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RESUMO

MACHADO, F. B. Efeitos da delegao do receptor Mas na funcio cardiovascular de
camundongos machos e fémeas

Fatores sexuais intrinsecos modulam o Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
determinando menores valores de presséo arterial (PA) nas mulheres em idade
fértii em relacdo aos homens. Diferengas sexuais semelhantes existem em
roedores, nos quais as fémeas sdo mais resistentes ao desenvolvimento de
hipertensdo. Essa protecdo apresentada pelas fémeas parece resultar de uma
maior ativacdo do eixo vasodilatador do SRA, representado pela
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] e o seu receptor especifico, o receptor Mas.
Entretanto, a contribuicdo do eixo Ang-(1-7)/Mas para a regulagao fisioldégica da
PA em cada sexo ainda ndo é conhecida. Nesse sentido, avaliamos os efeitos da
delecdo génica do receptor Mas sobre a fungdo cardiovascular, e a resposta
vasodilatadora induzida pela Ang-(1-7) em artérias renais de camundongos. Foram
realizadas telemetria para medida da PA, ecocardiografia, medida da resisténcia
periférica total (RPT), da resisténcia vascular (RV) e avaliagdo da fungédo endotelial
in vivo em camundongos machos e fémeas FVB/N com delecdo génica do
receptor Mas (Mas™") e wild type (Mas*"*). No coragdo desses animais foi avaliada
a expressao de proteinas da matriz extracelular (ME) e dos receptores AT e AT,
A ultraestrutura das artérias mesentéricas foi analisada por microscopia eletronica
de transmissdo. Experimentos em vasos isolados avaliaram a resposta
vasodilatadora in vitro induzida pela Ang-(1-7) em artérias interlobares renais de
machos e fémeas Mas**. Nesses mesmos vasos foi avaliada a expressdo génica
de varios componentes do SRA por RT-PCR, bem como a expressao do receptor
Mas por imuno-histoquimica. Surpreendentemente, a dele¢cdo génica do receptor
Mas provocou efeitos opostos sobre a PA nos dois sexos. As fémeas Mas™~
apresentaram diminuicdo da PA resultante de disfung&o cardiaca e diminuigdo da
RV em importantes 6rgdos como rins, figado e pele. Por outro lado, nos machos
Mas ™" foi observado aumento da PA associado a maior deposicéo de ME tanto no
coragao como na parede das artérias resultando em fibrose cardiaca, aumento da
RPT e disfuncdo endotelial. A fibrose observada no coracdo dos machos Mas™~
resulta de maior expressao de AT e ativacao da via ERK1/2-MAP-quinase. Outros
mecanismos parecem causar a disfuncéo cardiaca nas fémeas Mas™", visto que a
expressdo de AT, estd diminuida no coragdo destas. As arteriolas renais de
fémeas Mas"* apresentaram maior relaxamento induzido pela Ang-(1-7), esse
efeito € mediado pelo receptor Mas e resulta de uma maior ativagao da via éxido
nitrérgica. Em geral, o eixo Ang-(1-7)/Mas modula tanto a fungdo cardiaca como a
RV, mostrando-se critico para as diferengas sexuais sobre a PA de camundongos.
Apesar de as fémeas apresentarem maior resposta vasodilatadora a Ang-(1-7) in
vitro, a delegdo génica do receptor Mas provocou efeitos mais acentuados sobre o
sistema cardiovascular dos machos. Esses resultados refletem a importancia do
eixo Ang-(1-7)/Mas na busca por um tratamento mais especifico da hipertens&o
em homens e mulheres. Palavras chave: Mas knockout, Angiotensina-(1-7),
diferencgas sexuais, pressao arterial, fung¢ao cardiovascular.
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ABSTRACT

MACHADO, F. B. Effects of Mas deletion in cardiovascular function of male and
female mice

Intrinsic sexual factors modulate the Renin Angiotensin System (RAS) determining
lower blood pressure (BP) in women of reproductive age in comparison with men.
Similar sex differences exist in rodents, in which females are more resistant to the
development of hypertension. This protection found in females appears to be
caused by a greater activation of the vasodilator axis of RAS, represented by
Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] and its specific receptor, Mas. However, the real
contribution of Ang-(1-7)/Mas for the physiological regulation of BP in each gender
is not yet known. Therefore, we evaluated the effects of genetic Mas ablation on
cardiovascular function, and the vasodilator effect of Ang-(1-7) in renal arteries of
mice. BP of Mas-deficient (Mas—/-) and wild type (Mas+/+) mice was measured by
telemetry. High-resolution echocardiography was performed and the Total
peripheral resistance (TPR) and regional vascular resistance (VR) were measured
by fluorescent microsphere infusion. The cardiac expression of extracellular matrix
(EM) proteins, AT1 and AT2 receptors were assessed by western blotting. We also
evaluated endothelial function in vivo and the ultrastructure of mesenteric artery by
electron microscopy. The in vitro vasodilator response induced by Ang-(1-7) were
assessed in renal interlobar arteries of male and female Mas+/+ mice using a small
vessel myograph. The gene expression of RAS components was assessed by RT-
PCR and the Mas receptor expression by immunohistochemistry in renal vessels.
Surprisingly, genetic Mas ablation caused opposite effects in BP of male
(hypertension) and female (hypotension) mice. Decreased BP in female Mas-/-
resulted from cardiac dysfunction and decreased RV in important organs such as
kidneys, liver and skin. On the other hand, the increased BP found in males
Mas—/- resulted from an increased deposition of EM in both, heart and arterial wall
resulting in cardiac fibrosis, increased TPR and endothelial dysfunction. The
fibrosis observed in the hearts of male Mas-/- resulted from higher expression of
AT1 and increased activation of the ERK1/2 MAP kinase pathway. Other
mechanisms appear to cause cardiac dysfunction in females Mas—/- since AT1
expression is reduced in their heart. Renal vessels from female mice presented
increased Ang-(1-7) relaxation response, this effect was mediated by receptor Mas
and resulted from higher NO bioavailability. Altogether, our data showed
Ang-(1-7)/Mas modulates cardiac function and VR, supporting a critical role of this
axis in sex-related differences in BP regulation. Although females show higher
vasodilator response to Ang-(1-7) in vitro, genetic Mas ablation caused clearer
effects on the cardiovascular system of male mice. These results reflect the
importance of Ang-(1-7)/Mas for future therapeutic strategies for treating
hypertension tailored according to the sex. Key words: Mas-knockout,
Angiotensin-(1-7), sex-difference, blood pressure, cardiovascular function.
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1. INTRODUGAO

1.1 Justificativa

Evidéncias epidemioldgicas sugerem a participagdo de determinantes sexuais
sobre a incidéncia de doengas cardiovasculares (DCV) (ROSENTHAL; OPARIL, 2000).
Assim, os homens tipicamente apresentam valores mais altos de pressao arterial (PA)
e desenvolvem DCV mais cedo em relagdo as mulheres. Porém, apds a menopausa,
as mulheres passam a apresentar maior prevaléncia de casos de hipertensio arterial
(HA) em relagdo aos homens de mesma idade (LIMA; WOFFORD; RECKELHOFF,
2012). Condi¢cdes semelhantes podem ser observadas em modelos experimentais
como ratos e camundongos, em que machos jovens possuem valores basais elevados
de PA e s&o mais propensos a desenvolverem HA em relagao as fémeas (TATCHUM-
TALOM; EYSTER; MARTIN, 2005; XUE et al., 2013). As diferengas sexuais na PA
refletem complexas interagdes entre os cromossomos sexuais, hormdnios gonadais e
sistemas criticos para a regulagdo da PA como o Sistema Renina Angiotensina (SRA)
(FISCHER; BAESSLER; SCHUNKERT, 2002).

Variagbes especificas na atividade do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) em
homens e mulheres determinam diferengas na evolugdo e no tratamento da HA.
Atualmente sabe-se que a eficacia terapéutica dos anti-hipertensivos é reduzida em
mulheres e que estas apresentam maior incidéncia de efeitos adversos. Apesar
dessas evidéncias, a escolha dos medicamentos para o tratamento da HA ainda se
baseia em estudos clinicos realizados predominantemente em homens, utilizando-se
farmacos testados predominantemente em animais machos (“Multiple risk factor
intervention trial. Risk factor changes and mortality results. Multiple Risk Factor

Intervention Trial Research Group”, 1982; SAMAD et al., 2008). Dessa maneira,
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destaca-se a necessidade de se compreender melhor a influéncia dos fatores sexuais
intrinsecos sobre os componentes do SRA e consequente regulagao da PA.

Basicamente a formacgao dos peptideos angiotensinérgicos ocorre pela hidrdlise
do angiotensinogénio pela renina originando o decapeptideo angiotensina | que, por
sua vez, sofre acdo da enzima conversora da angiotensina (ECA) formando a
angiotensina Il (Ang Il). O octapeptideo Ang Il, por sua vez, pode originar outros
peptideos menores como a angiotensina lll, angiotensina IV e angiotensina-(1-7) [Ang-
(1-7)] com efeitos biolégicos importantes sobre o sistema cardiovascular (CHAPPELL,
MARK C. et al., 2004; SANTOS, R. A. S. et al., 2006). A Ang |l € considerada o agente
efetor classico do SRA, a qual, ligando-se ao Receptor para Angiotensina Il tipo 1
(AT1), promove vasoconstrigdo, aumento da formacédo de espécies reativas de
oxigénios, aumento da reabsorcdo de sodio e consequente elevagdo da PA
(BREWSTER; PERAZELLA, 2004; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). A Ang-(1-7), por sua
vez, exerce efeitos contra-regulatorios sobre as agdes da Ang Il ligando-se a um
receptor especifico acoplado a proteina G, o receptor Mas (SANTOS, R. A. S. et al,,
2003). O heptapeptideo Ang-(1-7) é parte da via “ndo-classica” do SRA, sendo
formado a partir da Ang Il por acdo da enzima conversora de angiotensina tipo Il (ECA
2). Dentre suas principais agdes, a Ang-(1-7) causa vasodilatagdo, inibicdo da
proliferagao celular, aumento do fluxo renal e cardioprote¢cdo (BROSNIHAN, K B et al.,
1998).

Estudos sugerem que os determinantes sexuais possam modular os eixos
regulatorios e contra-regulatorios do SRA. Acredita-se que o estradiol e o par
cromossémico XX favorecam a formacdo da Ang-(1-7) em detrimento a Ang I,
resultando nos valores de PA mais baixos encontrados nas mulheres antes da
menopausa (BHATIA; ZIMMERMAN; SULLIVAN, 2013; BROSNIHAN, K. BRIDGET et

al., 1997; PENDERGRASS et al., 2008). Em contrapartida, a testosterona e o gene Sry
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localizado no cromossomo Y estimulam a ativagdo do receptor AT4 pela Ang I,
determinando o perfil hipertensivo encontrado nos machos (ARNOLD, 2009; JI et al.,
2010). Assim, o eixo vasodilatador ECA 2/Ang-(1-7)/Mas parece estar mais ativo nas
fémeas, enquanto nos machos, predomina a ativacdo do eixo vasoconstrictor
ECA/Ang II/AT1 (EATMAN et al., 2001; HILLIARD et al., 2013; SULLIVAN, 2008).

Apesar das evidéncias acerca da modulagao diferencial do SRA nos dois sexos,
o tratamento farmacologico da HA pouco evoluiu na busca por uma individualizagao
considerando as peculiaridades inerentes aos homens e mulheres em suas diferentes
etapas evolutivas (juventude, senescéncia, menopausa, gravidez, etc). Atualmente,
grande parte da terapia anti-hipertensiva se baseia no bloqueio dos efeitos mediados
pela Ang Il (BADER, 2010). Com essa finalidade sdo prescritos inibidores da ECA,
bloqueadores do receptor ATy, e inibidores diretos de renina, sendo que na maioria
dos casos esses farmacos sao utilizados em associacbes com diuréticos,
betabloqueadores e antagonistas dos canais de calcio. Essa estratégia farmacologica
reduz a incidéncia de infarto, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca, mas
essa terapéutica € muito mais eficaz para homens do que para mulheres (SAMAD et
al., 2008; WILKINS; GEE; CAMPBELL, 2012).

Estudos farmacologicos recentes exploram o efeito anti-hipertensivo da Ang-(1-
7) por meio de estratégias que aumentem a ativagdo da ECA 2 e/ou a ativagdo direta
do receptor Mas (FERREIRA, ANDERSON J.; BADER; SANTOS, 2012; HERNANDEZ
PRADA et al., 2008). Assim, em ratos, o tratamento com Ang-(1-7) atenuou a
insuficiéncia cardiaca e o remodelamento cardiaco induzidos por isoproterenol
(MARQUES et al., 2012) e o agonista ndo peptidico do receptor Mas, o AVE 0991
apresentou efeitos vasodilatadores e hipotensores (WIEMER et al., 2002).

Trabalhos utilizando modelos experimentais demonstram que as fémeas

apresentam maior ativagdo do eixo ECA 2/Ang-(1-7)/Mas em relagdo aos machos,
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especialmente em situacdes que envolvam um desequilibrio nos componentes do SRA
como durante a HA e a gestagdo (BHATIA; ZIMMERMAN; SULLIVAN, 2013; EATMAN
et al., 2001; NEVES, L. A. A.; WILLIAMS; et al., 2003; SULLIVAN, 2008; SULLIVAN et
al., 2010; VALDES et al., 2001; ZIMMERMAN; HARRIS; SULLIVAN, 2014). Nesse
contexto, novas formulagédo que ativem as vias reguladas pela Ang-(1-7) surgem como
uma estratégia eficaz e mais especifica para o tratamento da HA em mulheres
(FERREIRA, ANDERSON J.; BADER; SANTOS, 2012).

Os rins sdo fundamentais para o controle da PA garantindo o equilibrio
hidroeletrolitico. E, varios estudos revelaram que as fémeas apresentam uma relativa
protecdo contra a incidéncia e progressdo de doengas renais (GANDOLFO et al.,
2004; NEUGARTEN; ACHARYA; SILBIGER, 2000; SILBIGER; NEUGARTEN, 2003).
Essa protecdo renal existente nas fémeas esta associada a maior ativagdo do eixo
vasodilatador do SRA (SAMPSON; MORITZ; DENTON, 2012; SAMPSON et al., 2008;
SULLIVAN et al., 2010). O ténus vascular das artérias renais € um fator de grande
importancia para o controle da perfuséo renal, e € modulado principalmente pelo SRA.
Nesse sentido, a resisténcia nas artérias interlobares renais influencia diretamente a
PA (DERCHI et al., 2005). Recentemente, foi demonstrado que a contragdo induzida
pela Ang Il em artérias interlobares de camundongos é menor nas fémeas (VIEGAS et
al., 2012). Tendo em vista o papel da Ang-(1-7) como um antagonista fisiolégico dos
efeitos da Ang Il, acreditamos que a avaliagdo da resposta vasodilatadora induzida
pela Ang-(1-7) em artérias interlobares renais seja importante para compreensao sobre
as diferencas sexuais na PA.

Em paralelo, reafirma-se a necessidade de se conhecer melhor o papel
fisiologico da Ang-(1-7) e do seu receptor Mas no sistema cardiovascular de machos e
fémeas. Camundongos com delecgdo génica do receptor Mas (Mas knockout, Mas™"),

tornaram-se uma importante ferramenta para o estudo do eixo vasodilatador do SRA
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(WALTHER, THOMAS et al., 1998). Os camundongos machos Mas™" apresentam
disfuncao cardiaca e endotelial e elevacdo da PA, mas pouco se sabe sobre o fendtipo
cardiovascular das fémeas Mas™ e consequentemente, sobre a contribuicdo
fisioldgica especifica do receptor Mas no sexo feminino (PEIRO et al., 2007; RABELO
et al., 2008; SANTOS, R. A. S. et al., 2006; XU et al., 2008b). Nesse contexto, o
presente estudo avaliou as alteragdes cardiovasculares provocadas pela delecao
génica do receptor Mas e o consequente efeito sobre a PA, bem como o efeito

vasodilatador da Ang-(1-7) em vasos renais de camundongos machos e fémeas.

1.2 Revisao Bibliografica

1.2.1 Hipertensao Arterial (HA) e doengas cardiovasculares (DCV) em homens e

mulheres: Epidemiologia, sintomas e fatores de risco

A HA caracteriza-se por niveis elevados e sustentados de pressao arterial
(>140/90 mmHg) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA / SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HIPERTENSAO / SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA,
2010). De origem multifatorial, a HA associa-se a disfun¢gdes nos sistemas cardiaco,
vascular, renal, nervoso e enddcrino, surgindo como principal fator de risco para DCV.
Em nosso pais, as DCV sao as principais causas de morte, totalizando cerca de 30%
dos Obitos em homens e mulheres com mais de 30 anos de idade (MANSUR;
FAVARATO, 2012). Dentre as DCV mais comumente associadas a HA merecem
destaque as doengas coronarianas, infarto agudo do miocardio e insuficiéncia
cardiaca, devido a sua severidade e alta letalidade. Estudos epidemiolégicos revelam
que na populacao brasileira entre 60 e 65 anos a prevaléncia de HA € superior a 50%,
alcangando 75% apos os 70 anos de idade (CESARINO et al., 2008; PINHO; PIERIN,

2013; ROSARIO et al., 2009). Em consequéncia, as complicagdes associadas a HA



24
sdo responsaveis por uma alta frequéncia de internagdes hospitalares, gerando um
elevado custo socioecondmico. Nesse contexto, a deteccdo, o tratamento e controle
da HA assumem um papel prioritario no ambito da Atencao Primaria a Saude.

Até os 50 anos de idade, a prevaléncia de HA é superior entre os homens mas
nos anos subsequentes essa prevaléncia se inverte. Apds a menopausa, as mulheres
passam a apresentar maior numero de casos de HA em relacdo aos homens de
mesma faixa etaria (LESSA, 2001; RECKELHOFF; FORTEPIANI, 2004; ROSENTHAL;
OPARIL, 2000). No ano de 2012, o Sistema de Cadastramento e Acompanhamento de
Hipertensos e Diabéticos do Ministério da Saude uma taxa de internagcédo decorrente
de doencgas hipertensivas de 6,85 para mulheres e 4,96 (numero de internagbes por
100.000 habitantes) para homens (Ministério da Saude/SE/Datasus). Dados recentes
mostram que na populagcdo brasileira em geral a HA atinge maior percentual de
mulheres (26,9%) do que de homens (21,3%) (Ministério da Saude/SE/Datasus,
2013).

Estudos mostram que a incidéncia de fatores de risco para hipertensdo € maior
entre mulheres em relacdo aos homens. Dentre os fatores de risco mais comumente
encontrados no sexo feminino destacam-se obesidade, envelhecimento
(especificamente o periodo pos-menopausa), colesterol total elevado, diminuigdo na
concentragcédo plasmatica de lipoproteinas de alta densidade (high density lipoprotein,
HDL) e auséncia de monitoramento da presséo arterial pelo médico por mais de seis
meses (ONG et al., 2008). Estima-se que no ano de 2015 havera aproximadamente
2,3 bilhées de individuos com sobrepeso e dentre estes uma média de 700 milhdes de
homens e mulheres se tornardo obesos (NGUYEN; EL-SERAG, 2010). Mulheres com
obesidade classe | (indice de massa corporal, IMC, entre 30-35 Kg/m2) possuem 04

vezes mais chance de se tornarem hipertensas em comparagdo com mulheres nao
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obesas, e, para um IMC maior que 35 Kg/m2 (obesidade classe IlI) essa chance
aumenta para 6 vezes (BATEMAN et al., 2012).

O uso de contraceptivos orais por periodo igual ou superior a 6 anos aumenta o
risco de desenvolvimento de HA. Essas evidéncias destacam a necessidade de
cautela por parte dos meédicos ao prescreverem contraceptivos para mulheres
hipertensas ou com histérico familiar da doenga e a Organizagdo Mundial se Saude
contraindica a prescricdo em casos de pressdo arterial maior que 160/100 mmHg
(BATEMAN et al., 2012).

Estudos referentes aos efeitos da terapia de reposicdo hormonal sobre a
pressao arterial de mulheres na pds-menopausa sdo contraditérios. Em 2002 foram
publicados os resultados do "Women’s Health Initiative” (WHI), que avaliou mais de
17.000 mulheres com idade média de 63 anos. Esse estudo mostrou aumento de 25%
no risco de HA em mulheres submetidas a terapia de reposicdo hormonal,
contrariando trabalhos com modelos experimentais e estudos in vitro que
demonstravam um claro efeito cardioprotetor mediado pelo estradiol (ROSSOUW et
al., 2002). As contradigdes sobre os beneficios da reposi¢do de estrogénio decorrem
das inumeras variaveis associadas a esse tipo de tratamento, entre elas podemos
citar: a formulagao estrogénica usada, a dose, a via de administragdo, associagdo com
progestinas, e principalmente, a duragdo e o tempo decorrido entre a entrada na
menopausa e o inicio do tratamento. O uso de 17B-estradiol por via transdérmica, por
exemplo, reduz em aproximadamente quatro vezes, o risco de desenvolvimento de
doencas tromboembolisticas em relacdo a administracdo oral desse hormonio
(VONGPATANASIN et al.,, 2001). Efeitos benéficos também foram relatados em
estudos nos quais a TRH teve inicio no periodo perimenopausa, por evitar a formagao

da maioria das placas de ateroma (SCHUNKERT et al., 1997).
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Estudos recentes destacam a existéncia de diferencas relativas ao género
sobre os sintomas prodrémicos associados as principais DCV. Por exemplo, mulheres
com Sindrome Coronariana Aguda podem apresentar fadiga, insuficiéncia respiratoria,
dispneia, dores no queixo e nas costas, palpitacdo, tosse, nauseas, vomitos e
indigestdo (BAHR et al., 2001). Esses sintomas atipicos diferem muito dos sintomas
classicos presentes na literatura, como dor no peito, que em sua maioria foram
descritos a partir de estudos realizados apenas com individuos do sexo masculino.
Dessa maneira, complicagbes decorrentes de diagnostico e tratamento tardios das
DCV tornam-se mais comuns entre mulheres (DEVON; ZERWIC, 2002). Esses dados
demonstram a necessidade de novos trabalhos que abordem as disparidades

referentes a manifestagdo das DCV entre os géneros.

1.2.2 O Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

1.2.2.1 Visao Classica do Sistema Renina-Angiotensina

O SRA possui importante papel na regulagdo da pressdo sanguinea, no
controle do balango hidroeletrolitico, no metabolismo intermediario e na hemodinamica
regional de 6rgaos, como coragao, vasos sanguineos e rins. Além disso, o SRA esta
fortemente associado a patogénese da HA e outras DCV (ARDAILLOU; MICHEL,
1999). Em consequéncia, o SRA vem sendo extensivamente estudado desde o século
XX e ainda recentemente novas enzimas, peptideos e receptores vém sendo
descobertos, ampliando assim o conhecimento de suas vias e mecanismos de agao.

Inicialmente acreditava-se que o SRA atuava apenas a nivel humoral, através
das substancias langcadas na corrente sanguinea. Dentre essas substancias, a Ang Il
apresentava-se como principal efetora sendo formada a partir da clivagem do

angiotensinogénio pela renina originando o decapeptideo Ang | que por sua vez sofre
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acao da ECA formando a Ang Il. O octapeptideo Ang Il ao ser liberado no sangue
segue entdo para 6rgdos como rins, coragdo e vasos sanguineos onde se liga ao
receptor AT, desencadeando seus efeitos hipertensivos classicos (HORIUCHI,
IWANAMI; MOGI, 2012). A ativacdo do receptor AT4 pela Ang Il promove
vasoconstricdo, estimula a sintese e secrecdo de aldosterona e a reabsorgao tubular
de sodio. No cérebro a Ang Il modula o controle central da presséo arterial, a atividade
simpatica, o apetite pelo sal e a sede (MCKINLEY et al., 2001).

Além do AT+, a Ang Il pode se ligar a receptores do subtipo AT, desencadeando
efeitos bioldgicos especificos, os quais, em diversas situagdes, se opdem aos efeitos
mediados pela ativagao de AT4. Nos rins, por exemplo, o receptor AT, medeia a¢des
contra-regulatorias sobre a natriurese e regulagcdo da pressao sanguinea (GALLINAT
et al., 2000). Além do papel modulador exercido pelo AT, sobre o efeito hipertensivo
induzido pela Ang IlI, a ativagdo desse receptor é aumentada em processos
patolégicos. No sistema cardiovascular o papel do receptor AT, & controverso, sendo
que alguns trabalhos sugerem que sua ativagao possa induzir a fibrose. Além disso,
estudos in vivo e in vitro sugerem que fatores regulatérios tanto extra quanto
intracelulares regulem a expressao varias células e tecidos. Assim, as a¢cdes mediadas
pelo receptor AT, podem tanto favorecer o equilibrio fisiolégico quanto estar

envolvidas na génese de patologias (GALLINAT et al., 2000).

1.2.2.2 Visao atual do Sistema Renina-Angiotensina

Com os avangos na area, estudos demonstraram que o SRA humoral atua em
conjunto com o SRA descrito como tecidual, que é capaz de produzir localmente
praticamente todos os componentes do SRA. Assim, as a¢des desencadeadas pelo
SRA sao ampliadas por meio dos precursores, peptideos, enzimas e receptores

produzidos em diversos tecidos como sistema nervoso central, tecido adiposo,
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musculos, rins, adrenais, figado, coragdo, vasos sanguineos e gbnadas. Além da
formacéo local, os componentes circulantes do SRA podem ser capturados pelos
tecidos ilustrando a complexa regulacao fisioldgica caracteristica do SRA (BADER,
2010).

Outro grande avango no conhecimento do SRA foi alcangado com a
identificacdo de outros peptideos biologicamente ativos além da Ang Il, bem como
novos receptores e vias enzimaticas redundantes. Através dessas vias a Ang | e Ang |l
podem sofrer biotransformagado, originando peptideos menores com atividade
fisiologica como a Angiotensina Ill, Angiotensina IV e Ang-(1-7) como mostra a Fig.1
(DELL’ITALIA; FERRARIO, 2013; ETELVINO; PELUSO; SANTOS, 2014).

s
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Figura 1: Visdo atual dos componentes do Sistema Renina-Angiotensina. As setas
apontadas para cima indicam aumento e as setas apontadas para baixo indicam
diminuicdo. Ang A, angiotensina A; ECA, enzima conversora de Angiotensina; ECA 2,

enzima conversora de Angiotensina tipo 2; NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil-

endopeptidase; AT4, receptor de angiotensina tipo 1; ATy, receptor de angiotensina
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tipo 2; Mas, receptor para Ang-(1-7); MrgD, receptor D da familia dos receptores

ligados a proteina G semelhantes ao Mas (ETELVINO; PELUSO; SANTOS, 2014).

Em 1988 foi verificada alta atividade da ECA em regides monoaminérgicas no
tronco encefalico e medula espinhal de cades. O homogenato desses tecidos revelou
que a Ang-(1-7) era o principal produto do metabolismo in vitro da Ang | tanto na
auséncia como na presenga de inibidores da ECA (SANTOS, R. A. et al., 1988). As
caracteristicas peculiares da Ang-(1-7) ganharam importancia a partir da constatacao
do seu efeito hipotensor quando injetada em pequenas doses no nucleo do trato
solitario de ratos (CAMPAGNOLE-SANTOS et al, 1989). A partir de entdo, a
descoberta dos novos componentes do SRA, tais como a ECA 2 e o receptor de
renina, promoveu uma mudanga da visédo classica desse sistema (SANTOS, R. A. S.
et al., 2003).

Além da ECA 2, varias outras enzimas podem formar a Ang-(1-7), como
endopeptidase neutra (NEP), prolil-endopeptidase (PEP) e prolil-carboxipeptidase
(PCP). Essa caracteristica torna-se importante na medida em que a formagao da Ang-
(1-7) ocorre em paralelo a destruicdo da Ang Il, conferindo um carater anti-hipertensivo
a essa via (SANTOS, R. A. S.; FERREIRA; SIMOES E SILVA, 2008). De forma geral,
a Ang-(1-7) apresenta acdes contrarias as exercidas pela Ang Il, aumentando a
secrecdo de prostaglandinas e de o6xido nitrico (NO) e fortalecendo o efeito
vasodilatador mediado pela bradicinina (BROSNIHAN, K B et al., 1999).

Estudos utilizando o A-779, um antagonista seletivo da Ang-(1-7) indicaram a
existéncia de um receptor para a Ang-(1-7), distinto dos receptores classicos para a
Ang I, ATy e AT, (SANTOS, R A; CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994). A partir de entéo,

estudos mais aprofundados realizados por Santos e colaboradores demonstraram que
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as acOes vasodilatadoras, natriuréticas e fibrinoliticas mediadas pela Ang-(1-7) seriam
iniciadas a partir da ligagao desse peptideo ao seu receptor especifico, o receptor Mas
(SANTOS, R. A. S. et al.,, 2003). O gene que origina o receptor Mas, descrito
inicialmente como um protooncogene, codifica um receptor acoplado a proteina G com
sete dominios transmembranicos (YOUNG et al., 1986; ZOHN et al, 1998). Em
mamiferos, o Mas €& expresso predominantemente nos testiculos, sendo encontrado
também no cérebro, rins, coragdo, vasos sanguineos, tecido adiposo e ovarios
(BUNNEMANN et al., 1990; METZGER et al., 1995; PEREIRA et al., 2009; SANTOS,
R. A. S.; FERREIRA; SIMOES E SILVA, 2008; VAZ-SILVA, J. et al., 2012).

A ligagdo da Ang-(1-7) ao receptor Mas ativa uma via de sinalizagéo
dependente da proteina Akt (também chamada proteina quinase B) que, dentre outras
acdes, aumenta a liberagdo de oxido nitrico (NO) endotelial (SAMPAIO, WALKYRIA
OLIVEIRA et al., 2007). Todavia, outros mecanismos como o aumento da produgéo de
acido araquidénico (SANTOS, R. A. S. et al., 2003), bem como a potencializagdo do
efeito vasodilatador da bradicinina, podem estar envolvidos nos efeitos finais da
Ang-(1-7) (FERNANDES et al., 2005).

Numa visao, geral o SRA pode ser dividido em dois eixos principais com agdes
antagonicas sobre o sistema cardiovascular. O primeiro, o eixo ECA/Ang IlI/AT, esta
envolvido nas agbes classicas desencadeadas pela Ang |l como vasoconstrigao,
proliferagdo, inflamagédo, aumento do estresse oxidativo, trombogénese e fibrose
(SANTOS, ROBSON AUGUSTO, 2014; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). O segundo, o
eixo ECA 2/Ang-(1-7)/Mas, é responsavel pela agdes contrarregulatorias mediadas
pela Ang-(1-7) como efeito antiproliferativo e vasodilatador (BROSNIHAN, K B et al.,
1998; SAMPAIO, WALKYRIA O.; NASCIMENTO; SANTOS, 2003). Além da Ang-(1-7),
a Ang Il via receptor AT, complementa as agdes do eixo vasodilatador sobre a fungao

cardiovascular (DANYEL et al., 2013).
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1.2.3 Papel fisiolégico da Angiotensina-(1-7)

1.2.3.1 Ac¢do da Angiotensina-(1-7) no coragao

Diversos trabalhos demonstram que o coragdo e os vasos sanguineos sdo 0s
principais alvos para agdo da Ang-(1-7). Essas ag¢bes incluem alteragbes bioquimicas
que resultam na melhora da fungéo cardiaca e vasodilatagcdo (BROSNIHAN, K. B.; LI,
FERRARIO, 1996; LOOT et al., 2002). A presenca de ECA 2 em cardiomiocitos
confirmou a existéncia de uma produgéo local de Ang-(1-7) que, de forma aguda,
aumenta a sintese de NO (COSTA et al.,, 2010; SANTOS, R. A. et al., 1990). A
exposi¢cao crbnica a niveis elevados de Ang-(1-7), por sua vez, parece estimular o
manejo de calcio nessas células (DIAS-PEIXOTO et al.,, 2008; GOMES; SANTOS;
GUATIMOSIM, 2012).

Em 2001 Ferreira e colaboradores descreveram pela primeira vez o efeito
antiarritmogénico exercido pela Ang-(1-7) em coragéao isolado de rato (FERREIRA, A J;
SANTOS; ALMEIDA, 2001). Mais tarde, verificou-se que esse efeito era limitado a
baixas doses (200 pmol/L), visto que, em doses 10 vezes mais altas a Ang-(1-7)
apresentou efeito pré-arritmogénico. Resultados semelhantes foram obtidos em
animais transgénicos [TG(A1-7)L-3292] que possuem niveis circulantes mais altos de
Ang-(1-7), demonstrando que a agao antiarritmogénica envolve a ativacdo da bomba
de sédio e consequente hiperpolarizacdo da membrana plasmatica dos cardiomiocitos
aumentando a velocidade de condugdo do potencial de acdo (FERREIRA,
ANDERSON J. et al., 2010).

Além da agao antiarritmogénica, varios estudos demonstram que a Ang-(1-7)
reduz o remodelamento ventricular, caracterizado pela hiperplasia de fibroblastos e o

acumulo de componentes da ME que levam a fibrose do miocardio (GROBE et al.,
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2006; MCCOLLUM; GALLAGHER; TALLANT, 2012). Esse efeito protetor exercido pela
Ang-(1-7) contra o remodelamento cardiaco patolégico foi confirmado por meio do
antagonismo farmacologico do receptor Mas (CASTRO, CARLOS HENRIQUE DE et
al., 2005), bem como pelo uso de animais com delegdo génica desse receptor
resultando em dano cardiaco em ambos (GAVA et al., 2012; SANTOS, R. A. S. et al,,
2006).

Em relac&o a hipertrofia dos cardiomiocitos, o papel da Ang-(1-7) ainda nao foi
bem definido (SANTOS, ROBSON AUGUSTO, 2014). Em um modelo de hipertens&o
induzida (DOCA-sal) o tratamento com Ang-(1-7) atenuou a fibrose cardiaca, mas nao
apresentou efeito significativo sobre a hipertrofia cardiaca (GROBE et al., 2006). Por
outro lado, em cultura de cardiomiocitos, a incubagdo com Ang-(1-7) atenuou a
hipertrofia induzida pela Ang Il, e esse efeito se da pela via NO/cGMP (GOMES et al.,
2010).

Além das agbes diretas exercidas pela Ang-(1-7) sobre o miocardio, esse
heptapeptideo exerce efeito cardioprotetor de forma indireta, por meio da
potencializagdo da agdo da bradicinina e do antagonismo da Ang Il (ALMEIDA et al.,

2000; BROSNIHAN, K. B.; LI; FERRARIO, 1996).

1.2.3.2 Ac¢ao da Angiotensina-(1-7) nos vasos sanguineos

A formagao local de Ang-(1-7) bem como a presenga do receptor Mas foram
descritas tanto no endotélio como no musculo liso vascular de humanos e outras
espécies (DA COSTA GONCALVES et al., 2007; SAMPAIO, WALKYRIA OLIVEIRA et
al., 2007; SANTOS, R. A. et al., 1992). A Ang-(1-7) apresentou efeito vasodilatador em
uma variedade de leitos vasculares, como arteriolas aferentes de coelhos (REN;
GARVIN; CARRETERO, 2002), artérias coronarias de porcos (PORSTI et al., 1994) e

cédes (BROSNIHAN, K. B.; LI; FERRARIO, 1996), artérias mesentéricas de ratos
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(NEVES, L. A. .; AVERILL; et al., 2003), aorta de ratos (LEMOS, VIRGINIA S. et al.,
2002) e de camundongos (LEMOS, VIRGINIA S. et al., 2005).

Estudos in vivo também demonstraram a capacidade da Ang-(1-7) de reduzir a
resisténcia vascular periférica (RVP) (SAMPAIO, WALKYRIA O.; NASCIMENTO;
SANTOS, 2003). Esses resultados foram recentemente confirmados em camundongos
machos com delecao do receptor Mas os quais apresentaram aumento da RVP bem
como diminuicdo do fluxo sanguineo regional em tecidos importantes como rins,
figado, adrenais, bagco e mesentério (BOTELHO-SANTOS et al., 2012). Em conjunto
esses dados sugerem a existéncia de um ténus basal mediado pelo eixo Ang-(1-
7)/Mas sobre os vasos sanguineos.

Dentre os mecanismos envolvidos, observou-se que a Ang-(1-7) ao se ligar ao
receptor Mas promove a liberacdo de NO pela via fosfatidilinostol-3-quinase/AKT
(SAMPAIO, WALKYRIA OLIVEIRA et al., 2007). Além desse mecanismo, a Ang-(1-7)
também reduz os efeitos mediados pela Ang Il por via de proteinas quinases ativadas
por mitdbgenos (Mitogen-activated protein kinases - MAPK) (SAMPAIO, WALKYRIA O.
et al., 2007). O importante papel exercido pela Ang-(1-7) sobre o leito vascular se
confirma em diferentes trabalhos que descreveram uma severa disfuncdo endotelial
em animais com delegcdo génica do receptor Mas (RABELO et al., 2008; XU et al.,

2008b).

1.2.3.3 Acgoes renais da Angiotensina-(1-7)

Um numero cada vez maior de estudos destaca a importancia da Ang-(1-7) para
o controle da fungéo renal (PINHEIRO; SIMOES E SILVA, 2012). Tanto na medula
como no cortex renal, as concentragcbes de Ang-(1-7) sdo equivalentes as
concentragdes de Ang Il, sendo a ECA 2 sua principal enzima formadora (CHAPPELL,

M. C. et al., 1998; CHAPPELL, MARK C. et al., 2004). Diferente do que ocorre na
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circulagao periférica, no tecido renal a NEP é responsavel tanto pela sintese como
pelo metabolismo da Ang-(1-7) levando a formacdo de Ang-(1-4) e Ang-(1-5)
(CHAPPELL, M. C.; ALLRED; FERRARIO, 2001).

As acbes renais da Ang-(1-7) sdo complexas e variam de acordo com a
espécie, com as concentragdes locais ou sistémicas desse peptideo, com os niveis de
ativacdo do SRA e com o perfil hidroeletrolitico do individuo (FERRARIO et al., 2005).
As acdes diurética/natriurética mediadas pela Ang-(1-7) sdo descritas tanto in vitro
(ANDREATTA-VAN LEYEN et al., 1993) quanto em modelos animais (HANDA, 1999).
Em sua maioria, essa acdes sdo consequéncia da inibigdo da reabsorcao de sédio no
tubulo proximal (DELLIPIZZI; HILCHEY; BELL-QUILLEY, 1994).

Apesar de os efeitos tubulares da Ang-(1-7) serem extensivamente estudados,
a acao direta desse peptideo sobre os vasos renais ainda é pouco conhecida. O efeito
vasodilatador da Ang-(1-7) foi inicialmente descrito em arteriolas aferentes de coelhos
(REN; GARVIN; CARRETERO, 2002). Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que a
acao vasodilatadora induzida pela Ang-(1-7) se dava pelo aumento da liberagdo de NO
e era COX-independente. Apds a descoberta do Mas como sendo o receptor
especifico para Ang-(1-7) (SANTOS, R. A. S. et al., 2003), Chappell e colaboradores
demostraram a presenca desse receptor na arteriola aferente de camundongos
(CHAPPELL, MARK C. et al., 2004).

Experimentos com arteriola interlobar renal de ratos mostram que a Ang-(1-7) é
capaz de bloquear o efeito vasoconstritor induzido pela Ang Il nesses vasos (VAN
DER WOUDEN et al., 2006). O ténus vascular das arteriolas pré-glomerulares € um
fator de grande importancia para o controle da perfusdo renal. Foi verificado que penas
um pequeno aumento na impedancia desses vasos pode prejudicar gravemente a
funcdo renal tanto em humanos (DERCHI et al.,, 2005) quanto em modelos de

insuficiéncia renal (GSCHWEND et al., 2002; OCHODNICKY et al., 2006).
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Recentemente, foi demonstrado que o receptor AT, é responsavel pelas diferencas
sexuais existentes na resposta vasoconstritora induzida pela Ang Il em artérias
interlobares renais de camundongos (VIEGAS et al., 2012). Neste trabalho, as fémeas
apresentaram um resposta contra-regulatoria mais eficiente a agdo da Ang Il, na qual a
maior liberacdo de NO a partir da ativagdo de AT, determinou uma menor
vasoconstricdo no sexo feminino. Como a resisténcia nas artérias interlolares renais se
relaciona positivamente com a PA sistélica, as diferengas sexuais na resposta a Ang |l
observadas nesses vasos assume grande importancia para o entendimento sobre a
regulagéo especifica da PA em machos e fémeas.
Tendo em vista o papel exercido pela Ang-(1-7) como um regulador fisiologico
da PA, antagonizando os efeitos deletérios da Ang Il, em nosso trabalho avaliamos as
diferencas sexuais existentes na resposta vasodilatadora induzida pela Ang-(1-7) em

artérias interlobares renais de camundongos.

1.2.4 Sistema Renina-Angiotensina: diferengas sexuais

A combinacéao de diferentes perfis hormonais e diferentes genes localizados nos
cromossomos sexuais (XX e XY) determinam transcriptomas especificos responsaveis
pelas variagdes anatdbmicas, fisiolégicas e metabdlicas existentes entre homens e
mulheres. Esse dimorfismo sexual se apresenta como diferengas na PA, na
sensibilidade a Ang Il, na eficacia terapéutica dos anti-hipertensivos e na severidade

das DCV (TE RIET et al., 2015).

1.2.4.1 Horménios sexuais e o Sistema Renina-Angiotensina
Os hormdnios sexuais influenciam a expressao dos componentes do SRA e
modulam a sensibilidade a Ang Il. Apesar da discrepancia existente entre os

resultados obtidos in vivo e in vitro, de forma geral o estradiol parece estimular a
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producdo de angiotensinogénio, a expressdo de ECA 2, a densidade dos receptores
AT, e da enzima NO sintase endotelial (eNOS). Por outro lado, o estradiol reduz a
expressao de renina, ECA, AT e das subunidades Nox1 e Nox2 da enzima NADPH

oxidase (ver Fig. 2) (HILLIARD et al., 2013; SCHUNKERT et al., 1997).

Vasoconstricao Vasorelaxamento
Angiotensinogénio

Cromossomo X

. & ;
Prorenina (P)RR B Renina Cromossomo X
Ang 1 ECA2 —» Ang- (1-9)

Ang 2 ECA 2 —p =12
| R Ang- (1-7)
v L 4
Nox1 & Nox2
KA i ﬁ RECEFTORATY RECEPTOR AT2 RECEPTOR MAS
I_*_I
NOS
v
ROS { NO
Mulheres na Mulheres na
Homem Pre-menopausa Pos-menopausa
Cromossomos Sexuais XY XX XX
Androgénios +HH++ + +
Estrogénios + HHHH +
Efeito Vasoconstricdo Vasorelaxamento Vasoconstricdo

Figura 2. Influéncia dos horménios gonadais e cromossomos sexuais (XX e XY) sobre
o balango vasoconstrictor/vasodilatador do Sistema Renina-Angiotensina (SRA). A
figura destaca os genes para os componentes dos SRA que estdo localizados no
cromossomo X incluindo o gene para o receptor de (pro)renina [(P)RR] (TE RIET et al.,
2015).

De forma geral, o estradiol favorece a ativagdo do eixo vasodilatador do SRA,
aumentando a formagao de Ang-(1-7) e estimulando os receptores AT, resultando no
aumento da formacéo de NO e reducao da formacgao de espécies reativas de oxigénio.

Esses achados se confirmam in vivo por meio de trabalhos que demonstram que
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doses baixas de Ang Il reduzem a PA em fémeas, mas ndo em machos (SAMPSON et
al., 2008), e ainda, doses elevadas de Ang Il causam aumento mais acentuado na PA
dos machos, e esse efeito pode ser revertido apos a castracdo destes (XUE;
PAMIDIMUKKALA; HAY, 2005). Esses resultados corroboram a ideia originalmente
proposta por Brosnihan e colaboradores, na qual os efeitos cardioprotetores dos
estrogénios se dariam pela estimulagéo do eixo vasodilatador, ECA 2/Ang-(1-7)/Mas,
em detrimento ao eixo vasoconstrictor ECA/Ang II/AT1 (BROSNIHAN, K. BRIDGET et
al., 1997).

A testosterona, por sua vez, estimula a formagao de renina e de ECA, e ainda
aumenta a expressao dos receptores AT, favorecendo assim o eixo vasoconstrictor
do SRA (KOMUKAI; MOCHIZUKI; YOSHIMURA, 2010). Outros trabalhos demonstram
que a orquidectomia reduz a expressdao génica de angiotensinogénio nos rins,
enquanto a reposi¢cdo com testosterona reverte esse quadro (ELLISON et al., 1989).
Além disso, os machos apresentam uma correlagdo direta entre a atividade da renina

plasmatica e a atividade da testosterona (RECKELHOFF, 2001).

1.2.4.2 Cromossomos sexuais e o Sistema Renina-Angiotensina

Dentre os mamiferos os machos s&o heterogaméticos possuindo um
cromossomo X e um cromossomo Y, enquanto as fémeas sdo homogaméticas,
possuindo dois cromossomos X. Esta caracteristica determina o dimorfismo sexual
decorrente das variagbes na expressao génica. Assim, os genes localizados no
cromossomo Y sdo responsaveis principalmente pelo desenvolvimento dos 6rgéos
sexuais masculinos, produgéo de testosterona e fertilidade (BELLOTT et al., 2014).

Trabalhos recentes sugerem que os cromossomos sexuais influenciem a PA por
meio da regulagdo da expresséo de genes que codificam componentes do SRA. Como
os genes para ECA 2, AT, e (P)RR estdo localizados no cromossomo X, esses

componentes podem apresentar maior expressdo no sexo feminino visto que, em
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mulheres, 15% a 25% dos genes ligados ao cromossomo X escapam da inativagao
total ou parcialmente (CARREL; WILLARD, 2005). Em camundongos, esse percentual
de escape € menor, porém ainda pode contribuir para as diferengcas sexuais na
expressao génica observados nessa espécie (YANG et al., 2010).

Varios estudos mostraram a participagdo do lécus Sry do cromossomo Y na
regulacdo da PA de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (ELY, D. L.; TURNER,
1990; ELY, D. et al., 2007, 2011). Ely e colaboradores observaram que o aumento na
PA de SHR machos é acompanhado por um aumento na expressao de Sry no rim e na
adrenal destes animais (ELY, D. et al., 2007, 2009). Corroborando essa ideia, foi
demonstrado que o Sry é capaz de estimular a expressdo de angiotensinogénio,
renina e ECA favorecendo a ativag&o do eixo vasoconstrictor do SRA (MILSTED et al.,
2010).

Diante da dificuldade de se estudar isoladamente os efeitos provocados pelos
horménios gonadais e pelos cromossomos sexuais, foi criado o modelo de
camundongos FCG (Four core genotypes) no qual os complementos XX e XY sao
expressos de forma independente do sexo gonadal (LOVELL-BADGE; ROBERTSON,
1990). Assim, o Sry original foi deletado e um Sry funcional inserido em um
autossomo, assim a formacgao dos testiculos passa a ser determinada por um
autossomo e XY e XX ndo determinam mais o sexo gonadal. Sdo originados 4
genotipos diferentes que permitem a comparagdo de camundongos com diferentes
complementos cromossémicos (XX ou XY) mas como mesmo tipo gonadal (ovarios ou
testiculos) (ARNOLD; CHEN, 2009; ARNOLD, 2009). A partir desse modelo foi
demonstrado que o complemento XX facilita a bradicardia barorreflexa, responsavel

pelos ajustes que mantém constante a PA (CAEIRO et al., 2011) .
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1.2.4.3 O eixo ECA 2/ Ang-(1-7) / Mas no sexo feminino
Em diferentes modelos de HA as fémeas apresentaram maior concentracao de
Ang-(1-7) em relag&o aos machos tanto no cortex renal (SULLIVAN et al., 2010) como
no plasma (PENDERGRASS et al., 2008). Porém, os mecanismos responsaveis pelas
diferengas sexuais na produgédo de Ang-(1-7) ainda n&o foram esclarecidos. As duas
principais enzimas envolvidas na sintese da Ang-(1-7) sdo a ECA 2 e a endopeptidase
neutra (ou neprilisina, NEP). A ECA 2 pode originar Ang-(1-7) a partir da clivagem da
Ang-(1-9) ou, principalmente, a partir da Ang Il. A NEP, por sua vez forma Ang-(1-7)
diretamente a partir da Ang |, atuando principalmente a nivel renal (RICE et al., 2004).
Foram descritas diferengas sexuais na atividade tanto da NEP como da ECA 2,
sendo que essas diferengas sexuais sdo dependentes dos valores basais da PA e da
espécie estudada. Assim, os resultados ainda sdo controversos, porém indicam que
em animais normotensos a atividade da ECA 2 renal € aumentada nos machos em
relacdo as fémeas (LIU et al.,, 2010; PENDERGRASS et al., 2008) ou semelhante em
ambos os sexos (BHATIA; ZIMMERMAN; SULLIVAN, 2013). Porém, em situagdes que
alterem o equilibrio do SRA como a gravidez (BROSNIHAN, K. BRIDGET et al., 2003),
hipertensdo (SHENOQY et al., 2009) e insuficiéncia renal (JI et al., 2008) essa atividade
parece ser aumentada pelo estradiol. A expressao/atividade de NEP, por sua vez,
parece ser aumentada nas fémeas tanto hipertensas como normotensas, contribuindo
para elevagdo nos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (NEVES, L. A. A. et al., 2006;
PENDERGRASS et al., 2008). Muitas vezes as diferengcas sexuais observadas sobre
os componentes do SRA ocorre especificamente em alguns tecidos; por exemplo, a
elevacdo da expressdao de ECA 2 observada nos rins dos machos da linhagem
mRen(2).Lewis em relacdo as fémeas, ndo se reflete no coragdo ou no figado

(PENDERGRASS et al., 2008).
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Até o momento, poucos trabalhos avaliaram a expresséao diferencial do receptor
Mas em machos e fémeas. Sullivan e colaboradores (2010) demonstraram que as
fémeas espontaneamente hipertensas (SHR) possuem uma menor expresséo de Mas
no cortex renal em relagdo aos machos SHR. Porém, apos a administracdo de Ang Il
por duas semanas as fémeas SHR apresentaram aumento na expressao renal de
Mas, atingindo valores semelhantes ao encontrados nos machos SHR (SULLIVAN et
al., 2010). Resultados semelhantes foram descritos no modelo de hipertensao induzida
pela administragdo de aldosterona/NaCl, no qual as fémeas apresentaram um
aumento no RNAm para Mas na lamina terminal (XUE et al., 2013).

Em ratos normotensos, observou-se maior expressdo génica do Mas nos rins
das fémeas adultas em relacdo aos machos. Esse aumento observado nas fémeas
resulta de uma elevacgao crescente na expressao do receptor Mas desde o nascimento
até a fase adulta (110 dias). Por outro lado, os machos apresentaram uma expressao
decrescente, resultando em niveis baixos de RNAm para o receptor Mas nos rins de
ratos adultos (SAMPSON; MORITZ; DENTON, 2012). Nesse mesmo trabalho, n&o
foram encontradas diferengas sexuais na expressdo génica do receptor Mas no

ventriculo direito dos ratos.
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2. HIPOTESE

A Ang-(1-7) parece exercer um papel mais importante na regulagdo da PA em
fémeas. Assim, esperamos que a delegdo génica do receptor Mas provoque efeitos
mais severos sobre a PA e o sistema cardiovascular das fémeas, e que o efeito

vasodilatador induzido pela Ang-(1-7) se mostre mais acentuado nos vasos renais

extraidos de fémeas.



42

OBJETIVOS




43

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a contribuicdo do eixo Ang-(1-7)/Mas para as diferengcas sexuais

encontradas na fungao cardiovascular de camundongos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Parte 1: Estudar os efeitos cardiovasculares provocados pela delecao

génica do receptor Mas em machos e fémeas.

A) Pressao arterial
* Determinar a PA e frequéncia cardiaca por pletismografia de cauda e por

telemetria;

B) Componente cardiaco

* Avaliar a fungdo e morfologia cardiaca por ecocardiografia;

* Quantificar a expressdo cardiaca de proteinas da matriz extracelular por
Western Blot;

* Analisar a expressao cardiaca de receptores para Ang Il por Western Blot;

C) Componente vascular

* Determinar a Resisténcia Periférica Total (RPT) e a Resisténcia Vascular
regional (RV) pela técnica de infusdo de microesferas fluorescentes;

* Avaliar a fungao endotelial in vivo por meio da resposta pressoérica induzida pela

Acetilcolina (Ach);
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Analisar a ultraestrutura dos vasos de resisténcia por Microscopia Eletronica de

Transmissao;

3.2.2

Parte 2: Estudar as diferencas sexuais no efeito vasodilatador da Ang-(1-7)

em artéria interlobar renal de camundongos.

Comparar as curvas dose-resposta da Ang-(1-7) em artéria interlobar renal

extraida de camundongos machos e fémeas;

Avaliar o efeito do bloqueio farmacoldgico do receptor Mas utilizando seu
antagonista especifico (A-779) sobre a resposta vasodilatadora da Ang-(1-7)

nos dois sexos;

Avaliar a contribuicio do NO para a resposta vasodilatadora induzida pela
Ang-(1-7) utilizando o inibidor n&do seletivo da enzina NO sintase -
L-N-nitroarginina metil éster (L- NAME) - nos vasos extraidos de machos e

fémeas;

Comparar a expressdo génica de componentes do SRA nas artérias

interlobares renais extraidas de machos e fémeas;

Avaliar a expressdo do receptor Mas nas artérias interlobares renais de

machos e fémeas por imuno-histoquimica;

Realizar a avaliagdo indireta da produgédo de NO pela quantificagdo de nitrito na

urina de machos e fémeas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem FVB/N com

+/+

delecdo génica do receptor Mas (Mas™") e wild type (Mas**). Esses animais foram
fornecidos pelo Laboratério de Hipertensdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica,
ICB/UFMG, com 8 semanas de idade, apos genotipagem para confirmagao e selegéo
dos Mas™". Os animais foram mantidos no biotério setorial de camundongos com luz e
temperatura controladas (12h claro, 12h escuro; 23 + 2°C) e livre acesso a agua e
ragdo. Os protocolos experimentais utilizando Mas™ foram previamente aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagdo animal da UFMG (CETEA 094/11). Os

experimentos em artéria interlobar renal foram previamente aprovados pelo comité de

ética do Nierengefd3physiologie Institut flir Vegetative Physiologie — Charité, Berlim

4.2 Medida indireta da pressao arterial por pletismografia de cauda

Os registros de PA foram realizados por pletismografia utilizando o aparelho LE
5001 (Panlab), que consiste em um sistema de medida ndo invasivo que detecta os
pulsos do fluxo arterial através da cauda. Os registros foram analisados pelo programa
SedaCom 32.

Para reduzir o estresse no momento da realizagdo dos registros, cada animal
passou por um processo de adaptagdo ao contensor e ao pletismografo. Esse periodo
de adaptacdo teve duragdo de 5 dias, nos quais o camundongo foi submetido a
simulagdes diarias do momento do registro, incluindo todas as etapas desse processo:

contensao, aquecimento, fixagao do cuff na cauda e reproducdo do som emitido pelo
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aparelho. O aquecimento (35° C) foi realizado com aquecedor proprio para roedores
por 10 minutos antes da afericdo, e teve como objetivo promover vasodilatagdo na

cauda para facilitar a aquisicdo dos registros.

4.3 Medida das variagoes circadianas na pressao arterial por telemetria

Camundongos machos e fémeas Mas™"e Mas™* receberam um implante para
telemetria (TA11-PA20; Data Sciences International, St.Paul, Minnesota, USA), como
descrito anteriormente por (GROSS et al., 2005). Os animais foram anestesiados com
uma mistura de ketamine (10mg/kg) e xilasina (5mg/kg). O transmissor foi inserido na
aorta abdominal e fixado na parede da cavidade, em seguida, o intestino foi
delicadamente recolocado em sua posigao original e a cavidade abdominal foi fechada
por sutura. Todos os camundongos foram colocados em gaiolas individuais em uma
sala apropriada, com ruidos controlados. Os camundongos foram submetidos a um
ciclo claro/escuro de 12h com as luzes acesas a partir das 6:00 horas. Ao fim da
cirurgia, todos os animais passaram por um periodo de 7 dias de recuperagdo antes
que os valores basais de pressao arterial fossem registrados por um periodo de trés

dias consecutivos.

4.4 Ecocardiografia

**) foram

Animais dos quatro grupos (machos e fémeas Mas”e Mas
submetidos a exame ecocardiografico transtoracico (cego) de alta resolugdo sob
anestesia inalatoria induzida por isoflurano (2,5%). A analise da morfologia e funcao
cardiaca de forma n&o invasiva foi realizada utilizando-se o aparelho Vevo 2100

equipado com transdutores de 16 e 40 MHz (Visual Sonics, Toronto, Canada). O

procedimento foi realizado em um animal por vez, assim, o camundongo anestesiado
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foi colocado em posicédo supina sobre uma plataforma apropriada, onde foi submetido
a tricotomia do térax e abddbmen. Essa plataforma foi equipada com eletrodos para
monitorizacdo da FC e sistema de aquecimento para manutencdo da temperatura
corporal (37°C). Foram obtidas imagens de alta resolugdo em posicdo paraesternal
direita e esquerda nos eixos longo, curto e apical. As medidas e calculos foram
realizados de acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia.

Animais de cada grupo foram submetidos a exame ecocardiografico
transtoracico (cego) de alta resolugdo sob anestesia inalatoria induzida por isofluorano
(2,5%). A analise da morfologia e fung&o cardiaca de forma nao invasiva foi realizada
utilizando-se o aparelho Vevo 2100 equipado com transdutores de 16 e 40 MHz
(Visual Sonics, Toronto, Canada). O procedimento foi realizado em um animal por vez,
assim, o camundongo anestesiado foi colocado em posicdo supina sobre uma
plataforma apropriada, onde foi submetido a tricotomia do térax e abdébmen. Essa
plataforma foi equipada com eletrodos para monitorizacdo da FC e sistema de
aquecimento para manutencéo da temperatura corporal (37°C). A captura das imagens
foi realizada por um técnico experiente que recebeu treinamento apropriado. Foram
obtidas imagens de alta resolugdo em posigao paraesternal direita e esquerda nos
eixos longo, curto e apical. As medidas e calculos foram realizados de acordo com as
recomendagdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

No modo M, foram realizadas as seguintes medidas: dimensé&o interna
do ventriculo esquerdo (VE) na sistole e diastole (LVIDs e LVIDd); espessura da
parede posterior do VE na sistole e diastole e espessura do septo interventricular na
sistole e diastole. A partir dessas medidas foram calculados os volumes sistélico e
diastdlico finais, fragdo de encurtamento, fracdo de ejecdo, volume de ejecéo e débito

cardiaco.
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4.5 Avaliacao de expressao cardiaca de proteinas da matriz extracelular e de

receptores AT1 e AT2 por Western Blot

Os coragdes foram homogeneizados em tampéo de lise (50 mM Na4P207, 50
mM NaF, 5 mM Na2EDTA, 5 mM NaCl, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES, 1% Triton X-100
e um coquetel de inibidores especificos da Roche, USA) usando o aparelho Precellys
com esferas ceradmicas de 2.4 mm. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a
6500 G durante 20 segundos. O tecido processado foi transferido para tubos de 1,5
mL nos quais foram homogeneizados por sonicagao e centrifugados a 14000 rpm por
20 min a 4°C e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A dosagem de
proteinas foi realizada pelo método de Bradford. Aliquotas de 50 microgramas de
proteina de cada amostra foram aplicadas em um gel de poliacrilamida com duodecil
sulfato de sodio (SDS) a 10%, em seguida foram separadas por eletroforese e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Na
sequéncia, as membranas foram bloqueadas com uma solucédo contendo leite em pd6 a
5% por uma hora, e depois foram incubadas por aproximadamente 16 horas a
temperatura de 4°C com o seguintes anticorpos primarios: anti-AT4 (1:1000, Millipore,
Billerica, MA, USA); anti-AT, (1:500, Millipore, Billerica, MA, USA); anti-Colageno tipo |
(1:1000, Millipore, Billerica, MA, USA); anti-Colageno tipo Il (1:1000, Millipore,
Billerica, MA, USA); anti-Fibronectina (1:1000, Millipore, Billerica, MA, USA); anti-p-
ERK1/2(1:1000, Millipore, Billerica, MA, USA); anti-Total ERK1/2 (1:1000, Millipore,
Billerica, MA, USA), Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (1:2000,
Calbiochen). Na sequéncia, anticorpos secundarios fluorescentes (1:10.000) foram
incubados por 1h em temperatura ambiente. As bandas contendo as proteinas foram
detectadas pelo sistema de escéner Odyssey (Li-Cor, USA) e os resultados foram

quantificados por densitometria (Odyssey software).
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4.6 Medida da resisténcia periférica total pela injecao de microesferas

fluorescentes

Os animais foram anestesiados (uretana 1,2g/Kg, i.p.) para canulag&o da artéria
femoral esquerda (monitorizagdo da PA e frequéncia cardiaca) e da artéria femoral
direita (retirada da amostra de sangue). Por ultimo foi introduzida uma céanula no
ventriculo esquerdo via carétida para infusdo das microesferas fluorescentes. Apds
estabilizacdo do animal as microesferas foram injetadas (50.000 microesferas -
Molecular Probes, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) e iniciou-se a coleta de
sangue por 1 minuto (0,25ml/min). Apods 10 minutos o animal foi eutanasiado e os
tecidos (coragéo, rins, tecido adiposo, figado, cérebro, testiculos/ovarios, vesicula
seminal/utero, musculo, pele, bago, adrenais) foram removidos e pesados. Em
sequencia, os tecidos foram colocados em 1.4 ml de solugdo 4M de KOH (em etanol)
com 1% de Tween-80, por 24 horas em banho aquecido (50°C). Posteriormente os
tecidos foram homogeneizados e centrifugados por 20 min a 10.000 g para a formagéo
de precipitado contendo as microesferas e alguns debris. Apds 3 centrifugacdes foram
adicionados ao sobrenadante 4 ml de acetato de etila para liberagdo do composto
fluorescente. Apos repouso por 1 hora as amostras foram novamente centrifugadas e
o sobrenadante separado para realizagdo da leitura da fluorescéncia (Cary Eclipse
Fluorescence Spectrophotometer/Varian).

Para o calculo dos parametros cardiovasculares a partir da fluorescéncia foram

utilizadas as sequintes equacgoes:

* Fluxo Sanguineo Regional (Qo, ml/ min.g 6rgao)

Fluorescéncia do 6rgao X Qf

Qo= peso do 6rgao (g)X Rf
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Onde: Rf = fluorescéncia da amostra sanguinea, Qf = peso da amostra
sanguinea de referéncia (g) x 60/densidade do sangue (1.06) x tempo de coleta do
sangue (60s).
* Resisténcia Regional (RV,mmHg/ ml/ min .g 6rgéo)

_ pPAM
= 00

* Débito Cardiaco (DC, ml/min)

C= T
"~ fcXRf x2

Onde: T é o total de microesferas injetadas menos as microesferas
remanescentes na seringa. Fator de corregcédo (fc) = [(tubo1/fluorescéncia tubo1) +
(tubo2/fluorescéncia tubo2) + (tubo3/fluorescéncia tubo3)])/3, Rf = fluorescéncia da
amostra sanguinea.

* Volume Sistolico (VS, ml)

DC

VS =—
FC

Onde: DC é o débito cardiaco e FC é a frequ6encia cardiaca (bpm).

« indice Cardiaco (IC, ml/min/100g)

DC

IC =
peso corporal

* Resisténcia Periférica Total (RPT, mmHg/ml/min.1009)

RPT — PAM
—IC

4.7 Avaliagao da fungao endotelial in vivo

Para avaliar a fungdo endotelial in vivo, usamos uma técnica previamente
descrita por Xu e colaboradores (2008). Os camundongos foram anestesiados com

isoflurano 5.0% e tiveram uma canula inserida na artéria femoral e uma segunda
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canula inserida na aorta descendente a partir da artéria cardtida esquerda. A
localizagdo da segunda cénula garantiu que as drogas injetadas atingissem apenas os
vasos de resisténcia. Ambas as canulas foram exteriorizadas na parte posterior do
pesco¢co do animal. Apos 24h, a pressao arterial e frequéncia cardiaca foram
registradas por um transdutor (modelo MLT 1050) conectado a um computador
acoplado a um sistema de aquisicdo e analise de dados (PowerLab, AD Instruments).
Dessa maneira os registros foram feitos enquanto os animais se movimentavam
livremente pela caixa. Apos o periodo de uma a duas horas de aquisicdo de dados, a
funcédo endotelial dos animais foi avaliada por meio da medida da variacdo da pressao
arterial média apos a injegéo intra-aortica de acetilcolina (Ach). A Ach foi injetada no
volume de 1 pL por 10 g de peso corporal nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200

ng/kg.

4.8 Analise da ultraestrutura dos vasos de resisténcia por Microscopia

Eletronica de Transmissao

Os animais foram anestesiados (quetamina/xilazina - 2mg/kg) e em seguida
foram realizadas laparotomia e toracotomia para a perfusdo. Foi injetado tamp&o
fosfato (0,05 mol/L PBS) heparanizado via ventriculo esquerdo, e posteriormente, foi
injetada solugéo fixadora (glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4). As
artérias mesentéricas foram isoladas utilizando-se um microscopio cirurgico, e
armazenadas em solugdo fixadora por 24h a 4°C. A pos-fixagao foi feita com uma
mistura de tetroxido de 6smio 2% e ferrocianeto de potassio 1,5% por 2h. As amostras
foram lavadas com agua destilada e mantidas por 24h em solugdo de acetate de
uranila 2% em bloco de fixacdo. Em seguida, as amostras foram desidratadas e
fixadas em Epon 812. Posteriormente as amostras foram seccionadas em cortes com

50 nm de espessura e coradas com citrato de chumbo de Reynolds. A microscopia
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eletrbnica foi realizada utilizando-se FEI Tecnai G2-12 Spirit a 80kV. A analise
morfométrica foi realizada pelo método classico de contagem de pontos (SCHNEIDER;

RASBAND; ELICEIRI, 2012).

4.9 Preparagao das artérias interlobares renais para reatividade vascular in

vitro

Camundongos machos e fémeas da linhagem FVB/N, com 3 meses de idade,
foram sacrificados por deslocamento cervical. Os rins foram removidos delicadamente
e colocadas em uma solugéo gelada de Krebs-Henseleit (KHS, composi¢cdo: NaCl 118;
KCI 4,7; KH2PO4 0,9; MgS0O4 1,1; CaClI2 2,5; NaHCO3 25, D-glucose 11 (mM). As
artérias interlobares foram expostas e seccionadas em anéis de 2 mm de comprimento
conforme protocolo previamente estabelecido (VIEGAS et al., 2012). Esses anéis de
diferentes ramos foram delicadamente montados num fio de ago inoxidavel de 40 pm
de didmetro acoplado a um midgrafo para pequenos vasos (modelo 500 A; DMT,
Aarhus Denmark). As respostas foram registradas usando-se transdutores de tensao
isométrica (AD Instruments, Pty Ltd. Bela Vista, Australia) conectados a um
amplificador (QUAD Bridge, AD Instruments, Pty Ltd. Bela Vista, Australia). O
programa Power Lab versdo 7.1 foi utilizado para a aquisi¢ao e analise dos dados. Foi
aplicada uma forga de contragdo maxima com 100 mmol/l KCI em todos os vasos,
esse valor foi usado como padréo para comparacido dos efeitos vasodilatadores das
substancias. Apos a contracdo induzida por KCI o vaso passou por diferentes

protocolos.
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4.10 Avaliacao do efeito vasodilatador da Ang-(1-7) na artéria interlobar renal de

camundongos

Para se obter as curvas dose-resposta (CDR) de drogas com efeito
vasodilatador, inicialmente induzimos uma pré-contragdo com fenilefrina (Phe)
correspondente a 50% da contracdo maxima induzida pelo KCIl. Os valores de
relaxamento foram expressos como porcentagem da contragdo com fenilefrina. Para
testar o relaxamento dependente de endotélio, foi feito uma CDR para acetilcolina
(ACh) (10°-10° mol/l) ou Ang-(1-7). O relaxamento independente de endotélio foi
avaliado por uma CDR para o nitroprussiato de sédio (SNP) (10 -10*mol/).

Para se avaliar o papel do NO nas diferencas sexuais relacionadas a
reatividade vascular os vasos foram incubados com o inibidor n&o-seletivo da enzima
NO-sintase, L-N-nitroarginina metil éster (L- NAME, 10™mol/l por 15 minutos).

Para se avaliar a influéncia do receptor Mas nas diferengas sexuais na resposta
vasodilatadora a Ang-(1-7) os vasos foram incubados com o antagonista especifico
para esse receptor, A-779 (10'6mol/l) por 30 minutos. Em seguida foi realizada uma
CDR para Ang-(1-7) (protocolo 1). Para se investigar o papel do NO na fungao
vasodilatadora mediada pelo Mas, os vasos foram incubados com A-779 juntamente

com L-NAME.

4.11 PCR (reacao em cadeia da polimerase) em tempo real para avaliacao da

expressao génica dos componentes do SRA na artéria interlobar renal

As arteriolas interlobares renais foram cuidadosamente isoladas em solugao
KHS.
Foram avaliadas a expressdio de RNAm para ECA, ECA 2, NEP,

Angiotensiniogénio, ATy, ATz, MrgD e Mas (Tabela 1). O RNA total foi isolado
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utilizando-se o kit RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany). A transcrigdo reversa
do RNAm foi realizada utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit com primers universais (Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA).
Anadlise quantitativa do PCR em tempo real foi realizada utilizando-se GeneAmp
StepOne Plus (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Para a detecgdo da
fluorescéncia do DNA gerado foi utilizado o SYBR Green (Bioline, Luckenwalde,
Germany). As reagcbes de PCR foram realizadas num volume de 12.5 uyl com 0.4
pmol/ml de cada primer, e duas vezes o mix ready-to-use reaction-mix (Bioline); 10 ng

de cDNA foram usados como molde.

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na sintese e amplificagcdo do
cDNA.

Nucleotideo Senso Anti-senso
ECA CTCAGCCTGGGACTTCTACAAC CTCCATGTTCACAGAGGTACACT
ECA2 GGCTCCTTCTCAGCCTTG TTCATAAAAGGCAGACCATTTG
Mas GCCATGAATACCTCCAGCAG GCTCATGATGACCCAGTGC
Angiotensinogénio TGTGACAGGGTGGAAGATGA CAGGCAGCTGAGAGAAACCT
MrgD CTCTCCGTGCTTTTCCCCAT ATGACCGGCATGAAGATCCC
AT1 CCATTGTCCACCCGATGAAG TGCAGGTGACTTTGGCCAC
AT2 TTTATGATAACTGCTTTAAACACTGG TGCCAGTTGCGTTGAGATTA
NEP CCTCACGGTGCTGCTGGAAA CTGCTGCGTCCACCAGTCAA

4.12 Imuno-histoquimica para avaliar a expressao do receptor Mas nas artérias

interlobares renais

ApOs a eutanasia dos animais, os rins foram removidos e armazenados em
freezer -80°C. Os rins foram cortados longitudinalmente em criostato a temperatura
controlada de -16°C. As laminas foram submetidas a 3 banhos consecutivos em

etanol a 100%, 95% e 75% por 10 minutos cada. Na sequéncia foi realizado o bloqueio
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da peroxidase endogena com uma solugdo contendo peroxido de hidrogénio 3% e
metanol 30%, apos 30 minutos nessa solugdo as laminas foram mergulhadas em
tampéo fosfato salina (PBS) por 2 vezes de 5 minutos cada. Na sequéncia as laminas
foram aquecidas em tampéao citrato de sodio por 4 vezes de 5 minutos cada para
recuperacdo antigénica. Novamente as laminas foram mergulhadas em PBS por 2
vezes de 5 minutos cada. Posteriormente foi realizado o bloqueio da formagcdo do
complexo avidina/biotina endégeno. Em seguida os cortes foram incubados com soro
de cabra por 60 minutos em cadmara umida a temperatura ambiente. Em seguida os
cortes foram incubadas com anticorpo primario anti-Mas (Alomone, 1:150) overnight
em camara umida na geladeira.

No segundo dia as laminas foram lavadas em PBS por 2 vezes de 30 minutos
cada e incubadas com anticorpo secundario (anti-imunoglobulina) por uma hora. Apés
lavagem em PBS (2 vezes de 5 minutos) os cortes foram incubadas como complexo
avidina-biotina por 30 minutos. Para a revelacdo das ligagdes antigeno-anticorpo
utilizou-se o cromégeno diaminobenzidia (DAB) por 8 minutos e depois as laminas
foram lavadas em agua corrente.

A contra-coloragao foi feita com Hematoxilina de Harris por 5 minutos. Para
montagem das laminas foi realizada desidratagdao em 2 banhos de etanol 95% por 5
minutos seguidos por 3 banhos em xilol por 5 minutos cada; fixagcdo da laminula com
resina sintética.

A positividade pela imuno-histoquimica foi determinada pela presenca da cor
marrom-castanho nas artérias renais. Assim, os vasos eram classificados como
marcados ou ndo marcados. Foram avaliados de 12 a 15 vasos em diferentes cortes
de cada animal (n=3 por grupo) totalizando aproximadamente 40 vasos nas fémeas e
40 vasos nos machos. O aumento utilizado para analise das laminas foi de 400X e as

fotografias foram retiradas nos aumentos de 400X e 1000X. Foi utilizado como critério
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para garantir a especificidade da marcagdo um controle negativo constando de uma

l&mina na qual o anticorpo primario foi omitido.

4.13 Medida indireta da produgdo de Oxido Nitrico (NO) pela dosagem da

concentragao urinaria de nitrito

O reagente de Griess foi preparado pela mistura de duas solugdes na proporgéao
1:1, imediatamente antes do wuso. A primeira solucdo era constituida por
naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em acido orto-fosforico 5% (v/v) e a outra solugao por
sulfonamina paminobenzeno 1% (p/v) em acido fosférico 5% (v/v). 100 uL de urina
centrifugada (2000 rpm 5 min) foram transferidos para placa de 96 pogos e adicionou-
se 100 uL do reagente de Griess. Apos a incubagao por 10 minutos no escuro a
temperatura ambiente a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 550 nm. As concentragdes de nitrito foram determinadas utilizando uma

curva padrdo de NaNO..

4.14 Analise Estatistica

O delineamento utilizado nos experimentos foi o inteiramente casualizado. Os
animais de mesmo peso e idade foram distribuidos de maneira aleatéria. Foram
mantidos em ambiente com condi¢cdes controladas de temperatura e luminosidade.
Existindo, portanto, trés fontes de variagdo: a individual, a devida ao sexo (macho ou
fémea) e a devida ao gendétipo (FVB/N Mas-knockout ou wild type).

Para comparar as médias entre os grupos foi determinada a variag&o individual

ou variacdo do erro (s), por meio de analise de variancia ANOVA two way, seguida do
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teste de comparacao entre curvas do tipo Newman-Keuls. A comparacédo dentro do
mesmo gendtipo foi realizada por meio do teste t de Student, visto que a comparagao
de média foi realizada entre dois grupos apenas.

Os resultados foram expressos como média mais ou menos o erro padrao da
média usando o Software GraphPad Prism®. Como critério para significancia, foi

considerado p menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Parte 1: Efeitos da delegcdo génica do receptor Mas sobre a fungao

cardiovascular em machos e fémeas

5.1.1 A delegdao génica do receptor Mas provoca alteragcbes opostas sobre a
pressao arterial de machos e fémeas

Nossos resultados confirmam a elevacdo na PA descrita anteriormente para os
machos Mas™" (XU et al., 2008) e mostram pela primeira vez que as fémeas Mas ™"
apresentam redugdo da PA (Fig. 3). Esse resultado surpreendente nos estimulou a
estudar a fundo as alteragdes cardiovasculares que determinam esse efeito oposto
sobre a PA de machos e fémeas a partir da delegdo génica do receptor Mas.

Em nosso trabalho, essas diferengas sexuais sobre a PA de camundongos

Mas™~

foram confirmadas por trés diferentes técnicas: pletismografia (Fig. 3),
telemetria (Fig. 4) e medida direta na aorta abdominal (Fig. 8). Dados obtidos por
pletismografia de cauda em animais n&o anestesiados mostraram uma redugéo de 11
mmHg nas fémeas Mas™ (Mas™™: 114 + 4 vs. Mas**: 125 + 4 mmHg; p<0,05; Fig. 3);
e por outro lado, um aumento de aproximadamente 30 mmHg na PA sistolica dos
machos Mas™™ (Mas™": 170 + 6 vs. Mas™"*: 140 + 3 mmHg, p<0,05, Fig. 3). A avaliacdo
de possiveis alteragcbes circadianas sobre a PA mostrou que as diferencas na PAM
dos animais Mas™ s&o intensificadas durante a fase clara do ciclo, mostrando
diferencas significativas nos trés dias de registro para os machos e no terceiro dia para
as fémeas (p<0,05, Fig. 4-B e 4-D). Confirmando as diferengas descritas

anteriormente, a PAM registrada nos camundongos instrumentados para medida da

RPT, sobre anestesia, mostrou-se aumentada nos machos Mas™™ (Mas™": 84 + 3 vs.
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Mas**: 71 + 6 mmHg, p<0.05, Figure 8-A) e reduzida nas fémeas Mas™™ (Mas™™: 62 +

4 vs. Mas*™*: 80 + 6 mmHg, p<0.05, Figure 5-A).

1 Mas +/+
Mas —/-

200, "

I T 1
180+ r__i__; '
160+
T
1401 —*

120+

100+

Pressao Arterial Sistélica (mmHg)

7 7

Machos Fémeas

Figura 3: Pressdo arterial sistdlica de camundongos FVB/N machos e fémeas Mas™".
A medida indireta foi realizada por pletismografia de cauda em animais n&o
anestesiados utilizando contensores apropriados. p<0,05 vs. Mas™* do mesmo sexo;
Tp<0,05 vs. machos do mesmo gendtipo (n=5 machos Mas"* e Mas™"; n=10 fémeas

Mas™* e Mas™).
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Figura 4: Medida da Pressao Arterial Média (PAM) por telemetria em camundongos

machos e fémeas Mas-/- e Mas+/+ nao anestesiados. Variagdes circadianas na PAM

+/+

em machos Mas™ e Mas™, A: e em fémeas Mas™™ e Mas**, C; Médias diarias da

PAM durante trés dias consecutivos em machos Mas™ e Mas*’*, B e em fémeas

-/

Mas™ e Mas**, D, durante a fase clara (barra branca horizontal) e fase escura (barra

+/+

preta horizontal). "p<0.05 vs. Mas™* do mesmo sexo; 1p<0.05 vs. mesmo grupo na fase

escura (n=12 machos Mas™* e Mas™"; n=8 fémeas Mas** e Mas™").
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5.1.2 Disfuncao cardiaca e alteragdoes estruturais especificas no coragao de

machos e fémeas Mas-/-

Para melhor compreender o papel do receptor Mas nas diferencas sexuais
observadas na PA, nos avaliamos a fungdo e morfologia cardiacas por ecocardiografia
de alta resolucéo (Vevo® 2010). Como demonstrado na Fig. 5, tanto machos quanto
fémeas Mas™ apresentaram fracdo de ejecao e de encurtamento reduzidas em

relagdo aos camundongos Mas**(

p<0,05). A analise morfolégica dos coragdes dos
machos Mas™ indicou uma diminuicédo na espessura da parede posterior do ventriculo
esquerdo (VE) na diastole, enquanto as fémeas Mas™" apresentaram um aumento da
espessura em relagdo ao coracdo das fémeas Mas™* (p<0,05, Tabela 2 e Fig. 6). Além
disso, as fémeas Mas™~ também apresentaram diminui¢do da dimens&o interna do VE
na diastole e volume de ejegao reduzido em relagdo ao grupo Mas** (p<0,05, Tabela 2
e Fig. 6). Por outro lado, os machos Mas™~ exibiram um aumento na dimensao interna
do VE na sistole e na diastole, bem como maiores volumes sistolico e diastélico finais
em relacdo aos animais Mas™* (p<0,05, Tabela 2). A avaliagdo da velocidade das
ondas de enchimento diastolico mostrou aumento da onda E de enchimento inicial nos
machos Mas™" (p<0,05, Tabela 2), porém nao foram encontradas alteragbes na onda
A de enchimento tardio nem na razdo E/A. Apesar das alteragcbes morfologicas

descritas nos coracdes de machos e fémeas Mas™", ambos apresentaram redugdo do

débito cardiaco (p<0,05, Tabela 2).
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Figura 5: Fungao cardiaca em machos e fémeas Mas™". Fragdo de encurtamento A e
Fracédo de ejecédo B; calculados a partir dos paradmetros ecocardiograficos obtidos em
camundongos machos e fémeas Mas™ e Mas™* anestesiados. 'p<0.05 vs. Mas™* do
mesmo sexo; (n=12 machos Mas** e Mas™"; n=8 fémeas Mas""* e Mas™").
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Tabela 2: Parametros ecocardiograficos obtidos em machos e fémeas Mas™"

Machos Fémeas
+HH —/- +H+ —/-
n=12 n=12 n=2_§ n=3_§

Peso corporal. g 320+0.51 30.8+£0.82 29.1+£093 283+0.71
Espessura da parede posterior na didstole. mm 0.84+0.04 0.73+0.02° (74+00t 083+002°t
Espessura da parede posterior na sistole. mm 1.07+0.05 1.01+£0.05 1.14+£0.08 117+0.05"
Espessura do septo interventricular na diastole. mm 0.74+0.05 0.76+0.05 0.73+0.02 0.75+0.04
Espessura do septo interventricular na sistole. mm ~ 1.08 £0.08 1.07+0.06 1.08+0.06 1.15+0.04
Dimenséo interna do VE na sistole. mm 2.63+£0.09 294+0.11" 243+0.15 247+0.06
Dimensdo interna do VE na diastole. mm 4.00+0.05 4.17+0.08° 387+006" 3.62<0.04"t
Volume sistélico final. pL 285+249 352430 21.0+231 228+1.5t
Volume diastolico final. pL 69.8+3.44 80.0+4.0" s594+32t 561+1.5t
Velocidade de enchimento mitral inicial (E;mm/s)  602.7 +42 706 + 38 613 +49 521 +31
Razdo E/A (A, enchimento ativo na systole atrial) 1.57+£0.06 1.82+0.15 1.64+0.13 1.77+0.22
Peso do coragdo /Peso corporal 045+0.01 049+0.02 047+0.02 0.45=+0.02
Volume sistolico. L 43.0+£23 458+27 383+12 332+ 1.7t
Frequéncia cardiaca. bpm 443 £38 415+ 16 416+ 16 433 +£12
Débito cardiaco. mL/min 200£09 17.6+0.6°  16.0+09t 14.1+08"

. ;o . . . * —/—
Ecocardiograma transtoracico realizado em camundongos anestesiados com isoflurano ( p<0.05 vs. Mas™

mesmo sexo; Tp<0.05 vs. machos do mesmo gendtipo).
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Figura 6: Representagdo ecocardiografica (modo M) da contragdo cardiaca nos

+/+

animais machos Mas™*, A; machos Mas™", B; fémeas Mas™*, C; e Fémeas Mas™", D.
Em E, representamos a escala para as medidas de A, B, C e D; LVIDS: dimenséao
interna do ventriculo esquerdo na sistole; LVIDD: dimenséo interna do ventriculo
esquerdo na diastole. As fémeas Mas™ apresentam diminuicdo da LVIDD (comparar
C e D), enquanto os machos Mas™" apresentam aumento de LVIDD e LVIDS

(comparar A e B); *p<0.05, Tabela 2.
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5.1.3 Avaliacao da expressao diferencial de proteinas da matriz extracelular e
dos receptores AT1 e AT2 no coragao de machos e fémeas Mas—-/-

Para investigar os mecanismos envolvidos na disfungédo cardiaca observada em
machos e fémeas Mas™ avaliamos por meio da técnica de Western Blotting a
expressao de proteinas envolvidas no processo de fibrose do miocardio, bem como a
expressao dos receptores para Ang Il AT,e AT;,

A figura 7 revela niveis aumentados de Colageno do tipo | e Fibronectina no
coracdo de machos Mas™ (p<0,05; Figure 7-A e 7-C), sugerindo que a disfungdo
cardiaca observada nesses animais esteja relacionada com um processo de fibrose do
miocardio. Além disso, o aumento da expressao do receptor AT4 (p<0,05; Figuras 8-A)
e da ativacdo da via ERK1/2-MAP-quinase (p<0,05; Figura 7-D) sugere que essa
possa ser a principal via pro-fibrética envolvida. Esse processo parece ser
independente do receptor AT, (Figura 8-B) e ndo envolve aumento da expresséo de
colageno tipo lll (Figura 7-B).

Por outro lado, a disfuncdo cardiaca observada nas fémeas Mas™~ ndo parece
estar relacionada com a ocorréncia de fibrose (Figuras 7-E,F,G,H), sugerindo o
envolvimento de outros mecanismos, como possiveis alteracbes nas
expressao/atividade de proteinas contrateis. Ao contrario do que foi observado nos
machos Mas™, as fémeas Mas™ apresentaram diminuigdo na expressdo dos

receptores AT, sem diferengas na expressao de AT, (Figuras 8-C e 8-D).
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Figura 7: Andlise da expressdo de proteinas cardiacas feita por Western blot.
Colageno tipo I; Colageno tipo lll; Fibronectina; ERK1/2-fosforilada e ERK1/2-total,
respectivamente, em: machos (A, B, C e D) e fémeas (E, F, G e H) Mas™™ e Mas"".

*p<0.05 vs. Mas+/+ (n=4-6 animais em cada grupo).
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Figura 8: Analise da expressédo cardiaca de receptors AT, e AT, feita por Western
blot: machos (A e B) e fémeas (C e D) Mas™ e Mas"*. p<0.05 vs. Mas™* (n=4-6

animais em cada grupo).
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5.1.4 Diferengas sexuais na Resisténcia Periférica Total (RPT) de camundongos

Mas-/-

Dando continuidade aos experimentos, avaliamos os efeitos da delecdo génica
do receptor Mas sobre a funcdo hemodinamica e possivel repercussao sobre a PA.
Para esse objetivo realizamos medidas in vivo utilizando microesferas fluorescentes.
Os resultados apresentados na figura 9 demonstram que elevagao na PA dos machos
Mas™ (p<0,05; Fig. 9-A) foi acompanhada por um aumento da RPT (Mas™": 226 + 50
vs. Mas**: 131 + 15 mmHg.mI"".min™".g™"; p<0,05; Fig. 9-C); porém, sem alteracdes no
débito cardiaco (Fig. 9-B). Por outro lado, a diminuicdo da PA observada nas fémeas
Mas™" foi acompanhada por uma reducdo expressiva de 44% no débito cardiaco
(Mas™: 9.3 + 2.2 vs. Mas"*: 16.3 + 3.0 ml/min; p<0,05; Fig.9-A e 9-B), porém sem
alteragdes na RPT (Fig.9-C). Confirmando os dados obtidos na ecocardiografia, a
avaliacdo dos parametros hemodinamicos utilizando as microesferas fluorescentes
também indicou uma redugdo do volume sistdlico nas fémeas Mas™ (Tabela 3) sem

alteragao na frequéncia cardiaca dos animais anestesiados (Tabela 3).
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Figura 9: Parametros hemodinamicos obtidos em camundongos Mas™~ anestesiados.
Pressao arterial média obtida por medida direta na artéria femoral, A; Débito cardiaco,
B e Resisténcia Periférica Total (RPT), C; obtidos em machos e fémeas Mas™ e
Mas**. 'p<0,05 vs. Mas** do mesmo sexo; Tp<0,05 vs. machos do mesmo gendtipo.
(n=6 machos Mas™* e Mas™"; n=5 fémeas Mas*'*; n=6, fémeas Mas™").

Tabela 3: Parametros hemodinamicos em camundongos Mas™'~
Machos Fémeas
+/+ —/- +/+ —/-
Volume sistolico. pL 340+4.0 259+45 315+7.0 158+4.0
Indice cardiaco. mL/min/g  0.57 £ 0.05 0.49+0.09 0.62+0.08 0.34+0.1"
Frequéncia cardiaca. bpm 551 + 31 583+ 14 535+31 494 + 13

+/+

*p<0,05 vs. Mas "~ do mesmo sexo.
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5.1.5 A delecdo génica do receptor Mas provoca alteracoes opostas na

resisténcia vascular local de machos e fémeas

Os efeitos da delegao génica do receptor Mas sobre a resisténcia vascular e o
fluxo sanguineo regional foram avaliados em diferentes 6rgédo e tecidos. Novamente,
machos e fémeas Mas™ apresentaram alteragdes opostas sobre as variaveis
analisadas. Assim, enquanto os machos Mas™ exibiram aumento da resisténcia
vascular local medida nos rins e figado, as fémeas Mas™" apresentaram diminui¢do da
resisténcia vascular nesses dois locais e ainda na pele e tecido adiposo marrom (TAM)
(p<0,05; Fig. 10). De forma correspondente, um fluxo sanguineo aumentado foi
observado nos rins, TAM, baco e musculo das fémeas Mas™", enquanto os machos
apresentaram diminui¢do do fluxo sanguineo no cérebro e bago (p<0,05; Tabela 4).
Além disso, a resisténcia vascular e o fluxo sanguineo foram medidos nos pulmdes,
adrenais, mesentério, ovarios, testiculos, vesiculas seminais e utero, demonstrando
uma tendéncia global para aumento da resisténcia nos machos e diminuigdo nas

fémeas Mas™".
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Figura 10: Resisténcia vascular
camundongos Mas™~ anestesiados.
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[ Mas +/+
Mas -/-

regional em diferentes 6Orgdos e tecidos de

"p<0,05 vs. Mas

+/+

do mesmo sexo; 'p<0,05 vs.

machos do mesmo genétipo; (n=6 machos Mas™* e Mas™, n=5 fémeas Mas™"*, n=6,

fémeas Mas™).



Tabela 4: Fluxo Sanguineo Regional em camundongos Mas™

/-
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Machos Fémeas
Fluxo sanguineo local (mL.min".g™") +/+ —/— +/+ —/—
Rins 9.49+1.82 625+136 492+1.621 1933+4.75t
Cérebro 1431+6.13 3.65+0.97 8.98+1.27 9.61 +2.39%
Figado 232+142 0.84+0.28 040+0.13 1.51+£0.72
Pele 344+152 1.47+037 1.51+£0.06 2.88 +£0.83
Tecido adiposo branco 1.74+0.57 1.07+£0.12 0.51+0.19 0.63 £0.191
Tecido adiposo marrom 1.90+£0.31 1.59+0.16 0.80+0.30T 1.70+0.39"
Pulmoes 493+1.57 323+0.63 541+2.00 6.52 + 1.671
Bago 4.82+0.77 2.62+057 225+0.887 528+1271
Mesentério 574+380 147+030 0.87+0.35 2.15+0.78
Testiculos 285+1.12 1.00+0.52 / /
Ovérios / / 21.31+£12.07 21.88+6.08
Vesiculas Seminais 250+1.25 1.28+0.35 / /
Utero / / 1.87+1.56  6.60 +3.41
Msculo 327+1.08 254+061 039+021%  131+027"

;g . ~ , g *
Valores apresentados como a média + desvio padrio da média. p<0,05 vs. Mas ™" do mesmo
sexo, tp<0,05 vs. machos do mesmo gendtipo.
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5.1.6 Diferengas sexuais na fungao endotelial de camundongos Mas-/-

Para avaliar as consequéncias da delecdo génica do receptor Mas sobre a
funcdo endotelial foi medida a reatividade vascular em camundongos machos e
fémeas nado anestesiados. A resposta vasodilatadora a inje¢cdo intra-adrtica de
acetilcolina (Ach) apresentou-se diminuida nos animais Mas™™ de ambos os sexos
(p<0,05; Fig. 11). Porém, a diminuicdo dessa resposta vasodilatadora dependente de
endotélio se mostrou expressivamente mais acentuada nos machos Mas™", visto que
esses apresentaram uma redugao significativa da vasodilatagao induzida por todas as
quatro doses de Ach utilizada, enquanto para as fémeas Mas™ a redugdo so6 foi

significativa para a dose mais elevada de Ach.
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Figura 11: Fungdo endotelial em machos e fémeas Mas™ ndo anestesiados.

Resposta vascular as concentragdes crescentes de Acetilcolina em machos, A e

fémeas, B. *p<0.05 vs. Mas** do mesmo sexo (n=5 machos Mas"* e Mas™ ; n=6

fémeas Mas** e Mas™).
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5.1.7 Diferengas sexuais nas alteragées provocadas pela dele¢ao génica do
receptor Mas na ultraestrutura da parede arterial

Para investigar os mecanismos responsaveis pelas diferengas sexuais na
resisténcia vascular regional e na fungéo endotelial dos animais Mas™" foi analisada a
ultraestrutura das artérias mesentéricas por microscopia eletronica de transmissao
(Fig. 12). Machos e fémeas Mas™ apresentaram uma redugdo na densidade
correspondente a camada de células endoteliais (p<0,05; Fig.13-A). A lamina elastica
interna apresentou-se regular e continua em todos os grupos, porém, camundongos
Mas™" de ambos os sexos apresentaram um aumento em sua espessura comparada

+/+

ao grupo Mas™ (p<0,05; Fig. 13-B). A tunica média apresentou-se como duas
camadas de células musculares lisas dispostas circunferencialmente. As
fotomicrografias ndo revelaram células musculares lisas fragmentadas ou vacuolos
intracelulares em nenhum grupo analisado. Diferengas sexuais também foram

verificadas no contetido de ME que estava aumentado apenas nos machos Mas™~

(p<0,05; Fig. 13-C).
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Figura 12: Fotomicrografia da parede da artéria mesentérica de machos Mas** (A),
machos Mas™ (B), fémeas Mas"* (C) e fémeas Mas™ (D); aumento = 6000 X.
Endothelial cells ,EC; adventitia, A; vessel lumen, L; internal elastic lamina, IEL;
smooth muscle cells, SMC; tunica media, TM, extracellular matrix, EM.
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Figura 13: Analise morfométrica da parede da artéria mesentérica de camundongos
Mas™". Densidade da camada de células endoteliais, A; Espessura da |amina elastica
interna, B; Densidade da matriz extracelular, C; 'p<0.05 vs. Mas ** do mesmo sexo;

+/+

Tp<0.05 vs. machos do mesmo genétipo (n=3 machos Mas** e Mas™"; n=3 fémeas

Mas™* e Mas™).
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5.2 Parte 2: Diferengas sexuais no efeito vasodilatador da Ang-(1-7)

5.2.1 A Ang-(1-7) provocou maior relaxamento nas artérias renais de fémeas

Os vasos das fémeas apresentaram maior relaxamento em resposta a Ang-(1-
7) em comparagao aos vasos dos machos (fémeas Emax: 26,7 + 3,8 vs. machos 15,4
+ 2,8 machos; p<0,05; Fig. 14). Por outro lado, a curva dose-resposta para ACh foi
semelhante para ambos os sexos (Fig. 15), sugerindo que as diferengas observadas
na resposta vasodilatadora mediada pela Ang-(1-7) (Fig. 14) ndo sejam decorrentes de
diferengas na capacidade intrinseca de relaxamento dependente do endotélio dos
machos e das fémeas. O tratamento com inibidor seletivo da NO sintase,
L-N-nitroarginina metil ester (L- NAME, 10“*mol/l por 15 minutos) reduziu de forma
semelhante o relaxamento induzido pela ACh em machos e fémeas (p<0,05; Fig. 15).
Também nao foram observadas diferencas sexuais no relaxamento independente do

endotélio induzido pelo SNP (Fig. 16).
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Figura 14: Curva dose-resposta da Ang-(1-7) em artéria interlobar renal de
camundongos machos e fémeas. Foram utilizados vasos com endotélio preservado, e
estes foram pré-contraidos com fenilefrina (n = 26 machos e n = 22 fémeas FVB/N). As

arteriolas das fémeas apresentam maior relaxamento em resposta a Ang-(1-7);
*p<0.05.
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Figura 15: Curva dose-resposta da Acetilcolina (Ach) em artéria interlobar renal de
camundongos machos e fémeas. Foram utilizados vasos com endotélio preservado, e
estes foram pré-contraidos com fenilefrina. Parte dos vasos foram incubados com L-
NG-Nitroarginine methyl ester (L-NAME) (n=8 machos e 8 fémeas) ou permaneceram
sobre condigbes controle (n=12 machos e 16 fémeas). O relaxamento induzido pela
Ach foi semelhante em machos e fémeas, e o tratamento com L-NAME reduziu a

resposta maxima da Ach em ambos os grupos. *p<0.05.
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Figura 16: Curva dose-resposta de nitroprussiato de sédio (NPS) em artéria interlobar
renal de camundongos machos e fémeas. Foram utilizados vasos com endotélio
preservado, e estes foram pré-contraidos com fenilefrina.(n = 6 machos e n = 11
fémeas FVB/N). As arteriolas de machos e fémeas apresentam relaxamento

semelhante.
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5.2.2 Participagao do receptor Mas nas diferencas sexuais observadas no efeito
vasodilatador da Ang-(1-7) na artéria interlobar renal de camundongos

Em fémeas o bloqueio do receptor Mas pelo antagonista A77-9 aboliu o
relaxamento induzido pela Ang-(1-7) (Emax Ang-(1-7): 26,7 £ 4 vs. Ang-(1-7) + A77-9:
1,39 £ 3, p<0,05). Nos machos, o tratamento com A77-9 além de abolir o relaxamento
induzido pela Ang-(1-7), provocou uma resposta contratil sobre as artérias interlobares,
como pode ser observado na Figura 17 (Emax Ang-(1-7): 15,4 + 3 vs. Ang-(1-7) + A77-

9:-3,18 + 2,16, p<0,05).
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Figura 17: Curva dose-resposta da Ang-(1-7) em artéria interlobar renal de
camundongos machos (esquerda) e fémeas (direita). Foram utilizados vasos com
endotélio preservado, e estes foram pré-contraidos com fenilefrina (n = 26 machos e n
= 22 fémeas). Parte dos vasos foi incubada com o antagonista seletivo do receptor
Mas, A-779 (n = 33 machos e n = 14 fémeas); outra parte foi incubada com
L-NG-Nitroarginine methyl ester (L-NAME) (n=13 machos e 11 fémeas) ou com a
associagao A-779 + L-NAME (n=10 machos e 9 fémeas). Em machos e fémeas todos
os trés tratamentos (A-779, L-NAME ou A-779 + L-NAME) aboliram o efeito
vasodilatador da Ang-(1-7); *p<0.05.



86

5.2.3 Maior expressao do receptor Mas na artéria interlobar renal de machos

As artérias extraidas dos rins de camundongos machos apresentaram
expressivo aumento nos niveis de RNAm que codifica o receptor Mas (Fig. 18-A;
p<0,05). Por outro lado, a expressao de ECA, ECA 2, AT,, AT,, AGT, NEP e MrgD foi
semelhante em ambos os sexos (Fig. 18-B,C,D). O aumento do RNAm para Mas
observado nos vasos renais dos machos foi acompanhado por uma maior expressao

desse receptor, como mostrado pela técnica de imuno-histoquimica (Fig. 19).
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Figura 18: Expressdo génica dos componentes do Sistema Renina-Angiotensina
(SRA) por PCR em tempo real na artéria interlobar renal de camundongos machos e
fémeas. O receptor Mas, A; Receptores para Angiotensina Il AT1 e ATz, B; Enzima
Conversora de Angiotensina | (ECA) e ECA 2, C; Angiotensinogénio (AGT), MrgD,
(receptor D da familia dos receptores ligados a proteina G semelhantes ao Mas) e
NEP (endopeptidase neutra), D. (n=16 machos e 16 fémeas); *p<0.05.



88

A

Artéria renal com marcacdo para Mas

Artéria renal sem marcagao para Mas

»

52%

Mas

404 39%

marcagao para

% de vasos renais com

U
Machos  Fémeas

Figura 19: Marcagéo do receptor Mas pela técnica de imuno-histoquimica em artérias
renais de camundongos. Fotografias representativas mostrando artérias com e sem
marcagao para o receptor Mas, A. Porcentagem de vasos com marcagdo para o
receptor Mas em camundongos machos e fémeas FVB/N, B. Aumento usado para
fotografia: 400X para a imagem maior e 1000X para o detalhe destacado dentro do
quadrado vermelho. As setas destacam a marcagao para o receptor Mas; n=3 por

grupo, aproximadamente 40 vasos foram analisados em cada grupo.
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5.2.4 Maior ativagao da via 6xido nitrérgica nas fémeas

Foram encontrados niveis urinarios elevados de nitrito nas fémeas (Fig. 20),
sugerindo que a maior producdo de NO esteja relacionada ao maior efeito

vasodilatador exercido pela Ang-(1-7) nos vasos renais.
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Figura 20: Concentragdo urinaria de nitrito em camundongos FVB/N machos e
fémeas. (n=8 machos e 11 fémeas); *p<0.05
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6. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo a fornecer uma visao global sobre a participacdo do
eixo Ang-(1-7)/Mas na fung¢do cardiovascular especifica de machos e fémeas. Em
conjunto, os resultados demonstram como o SRA pode influenciar diferentemente as
variaveis hemodinamicas que determinam a PA em cada sexo. Dentre os principais
achados desse estudo destaca-se o efeito oposto provocado pela delegdo génica do
receptor Mas sobre a PA de camundongos machos e fémeas. Inicialmente essa
descoberta contraria a hipotese proposta nesse trabalho, na qual a delegdo génica do
receptor Mas provocaria efeitos ainda mais severos sobre o sistema cardiovascular
das fémeas em relacdo aos efeitos previamente descritos para os machos Mas™~
(hipertenséo e disfungdo endotelial). A partir dessa descoberta varios experimentos
foram realizados para investigar as alteragbes hemodindmicas, bem como os
mecanismos celulares relacionados a diminuicdo da PA observada na fémea Mas™".

Em resumo, a diminui¢do da PA provocada pela delegédo génica do receptor Mas
nas fémeas FVB/N resulta de uma disfungdo cardiaca grave associada a uma
diminuicdo da resisténcia vascular em importantes 6rgdos como rins, figado e pele.
Por outro lado, os machos Mas™~ apresentaram aumento da PA, confirmando dados
anteriores de Xu e colaboradores (2008). Nossos resultados sugerem que o aumento
da PA nos machos Mas™" seja decorrente de uma deposi¢gdo aumentada de ME tanto
no coragdo como na parede das artérias resultando em fibrose cardiaca, aumento da
RPT e disfuncéo endotelial.

Diferencas sexuais também foram encontradas sobre o efeito vasodilatador da
Ang-(1-7) in vitro. Demonstramos que as artérias interlobares renais de fémeas FVB/N
apresentam maior relaxamento induzido pela Ang-(1-7). Esse efeito é decorrente da

maior ativagdo da via 6xido nitrérgica mediada pelo receptor Mas nas fémeas.
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Em conjunto, nossos resultados destacam a gama de diferencas existentes entre
o SRA em machos e fémeas com especial atencdo para os componentes do eixo
vasodilatador ECA 2/Ang-(1-7)/Mas. Essas diferengas sexuais reforgcam a ideia de que
os horménios gonadais, bem como os cromossomos sexuais (XX e XY) influenciam
significativamente a expressdo e atividade dos componentes do SRA periférico e
tecidual. Sendo que o ultimo, por ser responsavel pela formagéo local de grandes
quantidades de Ang |l e Ang-(1-7) em tecidos como rins e coragdo, se destaca na
literatura atual sobre novas estratégias farmacoldgicas para o tratamento da
hipertensao arterial.

Estudos demonstram que a Ang-(1-7) exerce um importante papel na regulagéo
da PA no sexo feminino, especialmente em situagcdes que desafiem o equilibrio do
SRA, como modelos de hipertensdo, administragdo de Ang Il ou tratamento com
bloqueadores do receptor AT4 (SULLIVAN et al., 2010; ZIMMERMAN; HARRIS;
SULLIVAN, 2014). Entretanto, a contribuicdo do eixo Ang-(1-7)/Mas para o controle
fisiolégico da PA nas fémeas ainda é pouco conhecido (BHATIA; ZIMMERMAN;
SULLIVAN, 2013; PENDERGRASS et al., 2008).

Nesse trabalho, as diferencas na PA de camundongos Mas™~ foram observadas
inicialmente por medida indireta (pletismografia de cauda), sendo posteriormente
confirmadas por telemetria. O aumento da PA observado nos machos Mas™" esta de
acordo com trabalhos anteriores que também utilizaram camundongos FVB/N
(SANTOS, S. H. S. et al.,, 2008; XU et al., 2008a). Em relagdo as fémeas FVB/N
Mas™", este é o primeiro estudo a descrever uma diminuigdo nos valores basais de
PA. Trabalhos anteriores utilizando fémeas C57BL/6 Mas™™ ndo encontraram
alteragdes na PA, apenas na variabilidade da frequéncia cardiaca (WALTHER, T et al.,

2000) e na resisténcia a hipertensdo induzida por ingestdo de sal (HERINGER-
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WALTHER et al., 2012). Assim, a diminuicdo da PA nas fémeas Mas™" parece ser
restrita ao background FVB/N.

A diminuigdo da PA observada nas fémeas Mas™™ ndo representa uma resposta
adaptativa favoravel visto que esta relacionada a alteracdes tanto na funcao cardiaca
guanto na resisténcia vascular.

Importantes alteragbes morfoldgicas e funcionais foram observadas no coragao
dos animais com dele¢do génica do receptor Mas, reforgando o papel cardioprotetor
exercido pela Ang-(1-7). O coragdo das fémeas Mas™™ apresentou hipertrofia
concéntrica caracterizada por um aumento da espessura da parede posterior do VE na
diastole e diminuicdo da dimensao interna do VE. Estudos demonstram que essas
alteragdes morfologicas estdo normalmente associadas a uma reducéo da capacidade
de relaxamento do miocardio e da sua complacéncia, caracteristicas que antecedem a
ocorréncia de disfungao diastdlica (GROBAN et al., 2012).

Alteragbes cardiacas semelhantes foram descritas em modelos de
pOs-menopausa, sugerindo que a deficiéncia de estrogénios possa contribuir para a
disfungdo cardiaca observada nas fémeas Mas™ (NIJENKAMP et al., 2015; ZHAO et
al., 2014). Porém, niveis normais de estradiol foram observados nas fémeas Mas™"
(Mas™™: 12.3 + 2.2 vs. Mas™*: 11.7 + 2.9 pg/ml; n=8) contrariando essa hipétese.
Assim, a disfungdo cardiaca observada nas fémeas Mas™" parece ser causada pela
perda do efeito protetor local exercido pela Ang-(1-7) via Mas, e n&o por alteragdes no
perfil hormonal desses animais.

Os machos Mas™, por sua vez, sofreram um remodelamento cardiaco
especifico, determinando dilatacdo do ventriculo esquerdo e reducdo da sua
capacidade contratil. Essas alteracbes descritas confirmam trabalhos anteriores que
mostraram aumento da ativacdo simpatica e disfuncdo cardiaca em machos, Mas™"

C57BL/6 (SANTOS, R. A. S. et al., 2006; WALTHER, T et al., 2000). Nesse sentido, o
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coragdo dos machos Mas™ apresentou um perfil fibrético com aumento dos niveis de
colageno tipo | e fibronectina, compativeis com uma maior ativacdo da via
ERK1/2-MAPK. Alteragbes semelhantes foram descritas no coracdo de camundongos

Mas™

" neonatos, descartando a possibilidade de uma resposta adaptativa aos niveis
elevados de PA (GAVA et al., 2012). Entretanto, as fémeas Mas™™ n&o apresentaram
indicios de fibrose no miocardio, levantando a necessidade de se investigar outros
mecanismos relacionados a capacidade contratil como a expressédo das proteinas do
manejo de calcio envolvidas no acoplamento excitagdo-contragéo.

As discrepancias encontradas nos parametros cardiovasculares dos machos e
fémeas Mas™™ sugere que, diante da delecdo génica do receptor Mas, o SRA seja
ativado de forma diferenciada nos dois sexos. Rabelo e colaboradores (2008)
demonstraram que machos C57BI/6 Mas™" apresentam niveis normais de Ang | e Ang
Il, e que a atividade da renina plasmatica também esta preservada nesses animais.
Em relagdo a expressao cardiaca de receptores de Ang Il, nosso estudo mostrou um
aumento para o ATy nos machos Mas™™ e uma diminuicdo desse receptor nas fémeas
Mas™". Nesse sentido, uma maior ativagdo dos receptores AT pela Ang Il explicaria o
perfil fibrético observado no coragdo dos machos Mas™", enquanto as fémeas Mas™",
com reducdo na expressao desse receptor ndo apresentaram acumulo de colageno ou
fibronectina. Resultados semelhantes foram descritos por Guimaraes e colaboradores
(2012), confirmando a existéncia de um desequilibrio que favorece a ativagado dos
receptores AT; e reduz os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) nos machos Mas™".

Estudos recentes demonstraram que em cardiomiocitos de ratos neonatos, o
silenciamento do gene para o receptor Mas promoveu aumento da expressao de Sry e
esse mecanismo parece envolver a ativagdo da via ERK1/2 e JNK (ALVES, 2014).
Nesse mesmo trabalho, a transfecgdo do gene Sry em ratos promoveu aumento da

PA. Nesse sentido, podemos sugerir que o aumento da PA observados nos machos
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com delegcédo génica do receptor Mas esteja relacionado a uma maior expressdo do
gene Sry. Essa ideia pode ser reforcada pela presenga de uma maior ativagdo da via
ERK1/2 no coracdo dos machos Mas™ . Isso explicaria também a auséncia desse
efeito nas fémeas Mas™".

Em relagdo & expressdo de AT, no coragdo dos camundongos Mas™", ndo foram
encontradas diferencgas, corroborando dados anteriores obtidos no ventriculo esquerdo
e no figado desses animais (GUIMARAES et al., 2012; SILVA, A. R. et al., 2013).

Estudos demonstram que a Ang-(1-7) tem um efeito protetor local contra o
remodelamento cardiaco patologico, além do seu efeito anti-hipertrofico,
desempenhando um importante papel na homeostase cardiaca (CASTRO, CARLOS H
et al., 2006; SANTIAGO et al., 2010). O efeito cardioprotetor mediado pela Ang-(1-7)
torna-se fundamental em condi¢des patoldgicas como na hipertensao arterial e outras
DCV (BADER, 2010).

Além do efeito cardioprotetor exercido Ang-(1-7), importante efeito vasodilatador
foi descritor para esse peptideo. Por conseguinte, avaliamos o efeito da delegéo
génica do receptor Mas sobre a distribuicdo do débito cardiaco, a fungao endotelial e a
estrutura vascular em machos e fémeas. Em nosso estudo, apenas os machos Mas™~
apresentaram elevagdo da RPT, confirmando trabalhos anteriores (BOTELHO-
SANTOS et al,, 2012). Nesse sentido, a elevacdo da PA observada nos machos

Mas™

~ parece resultar de uma dissociagao entre disfungcao cardiaca e elevagao da
RPT.

Enquanto a RPT é regulada principalmente por fatores extrinsecos como o
sistema nervoso simpatico e hormoénios, a regulagdo do fluxo sanguineo local nos
orgao e tecidos é principalmente determinada por fatores intrinsecos que se originam a

partir do préprio vaso e do tecido circundante (DAVIS; HILL, 1999). Assim, para termos

uma visdo integrada sobre o sistema vascular dos camundongos Mas™", avaliamos a
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RV local, a fungao endotelial e a ultra-estrutura dos vasos de resisténcia. Novamente,
importantes diferencas sexuais foram encontradas. Os machos Mas™" apresentaram
aumento global da RV, disfungdo endotelial (demostrada por uma resposta pressoérica
reduzida a Ach) e maior deposicdo de ME na parede arterial. Por outro lado, as
fémeas Mas™ apresentaram diminuicdo da RV, funcdo endotelial preservada sem
alteragdes significativas na deposi¢cao de ME nos vasos de resisténcia.

Esses achados nos permitem sugerir que, semelhante ao observado no coragao,
exista também nos vasos sanguineos uma maior ativagdo do eixo vasoconstritor do
SRA nos machos Mas™. As fémeas Mas™, por sua vez, parecem possuir
mecanismos redundantes que preservam a fungcado endotelial mesmo na auséncia do
receptor Mas. Uma possibilidade seria a existéncia de uma conversao mais eficiente
de Ang-(1-7) em outro peptideo com propriedades vasodilatadoras semelhantes, como
a Alamandina. A Alamandina, ou Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro, descoberta em 2013 por
Lautner e colaboradores, esta presente no sangue humano, e, assim como a
Ang-(1-7), possui efeito vasodilatador e anti-hipertensivo. A Alamandina pode ser
formada a partir da Angiotensina A por agado da ECA 2, ou a partir da Ang-(1-7), e
exerce seus efeitos bioldgicos por meio da ligagdo ao seu receptor especifico MrgD
(Mas-related G-protein-coupled receptor, member D) (LAUTNER et al., 2013). Até o
momento ndo foram realizados estudos comparativos sobre a formacgao/agcéo da
Alamandina em machos e fémeas.

Com base nas diferencas encontradas na funcéo e estrutura vascular de machos
e fémeas Mas™ partimos para um estudo mais aprofundado sobre as diferencas
sexuais no efeito vasodilatador da Ang-(1-7) e o papel do receptor Mas nesse
processo. Para isso, na segunda etapa desse trabalho realizamos o estudo in vitro da
acédo da Ang-(1-7) em artérias interlobares renais extraidas de camundongos FVB/N

machos e fémeas. A escolha desse leito vascular para realizacdo dos experimentos foi
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baseada na relagcdo direta existente entre a resisténcia vascular nas artérias
interlobares e a PA (DERCHI et al., 2005). Além disso, & conhecido que as mulheres
apresentam uma relativa protecao contra o desenvolvimento de doencgas renais, e esta
protecdo esta associada a expressao diferencial de componentes do SRA (SILBIGER,;
NEUGARTEN, 2003). A técnica de reatividade vascular in vitro utilizando artérias
interlobares de camundongos no midgrafo para pequenos vasos foi aprendida em
2013 durante doutorado sanduiche realizado junto ao grupo que primeiro relatou a
existéncia de diferengas sexuais na resposta a Ang Il nesse leito vascular (VIEGAS et
al., 2012).

Confirmando nossa hipotese, o efeito vasodilatador in vitro induzido pela
Ang-(1-7) foi maior nas artérias interlobares extraidas das fémeas. Esse efeito &
mediado pelo receptor Mas visto que seu antagonista especifico A-779 bloqueou a
vasodilatagdo causada pela Ang-(1-7) em ambos os sexos. A incubagdo com L-NAME
aboliu o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) demonstrando ser este mediado pela
liberacdo de NO endotelial.

Nossos achados demonstram ainda que o efeito vasodilatador mais potente
induzido pela Ang-(1-7) nas fémeas ndo se deve a uma expressdo aumentada do
receptor Mas nas artérias interlobares. Ao contrario, as fémeas apresentaram niveis
reduzidos de RNAm para Mas e a imuno-histoquimica revelou menor porcentagem de
vasos renais marcados para Mas em relagcdo aos machos. A principio esse dado
parece se opor aos trabalhos que relatam niveis aumentados de Mas nos rins das
fémeas (SAMPSON; MORITZ; DENTON, 2012), entretanto, analisamos pela primeira
vez a expressdao de Mas nos vasos renais isolados, e ndo no tecido renal como um
todo. A maior expressao de Mas nos vasos renais de machos pode ser decorrente de
uma up regulation desses receptores, provavelmente como consequéncia de uma

menor ativagcdo da sua via efetora.



98

Nesse sentido, sugerimos que o efeito vasodilatador acentuado induzido pela
Ang-(1-7) nas arteriolas renais das fémeas seja decorrente de uma maior ativagéo da
via oxido nitrérgica. Nesse sentido, estudos demonstram que as fémeas possuem
uma produgédo aumentada de NO (FORTE et al., 1998), bem como maior atividade e
expressdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (JI et al., 2005; TAYLOR
et al., 2003) em relagdo aos machos. Corroborando essa ideia, encontramos niveis
aumentados de nitrito urinario nas fémeas, sugerindo que a maior produgcédo de NO
esteja relacionada ao maior efeito vasodilatador exercido pela Ang-(1-7) nos vasos
renais.

Em ambos os sexos, o efeito causado pela L-NAME nao foi diferente do efeito
provocado pelo antagonista A77-9, sugerindo que o NO seja o mecanismo
predominante na vasodilatagdo renal induzida pela Ang-(1-7). Dentre os mecanismos
responsaveis pela maior produgdo de NO nas fémeas os estrogénios assumem papel
de destaque visto que estimulam a sintese de eNOS (ORSHAL; KHALIL, 2004).
Apesar de nossos resultados indicarem a producdo de NO como mecanismo
predominante na vasodilatagdo renal induzida pela Ang-(1-7), ndo podemos descartar
a possivel participagdo de prostanoides (HILCHEY; BELL-QUILLEY, 1995) e
bradicinina (PAULA et al., 1995) previamente relacionadas a agdo da Ang-(1-7).

O efeito vasodilatador induzido pela Ach mostrou-se semelhante nos dois sexos,
bem como o bloqueio desse efeito pelo L-NAME. Esse resultado indica que as
diferengas sexuais observadas sao especificas para agéo vasodilatadora da Ang-(1-7).
Por conseguinte, a resposta induzida pelo SNP foi semelhante em machos e fémeas,
indicando que as diferengas sexuais no efeito vasodilatador da Ang-(1-7) sao
decorrentes de alteragdes na producdo endotelial de NO e nao na resposta das

células musculares lisas ao NO.
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Ndo foram observadas diferengcas sexuais na expressdo génica de
Angiotensinogénio, ECA, ECA 2, NEP ou dos receptores angiotensinérgicos ATq, AT,
e MrgD. Em conjunto nossos resultados refletem a posigado de destaque ocupada pelo
eixo Ang-(1-7)/Mas nas diferengas sexuais na resisténcia vascular renal, e contribui
para o entendimento acerca dos mecanismos que regulam a PA em homens

mulheres.
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7. RESUMO DOS RESULTADOS

7.1 PARTE 1: Efeitos da delegcdo génica do receptor Mas sobre a fungao

cardiovascular de camundongos machos e fémeas

Nos machos Mas™ a disfuncgéo cardiaca esta associada a ocorréncia de
fiborose do miocardio. Esse efeito parece ser decorrente de maior
ativacao da via ERK1/2-MAPK pelos receptores AT,

Essas alteragcdes na matriz extracelular ndo parecem ser uma resposta
adaptativa ao aumento da PA - perfil semelhante em machos C57BL/6
Mas™~ normotensos adultos e neonates (GAVA et al., 2012; SANTOS, R.
A. S. et al., 2006).

Disfungdo cardiaca nas fémeas Mas™™ - Possiveis alteragdes nas
proteinas responsaveis pelo manejo de calcio no acoplamento excitagao-
contracdo (DIAS-PEIXOTO et al, 2008; GOMES; SANTOS;
GUATIMOSIM, 2012).

A disfuncéo cardiaca per se nao explica as alteracdes observadas na PA
dos machos e fémeas Mas™".

O eixo Ang-(1-7)/Mas possui um papel fundamental nas diferencas
sexuais sobre o sistema cardiovascular de camundongos.

Apesar da disfuncio cardiaca presente, os efeitos opostos sobre a PA de
machos e fémeas Mas™" s&o influenciados principalmente por alteragées
na funcao vascular.

As fémeas parecem apresentar mecanismos redundantes que preservam

a fungéo vascular mesmo na auséncia do receptor Mas.
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* Estudos recentes demonstram a existéncia de interagdes complexas
entre os mecanismos que regulam a expressdo génica do Mas e Sry.
Assim, a elevagdo da PA nos machos Mas™ pode estar relacionada a
maior expressdo do Sry no sistema cardiovascular (ALVES, 2014;

ARAUJO et al., 2015).

7.2 PARTE 2: Diferencas sexuais no efeito vasodilatador da Ang-(1-7) em artéria

interlobar renal de camundongos

* As fémeas apresentam maior vasodilatacdo induzida pela Ang-(1-7) em
artérias renais. Esse efeito € mediado pelo receptor Mas e parece
resultar da maior ativagcao da via 6xido nitrérgica.

* Nossos resultados contribuem para maior compreensiao acerca das

diferengas sexuais na regulagédo da PA.
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CONCLUSAO
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8. CONCLUSAO

O eixo Ang-(1-7)/Mas é critico para as diferengas sexuais sobre a pressdo
arterial, influenciando tanto a fungao cardiaca como a resisténcia vascular. Apesar de
a Ang-(1-7) apresentar maior efeito vasodilatador in vitro nas fémeas, a delecdo génica
do receptor Mas provocou efeitos mais acentuados sobre o sistema cardiovascular dos
machos. Nesse sentido, um conhecimento mais profundo acerca do papel exercido
pelos fatores sexuais intrinsecos sobre o SRA torna-se primordial na busca por um

tratamento mais especifico da hipertensdo em homens e mulheres.
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