentos semelhantes na producgdo de 0Oxido
nitrico. A. Imagens representativas: CT — controle; Ang-(1-7) 100nM; CGEN-856S 100nM. B.
Grafico de barras representando a média das medidas de fluorescéncia, normalizados pela
média de fluorescéncia do controle. n= nimero de células. * = p<0,05 quando comparado com
o grupo CT.

5.4 Avaliacdo da participacdo do receptor Mas no aumento dos niveis de
oxido nitrico, em cardiomiécitos ventriculares adultos, apds o tratamento
com CGEN-856S

Para investigar a participacdo do receptor Mas no aumento da
producao de oxido nitrico, cardiomidcitos ventriculares adultos foram isolados a
partir de camundongos nocaute para o receptor Mas e tratados com CGEN-
856S nas concentracdes: 1uM, 100nM e 10nM durante vinte minutos. Imagens
dessas células foram capturadas entre cinco e vinte minutos apos incubagao
com CGEN-856S.
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A figura 11 mostra que 0 aumento dos niveis de 0xido nitrico ndo
€ observado em cardiomiocitos isolados provenientes de camundongos

nocaute para o receptor Mas, independentemente da concentracao utilizada.
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Figura 11: A producdo de NO estimulada por CGEN-856S estd ausente em cardiomiécitos
provenientes de camundongos Mas A Imagens representativas: CT= Controle; CGEN-856S-
1uM; CGEN-856S 100nM; CGEN-856S 10nM. B. Grafico das medidas de fluorescéncia,
normalizados pela média de fluorescéncia do controle. n= nimero de células.
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5.5 Investigacdo da via de sinalizacdo intracelular ativada pelo CGEN-
856S envolvida na producdo de oOxido nitrico em cardiomiocitos

ventriculares.

Para investigar a via de sinalizacdo ativada pela ligacdo do
CGEN-856S ao receptor Mas, proteinas foram extraidas de cardiomiocitos
ventriculares adultos. Foi realizada a técnica Western Blot para quantificar a
fosforilacdo da AKT no residuo serina 473, sitio de fosforilacdo, que quando
ativado, leva a ativacéo das oxido nitrico sintases (NOSs). Como observado na
figura 12, o tratamento com CGEN-856S promove um aumento significativo da
fosforilacdo da AKT.
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Figura 12: O tratamento agudo com CGEN-856S aumenta a fosforilagdo de AKT. A. Gel
representativo da expressédo de pAKT. B. Gréfico de barras com a média da expressado de
PAKT. n= niumero de experimentos independentes. * = p<0,05 quando comparado com o grupo
CT.
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5.6 Avaliacdo dos efeitos cardioprotetores ap0s o tratamento crénico com
o peptideo CGEN-856S e possiveis vias de sinalizacdo ativadas, em

cultura de cardiomiécitos neonatais

Apoés a determinacao dos efeitos do CGEN-856S na producéo e
liberacdo de oOxido nitrico a partir de tratamentos agudos, os efeitos crénicos
deste peptideo foram avaliados em cultura de cardiomiécitos neonatais. Para
isso, culturas de cardiomiocitos provenientes de ratos wistar neonatos de um a
trés dias foram realizadas.

Como o intuito de investigar os efeitos anti-hipertréficos
promovidos pelo CGEN-856S, culturas de cardiomiécitos neonatais foram
divididas em quatro grupos experimentais: controle (CT); Angiotensina Il 200nM
(ANG 11); Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM (ANG II+CGEN-
856S); CGEN-856S 100nM (CGEN-856S). O tratamento teve duracdo de 36
horas com aplicacdo dos peptideos a cada seis horas. Terminado o tratamento,
laminas de imunofluorescéncia foram confeccionadas e observadas em
microscopia confocal. Para avaliacdo dos efeitos cardioprotetores, foram
avaliados dois parametros: a area celular e a translocacao do fator hipertréfico
GRK-5, que quando é ativado em resposta ao tratamento com Ang Il, se
encaminha para o nucleo, favorecendo a transcri¢cdo de genes hipertréficos.

Como o esperado, o tratamento crénico com Ang Il promoveu um
aumento significativo da &rea celular em relag@o ao controle. Este aumento foi
prevenido quando o tratamento com Ang Il foi concomitante ao tratamento com
0 CGEN-856S. Quando os cardiomiocitos foram incubados somente com

CGEN-856S, ndo houve aumento da area celular em relacdo ao grupo controle.
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Figura 13: O tratamento crénico com CGEN-856S previne o aumento da éarea celular
promovido por Ang Il. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia confocal do
citoesqueleto celular, marcado em vermelho (a-actinina). B. grafico de barras com a média da
area celular normalizada pelo controle. CT- controle; ANG IlI- Angiotensina Il 100nM; ANGII +
CGEN-856S- Angiotensina 1l 100nM mais CGEN-856S 100nM; CGEN-856S- CGEN-856S
100nM. n= numero de células. *=p<0,05 quando comparado com 0S outros grupos
experimentais.

Foi possivel observar a mesma tendéncia quando foi avaliada a
translocacdo de GRK-5, o grupo ANG Il promoveu um aumento da razdo da
fluorescéncia nucleo/citosol, indicando a translocacdo para o nucleo. Esse
aumento foi prevenido no grupo ANG Il + CGEN-856S. Nao houve diferenca
significativa no grupo CGEN-856S.
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Figura 14: O tratamento cronico com CGEN-856S previne a translocacdo de GRK-5 para o
ndcleo. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia confocal de GRK-5 (verde).
B. Gréfico de barras com a média da razao nucleo/citosol encontrados a partir da analise
densitométrica. CT- controle; ANG IlI- Angiotensina Il 100nM; ANGII+CGEN-856S-
Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM; CGEN-856S- CGEN-856S 100nM. n= namero
de células. *=p<0,05 quando comparado com 0S outros grupos experimentais.

Apoés a demonstracao do efeito anti-hipertrofico de CGEN-856S, o
proximo passo a ser investigado foi a participacdo do receptor Mas na
producdo desse efeito cardioprotetor. Para isso, os cardiomiécitos neonatais
foram divididos nos seguintes grupos: controle (CT); Angiotensina Il 100nM
(ANGII); Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM (ANGII+CGEN-
856S); D-Ala-Ang-(1-7) 1uM (A779). A779 € um conhecido antagonista seletivo
de Ang-(1-7).



33

A figura 15 mostra, como anteriormente, o efeito cardioprotetor de
CGEN-856S, este efeito é inibido quando os cardiomidcitos neonatais foram
tratados simultaneamente com Ang Il, CGEN-856S e A779. O grupo A779

apresentou area celular semelhante ao grupo ANG 1.

A.
cT

Ang Il Ang Il + Ang Il +
CGEN-856S CGEN-856S +
A779

2.01
B. < ,
*
N 1.54 =
|
<§E —
®© i ——
% s 1.0
p
= 0.54
m oW, |
< n=26 =
0.0
cT ANGII ANGI+CGEN-  ANGIHCGEN
8565 -856S+AT79

Figura 15: O grupo ANGIlI + CGEN-856S + A779 promove aumento da area celular
semelhante ao grupo ANGII. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia
confocal do citoesqueleto celular, marcado em vermelho (a-actinina). B. Grafico de barras com
a média da area celular. CT- controle; ANGII- Angiotensina Il 100nM; ANGII+CGEN-856S-
Angiotensina 1l 100nM mais CGEN-856S 100nM; ANGII+CGEN-856S+A779- Angiotensina |l
100nM mais CGEN-856S 100nM + A779 1uM. n= numero de células. *=p<0,05 quando
comparado com o grupo CT. #=p<0,05 guando comparado com o grupo ANGII+CGEN-856S.
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A inibicdo do efeito cardioprotetor também pode ser comprovada a
partir da translocagéo de GRK-5. A figura 16 indica que razdo nucleo/citosol do

grupo A779 nao apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo

ANG II.
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Figura 16: O grupo ANGII + CGEN-856S + A779 promove aumento da razdo nucleo/citosol
semelhante ao grupo ANGII. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia
confocal de GRK-5 (verde). B. Grafico de barras com a média da razdo nucleo/citosol
encontrados a partir da andlise densitométrica. CT- controle; ANG II- Angiotensina Il 100nM;
ANGII+CGEN-856S- Angiotensina 1l 100nM mais CGEN-856S 100nM ANGII+CGEN-
856S+A779- Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM + A779 1uM.. n= nimero de
células. *=p<0,05 quando comparado com o grupo CT. *=p<0,05 quando comparado com o
grupo ANGII+CGEN-856S.

Como descrito por GOMES et al. (2010), o efeito anti-hipertrofico
da Ang-(1-7) é dependente de 6xido nitrico, que, em ultima instancia aumenta a
concentracdo de GMPc. Desta maneira, o proximo objetivo foi investigar se o

efeito anti-hipertréfico de CGEN-856S, como Ang-(1-7), € dependente de 6xido
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nitrico. Neste experimento, 0os grupos experimentais foram: controle (CT);
Angiotensina Il 100nM (ANGII); Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S
100nM (ANGII+CGEN-856S); Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S mais
NC-nitro-L-arginina metil éster 10uM (ANGII+CGEN-856S+L-NAME).

O tratamento realizado no grupo ANGII+CGEN-856S+L-NAME
apresentou area celular significativamente maior que o controle e o grupo
ANGII+CGEN-856S, efeito semelhante ao ANG I,
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Figura 17: O grupo ANGII+CGEN-856S+L-NAME promove aumento da area celular
semelhante ao grupo ANGII. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia
confocal do citoesqueleto celular, marcado em vermelho (a-actinina). B. Grafico de barras com
a média da area celular. CT- controle; ANGII- Angiotensina Il 100nM; ANGII+CGEN-856S-
Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM; ANGII+CGEN-856S+L-NAME- Angiotensina
Il 100nM mais CGEN-856S 100nM mais L-NAME 10uyM. n= nimero de células. *=p<0,05
quando comparado com o grupo CT. *=p<0,05 quando comparado com o grupo ANGII+CGEN-
856S.

Além do aumento da area observada no grupo L-NAME, a razéo
nucleo/citosol também est4 aumentada, comprovando a translocacdo de GRK-
5. Estes dois fatores, em conjunto, demonstram que o tratamento concomitante
de Ang Il, CGEN-856S e L-NAME inibe o efeito cardioprotetor de CGEN-856S.
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Figura 18: O grupo ANGII+CGEN-856S+L-NAME promove aumento da razdo nucleo/citosol
semelhante ao grupo ANGII. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia
confocal do GRK-5 (verde). B. Gréafico de barras com a média da razdo nucleo/citosol
encontrados a partir da andlise densitométrica. CT- controle; ANG II- Angiotensina Il 100nM;
ANGII+CGEN-856S- Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM; ANGII+CGEN-856S+L-
NAME- Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM mais L-NAME 10uM. n= nimero de
células. *=p<0,05 quando comparado com o grupo CT. #=p<0,05 gquando comparado com o
grupo ANGII+CGEN-856S.

5.7 Efeito do tratamento crénico com CGEN-856S na frequéncia de

contracéo de culturas de cardiomiocitos neonatos

Levando em consideracao, que, em muitos casos, a exposi¢ado crénica a
fatores estressantes leva a disfuncéo cardiaca, o proximo passo do trabalho foi
investigar a influéncia do tratamento crénico de um agente estressante, a Ang
II, e do peptideo CGEN-856S na frequéncia de contracdo de culturas de
cardiomidcitos neonatais. Neste experimento, 0s cardiomidcitos neonatais

foram divididos em cinco grupos experimentais: controle (CT); Angiotensina Il
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100nM (ANG 1I); Angiotensina II 100nM mais CGEN-856S 100nM (ANG
[I+CGEN-856S); CGEN-856S 100nM (CGEN-856S); Angiotensina 1l 100nM
mais CGEN-856S 100nM mais L-NAME 10uM (ANG I[I+CGEN-856S + L-
NAME). O tratamento utilizado foi semelhante ao realizado nos experimentos
anteriores. A medida da frequéncia e da forca de contracdo foi realizada apos
as 36 horas de tratamento.

Como observado na figura 19, o tratamento cronico com Ang Il
promove uma reducdo significativa na frequéncia de contracdo em relacdo ao
grupo controle. Esta mesma reducdo também é observada no grupo A779. O
grupo ANG Il +CGEN-856S apresenta um aumento significativo da frequéncia
em relagéo ao controle. Aumento semelhante acontece no grupo CGEN-856S.
N&o é observada diferenca na frequéncia de contracdo entre ANG Il +CGEN-
856S e CGEN-856S.
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Figura 19: Tratamentos com CGEN-856S antagonizam os efeitos de Ang Il na frequéncia de
contracdo. CT- controle; ANG Il- Angiotensina Il 100nM; ANGII+CGEN-856S- Angiotensina Il
100nM mais CGEN-856S 100nM; CGEN-856S- CGEN-856S 100nM; ANGII+CGEN-
856S+A779- Angiotensina Il 100nM mais CGEN-856S 100nM mais A779 1uM. n= nimero de
células. *=p<0,05 quando comparado com o grupo CT. *=p<0,05 quando comparado com o
grupo ANGII+CGEN-856S. "=p<0,05 quando comparado com o grupo CGEN-856S.
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6. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, um grande numero de estudos vem
esclarecendo os efeitos cardioprotetores do eixo Ang-(1-7)/Mas, que
antagonizam os efeitos da via Ang II/AT1. Em decorréncia dessas descobertas,
um grande interesse farmacoldgico foi criado. Levando-se em consideracéo a
grande importancia do cardiomiécito para o bom funcionamento de todo o
sistema cardiovascular, ele se transformou em um dos alvos de estudos. Para
investigar as funcdes do eixo Ang-(1-7)/Mas nos cardiomiécitos, o primeiro
questionamento que deveria ser resolvido era se as células ventriculares
possuiam, em sua membrana, o receptor Mas. Tallant et al. (2005) e Dias-
Peixoto et al. (2012) descreveram a presenca deste receptor tanto em células
neonatais quanto em células de adulto. Posteriormente, Dias-Peixoto et al.
(2008) e Gomes et al. (2010) descreveram os efeitos diretos sobre o0s
cardiomiécitos e também descreveram o mecanismo de acéo desse eixo.

Este cenéario promissor estimulou varios grupos de pesquisa a investigar e
desenvolver possiveis agonistas do receptor Mas, que por sua vez, também
tivessem afeitos cardioprotetores e que pudessem proporcionar vantagens
farmacoldgicas sobre a Ang-(1-7). Entre estes novos agonistas, destacam-se o
agonista ndo peptidico AVE 0991 (WEIMER et al., 2002) e os agonistas
peptideos CGEN-856 e CGEN-857 (SHEMESH et al., 2008). Como aconteceu
com a Ang-(1-7), o primeiro foco de interesse foi os efeitos cardioprotetores
sistémicos. Savergnini et al. (2010) demonstraram que os peptideos CGEN-856
e CGEN-857 produziam um efeito vasodilatador mediado pelo receptor Mas.
Além disso, estes peptideos apresentaram efeito anti-arritmogénico e
melhoraram a funcdo cardiaca apos um evento isquémico. O CGEN-856S
reduziu a hipertrofia causada pelo tratamento com isoproterenol, reduziu a
pressao arterial de ratos SHR, apds o tratamento cronico. Além disso, 0 CGEN-
856S apresenta baixa afinidade de ligacdo aos receptores de angiotensina Il.
Peluso et al. (2014) demostrou que CGEN-856S foi capaz de ativar a via
AKT/eNOS em diferentes modelos celulares, da mesma maneira que a Ang-(1-
7). Entretanto, estes efeitos ndo foram estudados em cardiomiocitos. Desta
forma, o presente estudo, investigou a possivel ativacdo destas vias nos

cardiomidcitos. Com esse objetivo, cardiomidcitos ventriculares adultos foram
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isolados de camundongos C57BL6 e tratados durante vinte minutos com
diferentes concentracbes de CGEN-856S e CGGEN-857V. O tempo de
tratamento foi estipulado levando em consideragao trabalhos anteriores (DIAS-
PEIXOTO et al.,, 2008; GOMES et al., 2010). Apesar do peptideo ndo ser
homologo a Ang-(1-7), as concentragcbes escolhidas foram de 1uM, 100nM,
10nM. Dias-Peixoto et al.(2008) fizeram uma curva concentracao-resposta da
Ang-(1-7), variando de 100 uM a 0.1 nM e perceberam que o tratamento com
as concentragbes 1uM, 100nM, 10nM e 1nM causavam 0 aumento na
producdo de Oxido nitrico, sendo que a concentracdo 10nM produziu maior
aumento. Gomes et al. (2010) utilizaram a Ang-(1-7) na concentracdo de 100
nM em todos o0s seus experimentos. Savergnini et al. (2013), em seus
experimentos utilizando células ovarianas de hamister (CHO), utilizaram o
peptideo CGEN-856S nas concentracfes de 100nM e 1 nM. No presente
estudo, o peptideo foi testado nas concentragcdes 1uM, 100nM, 10nM. Os
resultados encontrados foram, de maneira geral, semelhantes aqueles
encontrados por Dias-Peixoto et al. (2008), entretanto algumas pequenas
diferencas podem ser apontadas. Em Dias-Peixoto et al. (2008), embora né&o
tenha havido diferencas entre 0s grupos que promoveram aumento da
producdo de Oxido nitrico, o grupo 10nM se destacou com um resultado
absoluto muito maior que os outros. No presente trabalho, os trés grupos
testados também promoveram aumentos significativos na producdo do NO em
relacdo ao controle, entretanto, os resultados entre o0s grupos foram
semelhantes, ndo havendo nenhum grupo que se sobressaisse sobre os
outros. Além disso, no trabalho realizado por Dias-Peixoto et al. (2008), o
aumento da producdo de O&xido nitrico foi numericamente maior que o
encontrado no presente estudo. A partir destes resultados uma nova questéo
foi levantada: A intensidade do aumento da producdo de oOxido nitrico é
diferente entre os novos agonistas e a Ang-(1-7)? Esta pergunta logo foi
respondida ao longo dos demais experimentos.

Resultados diferentes foram encontrados quando o peptideo CGEN-
857V foi utilizado. Nas concentragdes 1uM, 100nM, 10nM, foi possivel observar
um ligeiro aumento na producéo de 6xido nitrico, todavia esse aumento nao foi
significativo. Savergnini et al. (2010) demonstraram que este peptideo também

apresenta efeito vasodilatador dependente de endotélio, porém o efeito do
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CGEN-857V foi significativamente menor quando comparado com o CGEN-
856S, o0 que de certa forma é similar ao encontrado neste estudo. Devido ao
fato de o peptideo possuir menor acdo, € possivel que as concentracées
utilizadas neste estudo ndo tenham sido suficientes para promover a aumento
significativo da producéo de oOxido nitrico, sendo necessario investigar outras
concentragoes.
Apos ter sido comprovada a influéncia CGEN-856S na producdo de oOxido
nitrico nas concentragées 1uM, 100nM e 10nM, foi investigado a influéncia do
tempo de incubacdo. Como a producdo de Oxido nitrico foi semelhante
independentemente da concentragdo utilizada, utilizou-se a concentracao
100nM no experimento de decurso temporal. No trabalho de Dias-Peixoto et al.
(2008) cardiomidcitos ventriculares adultos foram incubados durante quinze
minutos com a Ang-(1-7), os grupos experimentais foram: controle, cinco
minutos, dez minutos e quinze minutos. Segundo os resultados obtidos, todos
0S grupos apresentaram aumento significativo na producao de 6xido nitrico em
relacdo ao grupo controle. Entre os grupos testados, dez e quinze minutos
apresentam aumentos significativamente maiores que cinco minutos, e apesar
de ndo apresentarem diferengas significativas, o grupo quinze minutos foi
numericamente maior que o grupo dez minutos. No presente trabalho, o tempo
de incubacéao foi de 35 minutos, com capturas de imagens continuamente. Esta
diferenca metodolégica no tempo de incubacéo foi promovida pelo fato de que
embora no trabalho de Dias-Peixoto et al. (2008) os grupos dez e quinze
minutos ndo sejam significativamente diferentes, a producao de 6xido nitrico no
grupo quinze minutos foi numericamente maior. Esta tendéncia de aumento na
producdo de 6xido nitrico pode ter sido mascarada pelo pequeno intervalo de
tempo de captura de imagens.

Devido a possibilidade do CGEN-856S também agir no receptor
Mas, foi realizada a comparacdo entre CGEN-856S e Ang-(1-7) em relacdo a
producéo de 6xido nitrico. No trabalho de Dias-Peixoto et al. (2008), Ang-(1-7)
na concentragdo de 10nM levou a um aumento na producdo de Oxido em
aproximadamente 150%. No entanto, no presente estudo, a Ang-(1-7) induziu
um aumento de aproximadamente 25% na fluorescéncia do DAF. Savergnini et
al. (2013) compararam os efeitos de Ang-(1-7) e CGEN-856S na fosforilacédo de
AKT e observaram que nédo houve diferenca significativa entre os grupos. Os
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resultados encontrados no presente estudo confirmam os achados de
Savergnini uma vez que nao foi observada diferenca significativa entre Ang-(1-
7) e CGEN-856S com relacdo a producao de 6xido nitrico.

Tendo sido respondidos 0s questionamentos relativos ao efeito na producao de
oxido nitrico e a comparacdo com a Ang-(1-7), passou-se a investigar as vias
de sinalizagao intracelular estimuladas pela ligacdo de CGEN-856S. Utilizando
esta linha de pensamento, a primeira questdo a ser respondida € se a
producdo de Oxido nitrico observada acontece via ligacdo ao receptor Mas.
Savergnini et al. (2010, 2013) demonstraram que os efeitos vasodilatadores
foram causados via receptor Mas, e que o CGEN-856S nao foi capaz de
fosforilar AKT em células CHO-K1 (células que ndo apresentam o receptor Mas
constitutivamente). Peluso et al.(2014) demonstraram que os efeitos do CGEN-
856S sobre AKT/eNOS e FOXO1 € via Mas. O experimento realizado utilizando
cardiomidcitos ventriculares de camundongos C57BL6 nocaute para o receptor
Mas corrobora os resultados anteriores, comprovando que independentemente
da concentracdo utilizada, CGEN-856S foi incapaz de produzir aumento na
producao de oxido nitrico.

Utilizando a técnica de Western Blot, foi demonstrado que
cardiomidcitos ventriculares isolados de camundongos C57BL6, tratados com
CGEN-856S promovem a fosforilacdo de AKT no residuo S473. Dias-Peixoto et
al. (2008) descreveram que o tratamento agudo com Ang-(1-7) produzia um
aumento da fosforilacdo de AKT (S473) em cardiomidcitos ventriculares
adultos. Savergnini et al. (2013) e Peluso et al.(2014) mostraram a fosforilacdo
de AKT (S473) ap6s o tratamento com CGEN-856S em CHO-K1. Estes
resultados sustentam a ideia de que o peptideo age de maneira muito
semelhante a Ang-(1-7), se ligando ao receptor Mas, fosforilando AKT (S473) e
produzindo oOxido nitrico. E bem provavel que haja a fosforilagio de eNOS e ela
seja a principal sintetizadora de Oxido nitrico, mas este experimento nao foi
realizado no presente trabalho.

Conhecendo a acdo do peptideo nos tratamentos agudos, é de
grande valia investigar os efeitos cardioprotetores cronicos do peptideo. Para
tal, foi utilizado um agonista hipertrofico muito bem descrito, a Ang I
(SADOSHIMA et al., 1995), com o objetivo de induzir estresse cardiaco e
observar os efeitos do peptideo quando tratado concomitantemente. Como era
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esperado, o tratamento com Ang Il promoveu 0 aumento da area celular e a
translocacdo de GRK-5 para o nucleo. Descrito anteriormente por Martini et al.
(2008), GRK-5 fosforila HDAC Il promovendo a translocacdo de HDAC Il para o
citosol. O DNA livre de HDACII torna-se acessivel a fatores de transcricdo pro-
hipertréficos, dentre eles MEF2 que possibilita a ativacdo de genes envolvidos
na hipertrofia cardiaca. O tratamento concomitante com Ang Il e CGEN-856S
preveniu tanto o aumento da area celular quanto a translocacdo de GRK-5.
Gomes et al. (2010) obtiveram resultado semelhante quando realizaram
tratamento por 36 horas com Ang Il e Ang-(1-7). Entretanto no trabalho de
Gomes et al. (2010), o fator de transcricdo avaliado foi o NFAT. NFAT é um
fator de transcricdo génico envolvido com genes hipertréficos, que é
translocado para o nucleo quando as células estdo expostas a fatores
hipertréficos como Ang Il. Além disso, o tratamento com CGEN-856S
isoladamente por 36 horas ndo promoveu mudancas na area celular e na
translocacdo de GRK-5. Resultado semelhante foi observado Gomes et al.
(2010) utilizando cardiomiécitos incubados com apenas Ang-(1-7).

O tratamento com Ang Il, CGEN-856S na presenca do A-779 (um
antagonista do receptor Mas), apresenta resultado semelhante ao encontrado
apenas com o tratamento com Ang Il. Este resultado corrobora com dados de
producao de 6xido nitrico em camundongos nocaute para o receptor Mas, que
demonstram que os efeitos do CGEN-856S acontecem via receptor Mas. Para
comprovar a participacdo do 6xido nitrico no efeito anti-hipertréfico do CGEN-
856S, cardiomidcitos neonatais foram tratados com Ang Il, CGEN-856S e L-
NAME (inibidor das 6xido nitrico sintases). O resultado obtido foi semelhante
aquele encontrado apenas com Ang Il, comprovando a participacdo de oxido
nitrico no efeito cardioprotetor do CGEN-856. Este resultado se assemelha ao
gue foi encontrado por Gomes et al. (2010). Estes resultados indicam que o
CGEN-856S, da mesma forma que a Ang-(1-7), leva producao de éxido nitrico,
com este exercendo importante acdo anti-hipertrofica. No entanto vale ressaltar
gue além dos efeitos anti-hipertroficos da via 6xido nitrico, pouco é sabido
sobre a acao direta do CGEN-856S em proteinas relacionadas com as vias
hipertréficas como CaMKII, PKC e GSK-33 e a sua possivel participacdo na

modulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio.
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Outro parametro importante para avaliagcdo da funcéo cardiaca € a
funcdo contratil, o Ca+2 € um importante segundo mensageiro no
cardiomidcito, exercendo, dentre outras funcdes, papel essencial para a
contracdo cardiaca (BERS, 2003). Desta forma, a frequéncia de contracao de
culturas de cardiomiocitos neonatais de ratos wistar foi investigada. O
tratamento crénico com Ang Il reduziu significativamente a frequéncia de
contragdo em relacdo ao controle. De maneira oposta, o grupo Ang Il mais
CGEN-856S e o grupo CGEN-856S isolado apresentaram frequéncia de
contracdo significativamente maior. O grupo contendo Ang Il, CGEN-856S e
A779 apresentou reducdo na frequéncia de contracdo semelhante a
encontrada no grupo Ang Il, esta semelhanga permite concluir que o aumento
na frequéncia de contracdo da cultura é decorrente da ativacdo do receptor
Mas. Estes resultados, em conjunto com os demais, demonstram que o
tratamento com o CGEN-856S antagoniza os efeitos deletérios da Ang Il. Estes
efeitos cardioprotetores acontecem via receptor Mas, simulando o eixo Ang-(1-
7)/IMas
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, € possivel
concluir gue CGEN-856S, novo agonista do receptor Mas, age no eixo Ang-(1-
7)/Mas de forma semelhante a Ang-(1-7), promovendo o aumento na producéo
de NO. Este NO produzido atuara prevenindo os efeitos hipertréficos gerados
pelo tratamento crénico com Ang Il. Além de antagonizar os efeitos
hipertréficos, CGEN-856S também antagonizou a reducdo na frequéncia de
contracdo gerada por Ang Il. Desta maneira este novo agonista apresenta-se
como um potencial candidato farmacol6gico para o tratamento de doencas

cardiovasculares.
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