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RESUMO

Niveis séricos elevados de aldosterona tém sido associados com o
desenvolvimento e progressdo de doenga cardiaca. Em contrapartida, a angiotensina
(Ang)-(1-7) foi amplamente demonstrada possuir efeitos cardioprotectores, incluindo a
atenuacao da disfuncado cardiaca induzida por ativacdo excessiva de receptores de
mineralocorticoide in vivo, sugerindo assim possiveis interagcbes entre estas duas
moléculas. Neste trabalho, nos investigamos a possibilidade de um cross-talk entre
aldosterona e Ang-(1-7) e as conseqléncias funcionais deste para sinalizagdo do
calcio (Ca*") em midcitos ventriculares. Os efeitos a curto prazo da aldosterona sobre
o transiente de Ca*" foram avaliadas em cardiomidcitos incubados com a sonda
fluorescente, sensivel ao Ca®, Fluo-4/AM. Imagens obtidas através da microscopia
confocal mostraram que a Ang-(1-7) isoladamente nédo foi capaz de alterar a
magnitude ou a cinética de decaimento do transiente de Ca?*, enquanto que a
aldosterona isoladamente aumentou significativamente a amplitude do transiente Ca?".
Interessantemente, a adicdo de Ang-(1-7) a midcitos tratados com aldosterona induziu
um aumento ainda maior na magnitude da liberagdo de Ca®', sugerindo um efeito
sinérgico entre estas moléculas. Acdo da aldosterona na amplitude do transiente de
Ca?" foi mediada pela proteina quinase A, que age tanto modulando a corrente de
Ca?, sendo relacionado a um aumento na densidade da corrente de Ca** (ICa), bem
como ao aumento da fosforilagdo da fosfolambam na serina'®. A fosfolambam é uma
proteina que controla a atividade da SERCA. No entanto essas proteinas n&o foram
afetadas pela presenca da Ang-(1-7). Quando os cardiomiécitos foram expostos a
aldosterona, o aumento da taxa de sparks de Ca®" foi também avaliado. Enquanto a
aldosterona levou a um aumento significativo na frequéncia de ocorréncia das sparks
de célcio, a Ang-(1-7) previniu este efeito. Além disso, o L-NAME, inibidor da 6xido
nitrico sintase (NO), restaurou o efeito da aldosterona na taxa de sparks de Ca®* em
midcitos tratados com Ang-(1-7). Ademais, o L-NAME atenuou o efeito sinérgico da
aldosterona e Ang-(1-7) na amplitude do transiente de Ca*". Também observou-se
aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) e alteragbes na
expressdo de mRNA para receptores de mineralocorticdide e glicocorticoide em
resposta a aldosterona. A Ang-(1-7) foi capaz de antagonizar todos esses feitos. Em
conjunto, estes resultados indicam que o NO desempenha um papel importante no
cross-talk entre a aldosterona e a Ang-(1-7). Sendo que em cardiomiécitos, a
producdo de NO pela Ang-(1-7) ocorre tanto pela ativagdo da eNOS quanto pela
ativagcdo da nNOS. Nossos resultados trazem novas perspectivas na compreensao de

como duas moléculas fisiologicamente importantes e com agbes cardiacas
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supostamente antagOnicas apresentam um cross-talk sinérgico para amplificar a

sinalizagdo de Ca?* em cardiomidcitos.

Palavras-chave: aldosterona, calcio, midcitos, eletrofisiologia, angiotensina
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ABSTRAC

High serum levels of aldosterone have been linked to the development of cardiac
disease. In contrast, angiotensin (Ang)-(1-7) was extensively shown to possess
cardioprotective effects, including the attenuation of cardiac dysfunction induced by
excessive mineralocorticoid activation in vivo, suggesting possible interactions between
these two molecules. Here, we investigated whether there is cross-talk between
aldosterone and Ang-(1-7) and its functional consequences for calcium (Ca**) signaling
in ventricular myocytes. Short-term effects of aldosterone on Ca®* transient were
assessed in Fluo-4/AM-loaded myocytes. Confocal images showed that Ang-(1-7) had
no effect on Ca?* transient parameters, whereas aldosterone increased the magnitude
of the Ca®" transient. Quite unexpectedly, addition of Ang-(1-7) to aldosterone-treated
myocytes further enhanced the amplitude of the Ca®* transient suggesting a synergistic
effect of these molecules. Aldosterone action on the amplitude of the Ca? transient is
mediated by protein kinase A, which acts modulating both the ICa current density, and
phospholamban phosphorylation on serina16. Phospholamban is a key regulator of
SERCA activity. Both changes were not altered by Ang-(1-7). When cardiomyocytes
were exposed to aldosterone, increased Ca®* spark rate was measured. Ang-(1-7)
prevented this change. In addition, a NO synthase inhibitor, L-NAME, restored the
effect of aldosterone on Ca?* spark rate in Ang-(1-7)-treated myocytes and attenuated
the synergistic effect of these two molecules in the Ca® transient. Increased reactive
oxygen species, and altered mineralocorticoid and glucocorticoid receptor mRNA levels
were also characteristic of aldosterone exposed myocytes. Ang-(1-7) antagonized all
these changes. Furthermore, Ang-(1-7) effects on Ca*" handling in aldosterone treated
myocytes were mediated by nitric oxide. Ang-(1-7) effects on NO production correlated
with increased eNOS and nNOS phosphorylation in cardiac myocytes. Taken together,
these results indicate that NO plays an important role in Ang-(1-7) and aldosterone
cross-talk. Our results bring new perspectives in the understanding of how two
prominent molecules with supposedly antagonist cardiac actions cross-talk to

synergistically amplify Ca®* signals in cardiomyocytes.

Key Words: calcium, myocytes, electrophysiology, angiotensin
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1. INTRODUGAO

A progresséao da insuficiéncia cardiaca crénica é mediada em grande parte pela
ativacdo excessiva de diferentes sistemas neuroenddcrinos. Estudos experimentais e
estudos clinicos associaram altos niveis de aldosterona circulante com o
desenvolvimento e progressdo de diferentes processos de doenga cardiovascular
(Park e cols., 2002; Swedberg e cols., 1990) sendo que altos niveis de aldosterona
estdo presentes em pacientes que apresentam insuficiéncia cardiaca (Swedberg e
cols., 1990; Brown., 2003; Struthers., 2004). Em adi¢cdo, a presengca de ambos os
receptores de mineralocorticoide (MR) (Delcayre e cols., 2000) e de glicocorticoide
(GR) (Sheppard., 2003) ja foi relatada no coracéo, dando suporte aos efeitos diretos
da aldosterona na fungdo do cardiomiécito tanto em condi¢gdes normais quanto

durante o remodelamento patoldgico.

Existem muitas evidéncias de que a modulacéo do influxo de Ca®* desempenha
um papel central na acdo da aldosterona em cardiomiocitos. Foi demonstrado de
maneira consistente que a aldosterona causa um aumento na amplitude da corrente
de Ca® tipo-L (ICa) em cardiomidcitos ventriculares (Bénitah e cols., 1999),
promovendo um aumento da fragdo de encurtamento celular (Wenzel e cols., 2010).
Além disso, a aldosterona é também capaz de promover aumento da atividade dos
receptores de rianodina (RyR) levando a uma liberacdo de Ca?* anormal nos midcitos

ventriculares (Gémez e cols., 2009).

Recentemente, foi demonstrado um cross-talk entre a sinalizagcdo dos
receptores de mineralocorticoides e angiotensina Il (Ang Il) no coragao (Di e cols.,
2008), sendo os efeitos da ativacao destas duas vias aditivos no coragdo. A
Angiotensina (Ang)-(1-7) € um peptideo ativo do sistema renina-angiotensina (RAS)
que dentre outras agbes contra regula os efeitos da Ang Il (Gomes e cols., 2010;
Keidar e cols., 2007; Mercure e cols., 2008). Grobe e cols (2006) demonstraram,
anteriormente, que a infusdo de Ang-(1-7) in vivo protege o coragdo contra os efeitos
deletérios cardiacos da ativacdo de receptores de mineralocorticoides no modelo
DOCA-sal. Achados semelhantes foram observados em ratos transgénicos que

apresentam aumento dos niveis circulantes de Ang-(1-7) (Santiago e cols., 2010.).

Dados obtidos durante meu mestrado em 2010 (Almeida e cols., 2015)
demonstraram que a Ang-(1-7) é capaz de proteger cardiomiocitos de ratos que foram
submetidos a uma ativacdo excessiva dos receptores de mineralocorticoides através
de alteracdes na sinalizacdo de Ca?* e de proteinas envolvidas no manejo do calcio,

indicando um possivel cross-talk entre as vias de sinalizagdo mediadas pela Ang-(1-7)

1



e pela ativacédo do receptor de mineralocorticdide. Buscando entender a convergéncia
dessas duas vias e sua importancia para dinamica do Ca** em midcitos ventriculares
decidimos investigar os efeitos agudos da aldosterona e Ang-(1-7) em cardiomidcitos
isolados em condi¢bes de ativagdo de ambos receptores de mineralocorticéide (MR) e

glicocorticéide (GR).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALDOSTERONA

Aldosterona (Figura 1) foi isolada pela primeira vez em 1953, descrita como o
ultimo dos horménios esteréides a ser reconhecido, Simpson e cols. (1954). A
descoberta da aldosterona had mais de cinco décadas, levou as pesquisas que
produziram uma analise extensiva das a¢des biologicas mediadas por esta molécula.
A histéria da descoberta dos mecanismos de regulagdo e de acdo da aldosterona,
entre 1960 e 1970, ofereceu uma visao Unica do nascimento da biologia molecular e
seu consequente impacto no campo de pesquisa gendmica nas décadas de 1980 e
1990, e no século XXI, Williams e cols. (2003).

==

Figura 1: Formula quimica estrutural da aldosterona. Fonte: NCBI/Pubchem.

A aldosterona é o mais importante horménio mineralocorticéide. Em mamiferos
€ sintetizado a partir do colesterol, Dooley e cols. (2011) na zona glomerulosa do
cértex da supra-renal e exerce papel essencial na homeostase de agua e eletrélitos.
Sua férmula e peso molecular sdo C21H2805 e 360.4 [g/mol], respectivamente. Esse
hormdnio exerce os seus efeitos nos tecidos epiteliais dos rins, do célon e em tecidos
ndo-epiteliais, tais como o cérebro e o sistema cardiovascular, Dooley e cols. (2011),
regulando a reabsorcdo de solutos em epitélios, como no codlon distal e nos rins,
Marver e cols. (1983).



O precursor da aldosterona, o colesterol, € um lipidio que esta presente no
organismo animal, tanto nos tecidos como nas lipoproteinas plasmaticas, seja sob a
forma livre ou combinada (com &cidos graxos), como o éster de colesterol, Brody
(1993). Sua importancia fisiolégica reside no amplo papel que desempenha no
organismo animal como precursor de sais biliares, de hormdnios glicocorticéides e
mineralocorticéides, na sintese de hormdnios sexuais, na formacao de vitamina D e
principalmente, como elemento estrutural nas membranas celulares, Brody (1993). O
colesterol esta presente em diversos tipos de alimentos de origem animal, podendo
ser ingerido na dieta, além de ser sintetizado no figado a partir de moléculas mais
simples, Nelson e Cox (2006).

No organismo, a sintese da aldosterona a partir do colesterol (Fig.2) é realizada
por uma série de reagdes enzimaticas, coordenadas e especificas. Primeiramente, o
colesterol atravessa a membrana mitocondrial onde a primeira enzima da via
esteroidogénica esta situada. Apds a translocagdo para a mitocdndria, o colesterol é
convertido em aldosterona por uma série de reagdes enzimaticas catalisadas por
desidrogenases e oxidases de funcdo mista. Muitas dessas enzimas pertencentes a
superfamilia do citocromo P450, requerem um sistema de coenzima acoplado
(adrenodoxina / adrenodoxina redutase), que transferem elétrons para a enzima P450,
atuando como redutores equivalentes para a reag¢do de hidroxilagdo, Lambeth e cols.
(1982).

A primeira reagdo € a conversdo do colesterol em pregnenolona, catalisada
pela clivagem da cadeia lateral P450 da enzima (CYP11A1), codificada pelo gene
CYP11A1 que se encontra no cromossomo humano 15. Esta enzima catalisa trés
reagdes, que antes da descoberta do gene STAR era foram considerada limitante: a
20a-hidroxilagdo, 22-hidroxilagdo e quebra da ligagdo entre o C-20 e C-22 para
produzir pregnenolona e acido isocaproico, Lieberman e Lin (2001); Connell e Davies
(2005).

A pregnenolona € liberada no citosol e é convertida em progesterona por
desidrogenacgao do grupo 3B-hidroxila e isomerizagao da ligagdo dupla em C5 para A4
pela 3B-hidroxiesterdidedesidrogenase (3p-HSD), que esta localizada na membrana
do reticulo endoplasmatico liso. Duas isoenzimas da 3B-HSD foram identificadas em
humanos, Mason (1993); Simard e cols. (1993). HSD3B1 e HSD3B2 sao codificados
pelos genes 3B-HSD1 e 33-HSD2, respectivamente, que se encontram em tandem no
cromossomo 1 em humanos, Berube e cols. (1989); Lachance e cols. (1991) enzima
conversora de angiotensina.

A progesterona sofre 21-hidroxilagdo pela CYP21A, enzima localizada na

superficie citoplasmatica do reticulo endoplasmatico liso, produzindo 11-
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deoxicorticosterona, Shinzawa e cols. (1988). O gene que codifica a enzima CYP21A
foi mapeado no cromossomo humano 6 e € adjacente a um pseudogene, CYP21P,
White e cols. (1986). A conversao de 11-deoxicorticosterona para aldosterona envolve
trés reagdes consecutivas: 11B-Hidroxilacdo da 11-deoxicorticosterona para formar
corticosterona, 18-hidroxilagdo para produzir 18-hydroxycorticosterone (18-OH-B) e,
finalmente, 18-methyloxidation a aldosterona. Estas reagdes sdo catalisadas pela
aldosterona sintase, que se localiza no interior da membrana mitocondrial e é
codificada pelo gene CYP11B2, gene este expresso na zona glomerulosa.

A aldosterona sintase €& altamente homodloga (cerca de 90%) para 11pB-
hidroxilase (o produto do gene CYP11B1), que catalisa a conversdo de 11-
desoxicortisol para o glicocorticéide cortisol. Os dois genes estdo localizados em

tandem em cromossomo humano, Mornet e cols. (1989); Connell e Davies (2005).



Chnl::l.eml

ETH1A|ﬂ
JCES:E —

Pregnenalona 17-0H-Pregnenolone

ap-Hsnzl l:lﬂ-Hsuz
ﬁ/\;ﬁ l:'rpw =

Progesterons 17=0H-Progesterone

CYP21 A.l 1 CYP21A
o=

1-Deoxycorticostercne 11-Deoxycartisol

CYP11B1/
C‘I"F"TIEFEﬂ LC‘FFIIB1
= =

Corticosterone Cortisol

CYP11B2
.‘: -
I
= » Reactions in mitechondria
of ZGZFZR
18-OH-Corticasterane Reactions in endoplasmic
retieulum of ZG/ZFZR
CTF11EEl
Reactions in mitochondria
i of ZG only

Ajdosterone
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O hormoénio aldosterona esta inserido em uma importante cascata de
sinalizacdo de proteg¢do dos rins, que se inicia com a queda de pressao arterial, o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). O SRAA ¢é um sistema
neuroenddcrino complexo, responsavel pela modulagdo do equilibrio hidroeletrolitico e
regulacdo da pressao arterial. Através das suas multiplas interacbes, esse sistema
contribui para a protegdo do tecido endotelial, cardiaco, cerebral e renal.
Adicionalmente, ele regula ainda a resposta do endotélio a inflamacao e les&do. A sua
ativagdo crbnica induz hipertensdo e perpetuacdo de uma cascata pro-inflamatodria,
pré-trombotica e aterogénica, e € a base da lesdo de varios érgaos-alvo (coragao,
cérebro, rim, endotélio). Dessa forma, o estudo do RAAS constitui um alvo terapéutico

importante nestas situagdes, Giestas e cols. (2010).

Em 1898, Robert Tigerstedt e Per Bergman publicaram um estudo no qual
verificaram um aumento da pressdo arterial ao injetar extratos de cértex renal em
coelhos e, sugeriram que este aumento tensional era devido a uma proteina soluvel
produzida pelos rins que designaram de renina. Levou mais meio século até que
fossem identificados os demais componentes deste complexo e articulado sistema.
Este modelo tem servido de base a compreensao da fisiopatologia da hipertenséo

arterial.

Os principais elementos da cascata do SRAA englobam o angiotensinogénio, a
renina, a angiotensina | (Ang I), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a
angiotensina Il (Ang Il). O angiotensinogénio consiste numa a-2 globulina de 411
aminoacidos secretada pelo figado e cuja produgédo é estimulada em resposta aos
glicocorticoides, estrégenos e citocinas inflamatdrias (interleucina-1, fator de necrose
tumoral), Morgan e cols. (1996). O angiotensinogénio se encontra no plasma como um

peptideo biologicamente inativo, servindo de substrato a renina.

A renina regula a etapa limitante do SRAA ao clivar a porgdo N-terminal do
angiotensinogénio para formar o decapeptideo inativo Ang |, Argafaraz e cols. (2008).
Ela é sintetizada por células justaglomerulares como um pré-pro-horménio. A renina
ativa é formada a partir da remocé&o proteolitica de um segmento peptidico na regiao

N-terminal da pré-renina, o precursor da renina.

A secrecdo da renina ativa é regulada principalmente por alteragbes na



concentragdo de cloreto de sodio (NaCl) detectadas pela macula densa do tubo distal
(que juntamente com as células justaglomerulares formam o aparelho
justaglomerular); um mecanismo barorreceptor renal na arteriola aferente sensivel a
alteragbes da pressdo de perfusdo renal; estimulagdo nervosa simpatica via
receptores adrenérgicos B-1; e feedback negativo por agéo direta da Ang | nas células
justaglomerulares, Brown (2006). Além disso, a secregcdao de renina também é
estimulada por reducbdes da pressao de perfusdo ou do conteudo de NaCl e por

aumento da atividade simpatica.

A enzima conversora de angiotensina (ECA), descrita em 1956, € uma
dipeptidil-carboxilase que ativa um vasoconstritor potente ao converter a Ang | (dez
aminodacidos) em Ang Il (oito aminoacidos). Ela exerce ainda, um efeito vasoconstritor
ao inativar o sistema das cininas (bradicinina, substancia P), Carey e Siragy (2003) e
estd presente no endotélio vascular sistémico (60%), sendo mais abundante no
endotélio vascular pulmonar (40%). A Ang Il circula no plasma como um octapeptideo
[Ang. (1-8)] biologicamente ativo, Carey e Siragy (2003). A ECA ¢ originada
principalmente no pulmdo, mas também pode ser produzida localmente em varios
tecidos (rins, coragao, cérebro, adrenais e vasos). O seu tempo de meia vida é curto (2
min.) devido a rapida clivagem em Ang lll e 1V, através da remog¢do de aminoacidos da

porcdo N-terminal pelas amino peptidases, Giestas (2010).

Existe ainda na cascata da SRAA um heptapeptideo, a Ang-(1-7), formado a
partir da Ang | ou da clivagem da por¢do C-terminal da Ang IlI, por agdo de
carboxipeptidases, uma das quais, possui homologia estrutural com a ECA,
designando-se ECA2. Ao contrario da ECA, a ECA2 leva a formacéo de peptideo, com
efeito, predominantemente vasodilatador, ou seja, a Ang-(1-7), a qual atua em receptor
especifico (receptor Mas), exercendo acdo vasodilatadora e cardioprotetora,

Reudelhuber (2005).

Quando o SRAA entra em agado, estimula a secregcdo de renina, que é
sintetizada pelas células justaglomerulares da arteriola aferente do rim, em resposta a
uma diminuigdo no volume intravascular detectado pelos barorreceptores (mediado
pela ativacdo de B-adrenoceptor) e por uma redugdo da concentracdo de sédio na
macula densa. A renina catalisa a hidrélise de angiotensinogénio em Ang | que depois

€ convertida em Ang Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA), presente nos

8



pulmbes e tecido vascular. Ang |l atua no musculo liso vascular para causar
vasoconstricdo, e na zona glomerulosa adrenal para estimular a secrecdo de
aldosterona. A resposta adrenal a Ang Il ocorre em poucos minutos, o que mostra que

nenhuma sintese proteica é necessaria, Alves (2007).

A aldosterona pode ser uma das molécula efetora final do SRAA e atua nas
células epiteliais do néfron distal, Alves (2007) e do coélon, promovendo a reabsorgao
de sodio e excrecdo de potassio. A agua segue o movimento do sodio, via osmose,
estabilizando o volume plasmatico e consequentemente a presséao arterial, Fernandes-

Rosa e Antonini (2006); Giestas e cols. (2010).

Apesar de trazer inumeros beneficios ao organismo, a aldosterona em excesso
pode por sua vez desencadear processos que levem ao desenvolvimeto da
hipertensdo, a qual é conhecida por ter efeitos adversos no sistema cardiovascular,
Balakumar e cols. (2010). Ademais existem evidéncias de que a aldosterona exerga
efeitos diretos sobre o sistema cardiovascular, independentes do aumento de pressao

sanguinea, Stowasser (2005).

2.2 CONSEQUENCIAS DESENCADEADAS PELO EXCESSO DE ALDOSTERONA

A acdo do hormdnio aldosterona sobre receptores mineralocorticéides nos rins

causa retencao de sodio e subsequente aumento no volume sanguineo.

Uma ativacdo anormal do sistema renina-angiotensina-aldosterona esta
diretamente correlacionada com a incidéncia e extensdo de danos em orgaos-alvo
como o coracao conduzindo a hipertrofia ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Além dos efeitos conhecidos da aldosterona na hipertrofia de
cardiomiécitos, esta também pode levar a apoptose, e fibrose que também
caracterizam o remodelamento cardiaco em resposta a este hormdnio. (Dooley e cols.

(2011).

Desta forma, os efeitos prejudiciais da aldosterona sobre o coragéo incluem a
inducdo de inflamacado vascular e lesdo, hipertrofia e fibrose do miocardio, arritmia
ventricular e disfungdo cardiaca, Rossier e cols. (2010). Estudos clinicos e
experimentais tém demonstrado que o bloqueio do RAAS com inibidores de enzimas

conversoras de angiotensina (ACE), bloqueadores do receptor de angiotensina Il do



tipo 1 (AT1) ou antagonistas de receptores mineralocorticéides (MR) promovem
substancial protegdo cardiovascular, Nagata e cols. (2002). O eixo aldosterona
receptor mineralocorticoide coloca-se, assim, como possivel alvo terapéutico,
independente do eixo renina-angiotensina-aldosterona. Estas observacbes tém
implicacbes terapéuticas, dado o fato de que o MR se torna um dos principais alvos de
medicamentos farmacoldgicos na pratica clinica para prevenir a descompensacao da
funcao cardiaca e evolugado para insuficiéncia cardiaca e arritmias letais, Rossier e

cols. (2010).
2.3 MECANISMOS DE AGAO INTRACELULAR DA ALDOSTERONA
2.3.1 Agcao gendmica da aldosterona

A aldosterona aumenta a biossintese e/ou modula a atividade de inUmeros
transportadores de membrana e outras proteinas em células renais, agédo esta,
também identificada em cardiomidcitos, Korichneva e cols. (1995); Kuster e cols.
(2005). Esse hormdnio atua em seus 6rgaos-alvo através da ligagéo a seus receptores
MR, localizados no citoplasma préximo a regido externa da membrana nuclear, Yang e
cols. (2010). Uma vez ativado, o entdo formado, complexo receptor-aldosterona
transloca-se para o nucleo, ligando-se a regides responsivas cognatas do DNA, essa
ligagcdo entre aldosterona e receptor de MR apresenta respostas similiares as
desencadeadas pelos glicocorticoides, progesterona e hormdnios andrégenos quando
ligados aos seus respectivos receptores. Funder e cols. (1988); Lombés e Binart
(1993); Yang e cols.(2010). Apds a ligacdo ao DNA, o complexo receptor-horménio
estimula a transcricao de genes alvos que incluem os que codificam para canais de
sodio sensiveis a amilorida (ENaC), Na/K-ATPase, SGK (quinase 1 induzivel por
glicocorticoide) e quinases. Todas as proteinas sintetizadas acima séo fatores chave
no controle da reabsor¢édo de soédio no organismo, Bernard (2009). Este mecanismo é
muito similar ao observado em resposta a outros hormoénios esterdides, Bernard

(2009).

Os principais trabalhos na area enfocam a acao da aldosterona nos rins, porém
sao crescentes os estudos sobre sua agao no coragdo, na qual a acdo da aldosterona
esta vinculada a atividade de varios fatores de transcrigao pro-hipertréficos, Heineke e

cols. (2006). Talvez o que melhor caracterize a expressdo génica hipertréfica seja o
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fator GATA 4, que regula o desenvolvimento e diferenciacdo da expressédo génica
cardiaca, Molkentin (2000). O GATA 4 durante o estresse fisiopatolégico medeia a

inducdo de genes que estao envolvidos na hipertrofia cardiaca, Akazawa (2003).

Em células vasculares, alguns genes alvos da aldosterona foram identificados.
Estes incluem no endotélio, o gene que codifica para a 6xido nitrico (ON) sintase (NOS
3), Cachofeiro e cols. (2008), e nas células musculares lisas BKCa, um canal de
potassio repolarizante. Este canal estad associado a uma diminuicdo da resposta
celular de acetilcolina e, em ultima analise leva a uma diminuicdo da resposta

coronaria, Ambroisini e cols. (2007).

Em 1964 evidéncias para a presenca de determinados receptores de
corticosterdides foram mostradas em células epiteliais por Porter e Edelman (1964).
Posteriormente, receptores tipo |, e tipo Il de corticosteréides foram descritos e
identificados como mineralocorticoide (MR) e receptor glicocorticéide (GR), Marver e
cols. (1974). O receptor mineralocorticéide (MR) é um membro da superfamilia de
receptores nucleares, Yang e cols. (2010), e foi caracterizado como um dos principais
reguladores da reabsorcdo de sodio no rim, Funder e cols. (1972). Quinze anos mais
tarde, o cDNA do MR em humanos foi clonado e foi construida uma biblioteca de
cDNA de rim, Arriza e cols. (1987). No final de 1990 foram identificados co-reguladores
de transcricio do MR nos genes alvo da aldosterona. Este receptor é agora
reconhecido como um fator de transcricdo essencial envolvido em muitos processos

fisioldgicos e patologicos, O'Malley (2008).

O gene que codifica o MR humano é o NR3C2 e estd localizado no
cromossomo 4, na regido q31.1 e abrange cerca de 450 Kb, Morrison e cols. (1990);
Zennaro (1995). Este gene é composto por dez éxons, sendo que os dois primeiros
éxons, 1a e 13, sdo traduzidos, e os oito éxons seguintes, codificam a proteina inteira
do MR com 984 aminoacidos. Como todos os membros da superfamilia de receptores
nucleares, o MR tem trés grandes dominios funcionais: um dominio N-terminal,
seguido por um dominio central de ligacgdo ao DNA, e uma regido da dobradica

vinculando-os a um dominio ligante C-terminal, Pascual-Le Tallec e cols. (2005).

A resposta a via genbmica da aldosterona envolve dimerizagdo do receptor

mineralocorticoide, dissociacdo das proteinas de choque térmico (pertencentes a uma
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classe de chaperonas moleculares, que sao proteinas responsaveis pelo correto
dobramento de outras proteinas sintetizadas e pela prevencéo da agregacao protéica.
Elas séo altamente conservadas sugerindo uma grande importancia evolutiva) do MR,
Yang e cols. (2010); Dooley e cols. (2011), translocagao do complexo aldosterona-MR
para o nucleo e a concomitante regulagdo da expressao génica. A acédo conhecida da
aldosterona, apos a ligagdo ao receptor MR, leva algumas horas para se completar,
uma vez que envolve mecanismos génicos e subsequente sintese protéica.
Fernandes-Rosa e Antonini (2006). A ativacdo patolégica do MR causa fibrose e
insuficiéncia cardiaca, mas a utilizagdo clinica de alguns antagonistas do MR é

limitada pelos efeitos colaterais renais de hiperpotassemia, Yang e cols. (2010).

Recentemente vém surgindo novas descobertas sobre as acdes da
aldosterona, as quais ndo se mostram restritas aos alvos classicos de sua acgéo.
Orgaos como o coragdo, vasos e sistema nervoso central sdo apontados como novos
alvos da acéo da aldosterona. A localizagdo dos receptores MR ja foi descrita no
tecido cardiaco, Funder e cols. (1988); Lombés e cols. (1992) e na vasculatura,
Takeda e cols.(1995). Isto indica uma gama de novos possiveis efeitos da aldosterona

mediados pela ativacido dos receptores mineralocorticéides nestes tecidos.

A acdo gendbmica da aldosterona resulta de um importante periodo latente (de
30 a 60 minutos) prévio ao inicio das mudangas na atividade celular; e inibidores da
transcricdo (actinomicina D), da traducao (cicloheximida), da translocacédo do receptor
esterdide e de antagonistas do MR abolem as agbes gendmicas. (Booth e cols.,
2002). A acao gendmica consiste em duas fases: precoce (de uma a seis horas) e
tardia (> seis horas). A fase precoce €& mediada exclusivamente pelos efeitos
primarios. Os efeitos primarios consistem em alteracbes na expressao génica que
promovem ativagdo de canais idnicos e de proteinas de sinalizagdo, que por sua vez,
induzem as proteinas que transportam eletrélitos (efeitos secundarios). A fase tardia é
resultante dos efeitos primarios e secundarios da expressao génica. (Booth e cols.

2002)
2.3.2 Agao nao gendmica da aldosterona

Curiosamente, estudos recentes nesta area tém focado nos efeitos diretos da

aldosterona, ou seja, agdes ndo gendmicas, e sua participacéo na inflamacéo e fibrose
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em doengas cardiovasculares Williams e cols. (2003); Giestas e cols. (2010); Rao

(2010).

Estudos recentes demonstraram que a aldosterona possui um grande numero
de atividades fisiolégicas mediadas por mecanismos que n&o envolvem a translocagao
de seu receptor ao nucleo. Estes efeitos ndo sdo explicados pelo mecanismo classico
descrito para receptores MR que atuam sobre o genoma e por isso sdo denominados

também de n&o gendmicos, Grossmann e cols. (2008).

Os efeitos ndo gendmicos da aldosterona foram postulados pela primeira vez
por Moura e Worcel em meados de 1984. Os primeiros estudos celulares
demonstraram maior troca de sodio em eritrocitos caninos, descartando um
mecanismo gendmico, pois este tipo celular ndo possui nucleo, Spach e Streeten
(1964). Estes estudos foram seguidos de investigacbes sobre o transporte de
eletrolitos mediados por aldosterona em leucocitos mononucleares humanos, Wehling
e cols. (1989); Christ e cols. (1993). Os efeitos ndo genémicos da aldosterona sao
mediados por eventos de sinalizacdo, descritos como elevacdo de Ca®" intracelular,
IP3, DAG e PKC, PLC e AMPc, Christ e cols. (1993, 1995b, 1999); Wehling e cols.
(1995) A ativagao dessas vias pode ocorrer nao sé em células renais, mas também em
células da musculatura vascular lisa e células endoteliais, Christ e cols. (1995a);

Wehling e cols. (1994, 1995).

As respostas rapidas a aldosterona, que em geral ocorrem dentro de segundos
a minutos, ndo envolvem a transcricdo de genes ou tradugdo de proteinas, mas s&o
capazes de modular, direta ou indiretamente as respostas da via gendmica,
Grossmann e Gekle (2009). Estes efeitos s&o insensiveis aos inibidores de transcricao
(actinomicina D) e de sintese protéica (cicloexemida) e apresentam um perfil
farmacologico diferenciado com relagdo ao agonismo e antagonismo, Losel e cols.

(2003).

No entanto, ndo se sabia se os sitios de ligacdo para aldosterona na via direta
sdo modificacbes do receptor classico de mineralocorticdides (MR) ou se eles
representam um receptor ainda ndo conhecido. Estudos com camundongos nocautes
para os receptores MR demonstraram que a acgao rapida da aldosterona n&o apenas

persiste nesse modelo, como é ainda mais pronunciada, quando comparada ao tipo
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selvagem, Haseroth e cols. (1999). Desta forma este estudo mostrou claramente que
estas respostas rapidas envolvem um receptor distinto do classico MR, Haseroth e
cols. (1999). Entretanto, ainda existe grande controvérsia com relacdo ao receptor
responsavel pelos efeitos ndo gendmicos da aldosterona. Le Moellic (2004) utilizando
a aldosterona acoplada a BSA demonstrou que nestas condigcbes, os efeitos rapidos
da aldosterona eram observados, favorecendo a ideia da atuacdo de um receptor de
membrana, pois quando a aldosterona se encontra ligada a moléculas grandes ela é
incapaz de atravessar a membrana rapidamente. Receptores semelhantes tém sido
propostos para outros horménios esterdides, Orshal e Khalil (2004); Zhu e cols.
(2003).

Os efeitos ndo genémicos mediados pela aldosterona estdo associados a
ativacdo da fosfolipase C (PLC) com subsequente hidrélise de fosfolipidios de
membrana. Esta ultima reagao libera DAG e IP3, que por sua vez ativam a proteina
quinase C (PKC) e liberam Ca** do reticulo, respectivamente. O Ca** ja é conhecido
como um mensageiro crucial na sinalizacao hipertrofica, Frey e Olson (2003). Esta
acao foi demonstrada em células da musculatura lisa vascular e em células
endoteliais, Falkenstein e cols. (2000); Wehling e cols. (1995). O aumento de Ca®* leva
a ativacdo de calcineurina, uma fosfatase também conhecida por PP2B, causando

morte celular por apoptose, Mano e cols. (2004).

A aldosterona também causa fosforilacdo de varias moléculas sinalizadoras
intracelulares, incluindo c-Src, Callera e cols. (2005), MAP quinase, quinase regulada
por sinal externo 1/2 (ERK1/2), c-Jun quinase (JNK) e p38, Callera e cols. (2005); Krug
e cols. (2003); Mazak e cols. (2004); Nishiyama e cols. (2005), além de receptores
como o do fator de crescimento epidermal (EGFr), Krug e cols. (2006). A ativacao da
MAP quinase parece estar envolvida na promogdo da proliferacdo de células da
musculatura lisa vascular (VSMC) e da hipertrofia relacionada com o remodelamento

vascular que ocorre durante a hipertensao. (Touyz, 2003).

Além disso, a aldosterona inibe a agdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel
(INOS) que pode, virtualmente, contribuir para todos os efeitos cardiacos produzidos

pela aldosterona, Chun e cols. (2003).

2.4 PEPTIDEOS DO SRA E A SINALIZAGAO DA ALDOSTERONA
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Varios estudos véem demonstrando um possivel cross-talk entre os efeitos
relacionados as vias genbémicas e n&o-genbémicas da aldosterona e componentes do
SRAA. Em particular, o cross-talk entre as vias reguladas pela aldosterona e pela
angiotensina 1l podem potenciar a lesdo de o6rgdos induzida pelo aumento da
estimulagdo do SRAA. (Lemarie e cols., 2008; Jaffe e cols., 2005). Tem sido sugerido
que esta relacdo entre essas vias depende do receptor ndo dependente de tirosina
ginase c-Src (proteinas proto-oncogénicas pp60), e em receptores de tirosina
quinases, EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico) e PDGFR (receptor do
fator de crescimento derivado de plaquetas). As acdes destes receptores resultam na
ativacdo de MAP quinases (proteina-quinases ativadas por mitdgenos) e crescimento

celular, migracao e inflamagéo. (Rautureau e cols., 2011).

Esse cross-talk entre aldosterona e angiotensina Il foi reforgado pelo estudo de
Harada e cols., (2001), onde foi demonstrado em cardiomiécitos de ratos, que
elevados niveis de aldosterona estdo relacionados com aumento na expressdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA). Posteriormente, elevados niveis de
angiotensina IlI, por sua vez estimularam a sintese de aldosterona. Nos seres
humanos, a aldosterona regula positivamente os receptores da angiotensina Il em
células musculares lisas (VSMC) e potencializa o efeito vasoconstritor da
angiotensina Il em artérias coronarias (Chai e cols., 2005). Ademais, a interagao entre
aldosterona e seu receptor (MR) faz aumentar a ativagdo da NADPH-oxidase no
sistema cardiovascular (Stas e cols., 2007). Por conseguinte, o antagonismo do
receptor de MR diminui a expressao do receptor de angiotensina Il, ECA, e endotelina-

1 no miocardio nao-infartado (Fraccarollo e cols., 2005).

Sabe-se que a Angiotensina Ang-(1-7) € um peptideo ativo do sistema renina-
angiotensina (RAS), que dentre outras acdes contrarregula os efeitos da Ang-ll
(Gomes e cols., 2010; Keidar e cols., 2007; Mercure e cols., 2008). Grobe e cols
(2006) demonstraram, anteriormente, que a infusdo de Ang-(1-7) in vivo protege o
coragcao contra os efeitos deletérios cardiacos da ativacdo de receptores de
mineralocorticoides no modelo DOCA-sal. Achados semelhantes foram observados
em ratos transgénicos que apresentam aumento dos niveis circulantes de Ang-(1-7)

(Santiago e cols., 2010.).

Dados obtidos durante meu mestrado em 2010 (Almeida e cols., 2015)
demonstraram que a Ang-(1-7) é capaz de proteger o coragao de ratos submetidos a
ativacdo excessiva dos receptores de mineralocorticoides, através de alteracbes na

sinalizacdo de Ca? e da expressdo de proteinas envolvidas no manejo do calcio.
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Esses dados sugerem um possivel cross-talk entre as vias de sinalizacdo mediadas

pela Ang-(1-7) e pela ativagdo do receptor de mineralocorticoide.

2.5 EFEITOS DIRETOS DA ALDOSTERONA NO CARDIOMIOCITO

O trabalho mecanico desempenhado pelo coragao é regido por um fino controle
da concentracdo de célcio intracelular ([Cal;), o qual varia espago-temporalmente de
forma regulada ao longo do processo da contragdo. O mecanismo basico de ativagéo
dessa maquinaria contratil ocorre, inicialmente, pela ativacdo dos canais ibnicos
presentes na membrana, principalmente devido a ativacdo dos canais sensiveis a
voltagem, sendo que a ICa,L permite de forma indireta a elevagdo da concentragao
citoplasmatica de Ca?*, sendo este o responsavel pela ativacdo da contracéo celular
(Bers., 2001).

No musculo cardiaco, ions Ca?* contribuem diretamente para o acoplamento da
atividade elétrica a geragdo da forga contratil, num processo conhecido como
acoplamento excitagao-contracao (AEC) (Bers., 2002; Bers., 2001). As fungdes
contratil e estrutural do cardiomiécito sdo moduladas pela ativacdo de cascatas de
sinalizagdo envolvendo cinases e fosfatases que participam na regulacdo de genes
envolvidos no remodelamento patologico cardiaco. Essas alteragbes podem ser
desencadeadas por estimulos mecéanicos e neuro-hormonais, tais como, estiramento
do cardiomiécito, adrenalina, noradrenalina, angiotensina Il e aldosterona (Dorn &
Force., 2005). Por exemplo, durante a insuficiéncia cardiaca ocorrem alteracées
significativas na regulacdo da sinalizagdo Ca?* no cardiomidcito, e essas alteragdes
sdo criticas em estabelecer tanto uma disfungédo contratil, quanto certas arritmias.
(Berridge, 2006).

O acoplamento excitagdo-contragao (AEC) inicia-se através da propagacéao de
um PA cardiaco que promove a despolarizacdo da membrana plasmatica e como ja
mencionada, ativa os canais para Ca?* dependentes de voltagem. A corrente de Ca®"
do tipo L (ICa,L), presente nos midcitos ventriculares, é caracterizada por uma rapida
ativacdo e por uma cinética de decaimento (inativagdo) muito lenta. A inativagdo da
corrente de Ca*" do tipo L é tanto dependente da concentragdo de calcio quanto da
voltagem. A inativacdo dependente de Ca®* é considerada como o mecanismo
principal de inativagdo da ICa,L, efeito este mediado pela CaM (calmodulina). Perrier e
cols., (2005) demonstraram que a administragéo de aldosterona em cardiomidcitos de
ratos provocou o aumento da corrente de Ca?* no canal de Ca®* tipo-L, indicando um

mecanismo pelo qual esse hormdnio pode interferir na atividade cardiaca.
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Para manter a homeostase do Ca* e permitir o relaxamento do musculo
cardiaco, a concentragdo de Ca* intracelular, que aumentou em resposta ao potencial
de acdo, deve retornar ao valor basal (0.1uM), existente antes do PA. Dois dos
principais mecanismos de extrusdo do Ca?* do citosol, sdo a Ca**-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), e o trocador Na+/Ca®* (NCX) (Bers., 2002; Philipson e
cols., 2000). Embora a remogcdo do Ca®* via a Ca®*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico seja 0 mecanismo predominante de redugdo do [Ca®']i citosélico no
midcito cardiaco, existem diferengas significativas no que concerne a contribuigédo
especifica do trocador Na+/Ca*" versus a Ca?-ATPase, de acordo com a espécie
utilizada, a regido do coragéo, o estagio de desenvolvimento, e estado patofisiologico
do coracdo (Piacentino e cols., 2003; Pogwizd e cols., 2001). O Ca* ativador da
contragdo no musculo cardiaco origina-se de duas fontes: Ca?* extracelular que entra
por canais para calcio dependentes de voltagem e o Ca®" intracelular proveniente do
reticulo sarcoplasmatico, sendo este Ultimo responsavel por cerca de 80% do Ca*

total liberado no citosol.

O tratamento agudo com aldosterona induz também a ativagao moderada da
PKA, o que leva a um aumento do transiente Caz+, possivelmente através de um
aumento da corrente de Ca®" tipo L (ICa). Benitah e cols., (1999) demonstraram que a
aldosterona aumenta a (ICa)(Benitah e cols., 1999; Perrier e cols., 2005) e além disso
parece interferir no encurtamento dos miécitos ventriculares (Wenzel e cols., 2010).
Outros estudos demonstraram que aumento nos niveis de aldosterona promovem
incrementos na concentracdo de cAMP em células do musculo liso vascular (Christ e
cols., 1999) e dutos coletores medulares internos (Sheader e cols., 2002).

A PKA tem como um de seus alvos de agdo, a fosfolamban (PLN), uma
proteina que regula a atividade da SERCA 2A por aumentar sua fosforilagdo no sitio
da serina’® (Ser'®). A defosforilagdo da PLN inibe a atividade da SERCA 2A, ao passo
que a sua fosforilagdo reverte esta inibicdo, aumentando assim a recaptacdo de Ca?*
para o reticulo sarcoplasmatico (RS). Aqui vale ressaltar, que o aumento da
concentragdo de calcio no reticulo sarcoplasmatico pode explicar o aumento da
magnitude do transiente de calcio. A fosfolambam também pode ser fosforilada no
residuo Thr' pela CaMKII, o que acarreta em uma redugdo no Km da bomba pelo
Ca®" (Simmerman e cols., 1986). Outro transportador que participa da redugéo da
[Ca*] no citosol é o trocador Na+/Ca®*, promovendo a troca de 3 ions Na+ por 1 ion
Ca?*. O trocador Na*/Ca*", uma bomba dependente de ATP localizada no sarcolema
do midcito cardiaco, representa a principal forma de extrusdo do Ca®" para o meio

extracelular. Embora o trocador Na*/Ca*" possa operar também no modo reverso, o
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influxo de Ca®" através deste transportador nestas condigcdes é pequeno.
Outro alvo bem descrito da PLN € a Tnl (Li e cols., 2000), que uma vez
fosforilada apresenta menor afinidade ao calcio no complexo actina-miosina. Como

consequéncia ocorre aceleragao da contracido e do relaxamento miocardico.

No repouso, quando a concentragdo de calcio intracelular é baixa (~107 M), o
sitio da TnC sensivel ao calcio esta desocupado. Nesta condi¢ao a interagdo entre Tnl
e TnC é fraca, favorecendo a interacdo de Tnl com actina. Isto favorece a
configuragdo do complexo troponina-tropomiosina de tal forma a esconder o sitio ativo
da actina, que interage com a miosina. Quando a [Ca®i] aumenta (10°~10° M), o Ca**
se liga ao seu sitio na TnC. Esse fenédmeno favorece a interagao da TnC com Tnl, a
qual desestabiliza a interacdo da Tnl com a actina. A interagdo TnC-Tnl desloca a Tnl
do sitio ativo da actina, retirando o impedimento estérico, que ocorre em baixas
concentragdes de calcio. Dessa forma, a miosina pode-se ligar a actina, ativando a
atividade ATPasica da miosina, sendo dessa forma deflagrada a contragéo, através do

fendmeno da cooperatividade (Bers., 2008).

A figura 3 resume os principais eventos do AEC que ocorre em cardiomiécitos

ventriculares.
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Figura 3: Acoplamento EC no cardiomiécito. Abertura de canais de calcio tipo—L na membrana celular,
levam a um aumento da concentragdo intracelular de calcio, induzindo a liberagcdo de ca® pelo reticulo
sarcoplasmatico (SR). lons célcio deixam o reticulo sarcoplasmatico por meio de receptores de rianodina
(RyR). No citosol, ions calcio ativam os miofilamentos. O ca® liga-se a troponina C (TnC) e, ao favorecer
a interacdo da TnC com a troponina | (Tnl), faz com que a Tnl se desloque do sitio ativo da actina,
permitindo o deslocamento da tropomiosina (TmT) e da troponina T (TnT), o que permite a interacdo
miosina-actina. Apds a ocorréncia da contragao, o ca’ é recaptado principalmente pela bomba de ca®
do reticulo sarcoplasmatico (ATP), a qual tem sua atividade modulada pela fosfolambana (PLB).
Adicionalmente, o Ca** pode ser transportado para o interior da mitocondria via o transportador uniporte
de Ca®* e colocado no citoplasma pelo transportador antiporte Na/Ca?* (NCXO inset representa os
eventos que caracterizam o acoplamento eletromecanico existente na célula cardiaca, a saber: o

potencial de agdo, o aumento do transiente de célcio e a contragio celular. (Adaptado de Bers, 2002).

E importante notar que a ativagéo do receptor de rianodina funciona como um
amplificador de alto ganho do sinal de Ca®*" gerado pelo influxo desse ion na célula
cardiaca (Guatimosim e cols., 2002). Existe uma relagdo direta entre a tensao
desenvolvida pelos miofilamentos e a concentragdo intracelular de Ca*. Em geral,
quanto maior a [Ca®']i maior a tensdo desenvolvida. Alguns horménios como a
aldosterona, neurotransmissores e drogas alteram a corrente de entrada de Ca?
durante o platd do potencial de acdo ou alteram os estoques de Ca*" do reticulo
sarcoplasmatico (Almeida e cols., 2013), o que conduz a alteragbes diretas na tenséo

produzida pelas células miocardicas.

Na fase diastolica do AEC ¢é possivel encontrar eventos de liberagao
espontanea de Ca*. Estes eventos de liberacdo espontanea de Ca** sdo chamados
“sparks spontaneas de Ca?” As sparks espontaneas de Ca*' representam o aumento
local de calcio proveniente da abertura dos RyR2s, quando a célula estda em repouso.
Uma spark espontdnea ocupa uma area de aproximadamente 2,0 ym de didmetro e
um volume de 8 fl (Cheng & Lederer 2008). Para que ocorram as sparks espontaneas
de Ca® nao é necessaria a entrada de Ca®* no midcito através dos canais de Ca®* do
tipo L ou por outros mecanismos através da membrana plasmatica. Alguns estudos
mostram que no potencial de repouso de -80 mV, mesmo com a retirada total do Ca**
extracelular, ainda assim sdo encontradas sparks espontaneas de Ca*" (Cheng 1993;
Cannell 1994). A abertura dos RyR2s para ocorrerem estes eventos espontaneos
dependem da concentracdo de Ca** no citosol e da concentracdo de Ca?* no Iimen do
RS ([Ca®"] RS). No que se refere a [Ca®'] no RS, alguns estudos apontam um papel
critico do contetido de Ca®* no RS na regulagdo dos RyR2 e na sinalizagdo do Ca®* no

AEC. A queda da concentracdo de [Ca®*] no RS promove o fechamento dos RyR2,
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promovendo o encerramento das sparks espontaneas de Ca?. Em contrapartida, um
aumento excessivo na [Ca?] no RS promove um aumento na sensibilidade dos RyR2,
aumentando a frequéncia de sparks espontaneas (Cheng 1996; Santana 1997; Gyorke
1998). Uma consequéncia importante da ativagdo do receptor de mineralocorticoide
(MR) pela aldosterona é o remodelamento elétrico cardiaco. A importancia desse
fenbmeno pode ser reconhecida devido a prevaléncia de arritmias atriais e
ventriculares associadas a insuficiéncia cardiaca. Portanto, tem sido sugerido que
antagonistas de MR reduzem a incidéncia de fibrilagdo atrial por melhorar o
remodelamento atrial (Schnabel e cols 2010). Em contrapartida, existem evidéncias
gue confirmam que a ativagao de MR pela aldosterona tem efeitos diretos na dindmica
do Ca®* em cardiomidcitos, o que predispde a ocorréncia de arritmias. Com as
técnicas de whole-cell patch-clamp, observou-se um aumento no numero de eventos
arritmicos no cardiomiocito proveniente de ratos adultos e camundongos que
superexpressam MR no coracdo, quando expostos a aldosterona (10‘7 mol/L) por 48
horas. Estes achados sdo atribuidos a diminuicdo da proteina de ligacédo ao receptor
de rianodina FKBP12.6, levando a uma atividade aumentada do mesmo, permitindo
assim sparks de Ca?" mais duradouras e prolongadas. (Gémez cols., 2009). Assim, um
efeito protetor dos antagonistas de mineralocorticoide (MR) seria diminuir a duragéo e
o prolongamento de sparks de Ca?* em cardiomidcitos e potencialmente limitar a

ocorréncia de arritmias através deste mecanismo.
2.6 Hipertensao arterial sistdlica e sinalizagdo de Ca*

Algumas doengas, como a HAS (Hipertensao arterial sistélica), podem alterar
0s mecanismos envolvidos no processo de AEC. O estresse imposto pela HAS crénica
promove adaptagdes patoldgicas no musculo cardiaco, principalmente no ventriculo
esquerdo (VE). Essas adaptacbes sdo uma resposta do musculo cardiaco saudavel a
sobrecarga de trabalho e estdo associadas com o aparecimento de disfungbes na
sinalizacdo do Ca®, como a redugéo na atividade e expressdo da SERCA 2A (Dash e
cols., 2001, Bers, 20022, Almeida e cols., 2015), PLB (Almeida e cols., 2015), aumento
na expressao e atividade do NCX, (Sipido e cols., 2002; Xiong e cols., 2005), o
prolongamento no PA (Kaab e cols., 1998; Wickenden e cols., 1999; Lacombe e cols.,
2007), o aumento na distancia entre o0 RS e os tubulos-T (Song e cols., 2006) e o
aumento da frequéncia de liberagdo das sparks espontaneas de Ca?* do RS (Marks e
cols., 2002).

Nos estagios iniciais da HAS observa-se um aumento do fluxo de liberagéo de

Ca®* e um aumento da contratilidade celular para compensar o aumento da
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sobrecarga de pressdo e manter o débito cardiaco. Esse processo ocorre
principalmente em fun¢do do aumento da atividade dos RyR2s (Chen-lzu et al., 2007).
Em estagios mais avancados, ha uma diminuicdo na atividade da SERCAZ2A,
acompanhado de um aumento na atividade dos NCX, provocando uma maior saida de
Ca®* dos cardiomidcitos, o que reduz o contetido de Ca?* do RS. Isso contribui para
que o transiente de [Ca?'i] seja menor e mais lento, gerando uma maior concentragao
de Ca® citosdlico durante a diastole (Bers, 2002a; Kemi e cols., 2008). O organismo
exposto a um longo periodo de hipertensao sustentada gera uma hipertrofia cardiaca
patolégica que podera evoluir para uma insuficiéncia cardiaca (Bing e cols., 2002).
Desta forma varios estudos tém relatado disfungdes no AEC com a instalagao da
insuficiéncia cardiaca. A insuficiéncia cardiaca é um estado croénico em que as
perturbacdes no ciclo do Ca*" ocorrem simultaneas a deterioragdo da fungéo cardiaca
e ao aumento da arritmogénese (Houser e cols., 2000; Wasserstrom e cols., 2009).
Algumas disfungbes tém sido relatadas no AEC com a instalacdo da insuficiéncia
cardiaca, como a diminuicdo na rede de tubulos-T, provocando um aumento na
distancia entre os RyR2s e os DHPR (Balijepalli, e cols., 2003), disfungbes na ativagao
dos RyR2, provocando uma liberagdo desordenada de Ca®* do RS (Song, e cols.,
2006) e a diminuigdo da captagdo de Ca®" pelo RS em fungdo da diminuicdo na
atividade e expressao da SERCA2A (Hasenfuss, 1998; Dash e cols., 2001).

2.7 VIAS DE SINALIZAGAO ATIVADAS PELA ANGIOTENSINA-(1-7) NO
CARDIOMIOCITO

A sintese local de Ang-(1-7) no coracao foi primeiramente detectada em caes
apos isquemia aguda do miocardio (Santos e cols., 1990). Desta forma, surgiam as
primeiras evidéncias de que o dano tecidual cardiaco é um estimulo para formagao
local de um sistema contrarregulatério mediado pela Ang-(1-7), sendo a ECA2 a
principal enzima envolvida na formacao deste peptideo no coragéo (Crackower e cols.,
2002).

Desde entdo, diversos estudos tém mostrado que, além de inibir o efeito
pressor sistémico, a Ang-(1-7) inibe os efeitos deletérios locais da Ang Il (Ferrario e
cols., 1997; Grobe e cols., 2006; Giani e cols., 2007). A acéo local da Ang-(1-7)
especificamente no coragao tem sido proposta em diversos trabalhos. Dentre estes,
Grobe e cols., (2006) mostraram que a Ang-(1-7) previne o surgimento de fibrose
cardiaca sem alteragao dos niveis pressoricos sistémicos de ratos hipertensos. Sendo
assim, o coracdo tem sido considerado um dos principais alvos de estudo das acgdes
da Ang-(1-7).
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A Ang-(1-7) diminui a duracéo do periodo de arritmia durante a reperfusdo do
miocardio apos a oclusdo da coronaria esquerda e melhora a contratilidade cardiaca
nestas condigdes (Ferreira e cols., 2001; Santos e cols., 2004). Loot e cols., (2002),
mostraram que ap6és o infarto do miocardio, a infusdo crénica de Ang-(1-7) por 8
semanas atenuou o processo de faléncia cardiaca e melhorou a fungédo endotelial
aortica em ratos. Além disso, animais transgénicos que superexpressam Ang-(1-7) tem
0s niveis plasmaticos deste peptideo aumentados em 2,5 vezes e apresentam
melhora significativa de todos os pardmetros da fungao cardiaca apds a isquemia

aguda do miocardio (Santos e cols., 2004).

Cardiomidcitos sintetizam ON, que apresenta fungbes importantes na fisiologia
do cardiomidcito. Estas incluem a regulagcdo do AEC, do consumo de oxigénio, do
estresse oxidativo e da resposta hipertréfica, como recentemente revisto (Hare &
Stamler, 2005;Hare, 2003;Belge e cols., 2005;Massion e cols., 2003;Paulus &
Bronzwaer, 2004;Sartori e cols., 2005;Danson e cols., 2005). A modulagdo ocorre
tanto de forma direta, por reacdes de nitrosilagdo, ou indireta, via producdo de GMP
ciclico (GMPc) e ativagado da proteina quinase G (PKG). Por estes mecanismos o ON
pode levar a alteracdo da atividade do receptor de rianodina (Petroff e cols., 2001), do
canal de Ca®* tipo-L (Kokoz e cols., 2007), da SERCA2 e da PLN (Wang e cols., 2008).

O ON derivado da NOS1 regula a contratilidade e o relaxamento miocardico e
tem importantes agdes na resposta (-adrenérgica. Os mecanismos intracelulares
exatos responsaveis por estes efeitos, ainda sdo matéria de debate, mas é bem
estabelecido que o ON derivado da NOS1 age no RS modulando a atividade do RyR e
da Ca®* ATPase do RS (SERCA2A) (Hare, 2003;Belge e cols., 2005;Massion e cols.,
2003). Deste modo, o ON derivado da NOS1 intensifica o efeito inotropico tanto dos
agonistas B-adrenérgicos (Barouch e cols., 2002;Dawson e cols., 2005) como o gerado

por aumento da frequéncia cardiaca (Khan e cols., 2004).

O ON derivado da NOS3 regula a resposta Badrenérgica através da inibigdo do
canal de Ca?* do tipo-L e da atenuagdo da contratilidade estimulada via B-adrenérgica
(Barouch e cols., 2002;Khan e cols., 2003;Balligand e cols., 1995). A ligagdo das
catecolaminas ao receptor 33- adrenérgico ativa a NOS3 e leva a aumento no GMPc e
ativacdo de PKG, com efeitos antagbnicos sobre os receptores p1- e B2-adrenérgicos
(Moniotte e cols., 2001;Morimoto e cols., 2004). Além deste mecanismo, o canal de
calcio tipo-L também pode ser negativamente modulado diretamente pelo ON através

da S-nitrosilagdo (Sun e cols., 2006;Campbell e cols., 1996).
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Ja foi demonstrado por Dias-Peixoto e cols., 2008 e Gomes e cols., 2012 que a
Ang-(1-7) produz ON em cardiomidcitos por ativar NOS3 e NOS1 modulando através

deste a sinalizagdo de Ca?".

Em cardiomidcitos, a exposicdo aguda a Ang-(1-7) nao tem efeito demonstravel
no transiente Ca®" mas promove liberagéo de 6xido nitrico (ON) (Dias-Peixoto e cols.,
2008; Costa e cols., 2010). Ao passo que, a exposi¢cao cronica a Ang-(1-7) ou a
delecdo genética do receptor Mas produz alteragdes significativas sobre as proteinas
envolvidas na dindmica do Ca® (Gomes e cols., 2012; Santos e cols., 2006). Ratos
transgénicos que super expressam Ang-(1-7) no coragcado apresentam um aumento na
amplitude do transiente de Ca**, uma recaptacdo mais rapida do Ca®', e aumento na
expressao de SERCA2 em cardiomiécitos. (Ferreira e cols., 2010). Em 2010, Gomes e
colaboradores mostraram que cardiomiécitos ventriculares provenientes de ratos
transgénicos que possuem aumento crénico de Ang-(1-7) plasmatica (TGR(A1-7)3292)
apresentaram prevengado na disfuncdo da sinalizagdo do célcio induzida pela Angll,
quando comparados aos cardiomidcitos de animais selvagens. Este estudo demonstra
que a Ang-(1-7) estd envolvida de forma indireta na sinalizacdo de calcio. Em
contrapartida, cardiomidcitos isolados de camundongos Mas-KO (nocaute) tém um
menor pico e recaptacgdo do transiente de Ca®', causada, provavelmente, por causa
da diminuicdo da expressdo de SERCA2.(Gomes e cols., 2012). Alteragdes nas
proteinas envolvidas na sinalizacdo de Ca?* em cardiomidcitos Mas-KO foram
acompanhadas por mudangas na maquinaria de produgcdo de ON (Dias-Peixoto e
cols., 2008; de Almeida e cols., 2013).

Outro conceito importante na fisiologia do ON & o balango entre espécies
reativas de oxigénio (EROS), entre as quais se inclui o superdxido (O-) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN), dentre as quais se inclui o ON. Este balango recebeu a
denominagdo de balango nitroso oxidativo (Hare & Stamler, 2005). O ON regula
diversas cascatas cardiacas, como o acoplamento EC, o inotropismo e o lusitropismo
(Hare, 2003;Belge e cols., 2005;Massion e cols., 2003;Danson e cols., 2005;Hare,
2004a); e em muitos destes casos tanto as EROS quanto as ERN participam (Hare &
Stamler, 2005).

Alteragao no equilibrio fisiologico entre ON e EROS esta envolvida de maneira
critica no desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Recentemente foi
demonstrado que a aldosterona aumenta os niveis de EROS em midcitos
ventriculares, através da ativacdo da NADPH oxidase (Rossier e cols., 2008). Além do

que os receptores de RyR séo sensiveis a sinalizagdo redox (Prosser e cols., 2011).
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A S-nitrosilacdo oferece um modo alternativo para as EROS e as ERN
interagirem. EROS em excesso podem impedir a S-nitrosilagao protéica fisioldgica, ja
que as EROS podem tanto reagirem com os mesmos radicais tidis que sao alvos da S-
nitrosilagdo quanto mudarem a propensdo da proteina de sofrer S-nitrosilagédo (Xu e
cols., 1998). A descricdo acima da regulacdo do RyR pelas ERN e EROS se encaixa
dentro deste conceito.

Além disso, as ERN e as EROS podem exercer regulagéo reciproca ja que
enzimas geradoras de EROS e ERN interagem em microdominios especificos no
interior da célula. As principais fontes de EROS no cardiomiécito sdo a xantina
oxidoredutase (XOR), a nicotinamida adenina dinucleotideo 3-fosfato (NADPH)
oxidase e a propria NOS3 quando suas subunidades se encontram desacopladas
(Hare & Stamler, 2005). Ao nivel do RS, o ON derivado da NOS1 inibe a XOR (Khan e
cols., 2004; Kinugawa e cols., 2005), e ao nivel do sarcolema o ON derivado da NOS3
inibe a NADPH oxidase (Smith e cols., 2005; Shinyashiki e cols., 2004). Ao contrario, o
O.,. gerado pela NADPH oxidase endotelial pode induzir o desacoplamento da NOS3 e
0 consequente aumento da geracao de O,. e reducdo da producdo de ON (Kalinowski
& Malinski, 2004). Assim, o desequilibrio nitroso-oxidativo pode prejudicar a S-
nitrosilagao protéica e desregular a energética cardiaca e o AEC (Hare, 2004b;Hare &
Stamler, 2005). Este desequilibrio pode resultar tanto de formagdo excessiva de
EROS quanto de reducao da formagao de ERN (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos do o6xido nitrico sobre a fisiologia do cardiomiécito e sua interagdo com vias
oxidativas. Ao nivel do reticulo sarcoplasmatico (RS), o 6xido nitrico (ON) derivado da ON sintase

neuronal (NOS1) estimula a atividade do receptor de rianodina (RyR), potencializando o ciclo do calcio

24



intracelular, e inibe a atividade da xantina oxidoredutase (XOR). A XOR e a NADPH oxidase s&do duas
das principais fontes de espécies reativas de oxigénio no coragdo. Ao nivel do sarcolema, a NOS
endotelial (NOS3) é estimulada pelo receptor $3-adrenérgico, e o ON derivado da NOS3, via GMPc,
estimula a proteina quinase (PKG), que modula negativamente o canal de célcio tipo L (CCT-L). Além
disso, o ON derivado da NOS3 promove S-nitrosilagdo do CCT-L. Ambas as agbes contribuindo para
modular negativamente o CCT-L e reduzir a resposta ao estimulo 3-adrenérgico. Postula-se também que
a NOS3 possa regular negativamente a atividade da NADPH oxidase. Por outro lado, o superéxido(Oa.)
produzido localmente pode contraregular agbes do 6xido nitrico. No RS a oxidagdo do receptor de
rianodina reduz sua atividade, e ao nivel do sarcolema o O,. pode provocar desacoplamento da NOS3. A
NOS3 desacoplada é mais uma fonte de superdxido. Ainda ha a combinacdo do ON ao O,. gerando
peroxinitrito (ONOO-) que possui efeitos toxicos na célula pela sua agdo oxidante. (Adaptado de Hare &
Stamler 2005)

E importante ressaltar a interagdo entre NOS1 e XOR. A deficiéncia de
NOS1 leva ao aumento substancial da produgdo de EROS pela XOR, sugerindo
que a NOS1 endogenamente limita a atividade da XOR. De acordo, o camundongo
com delecdo da NOS1 (NOS1") € um modelo para o estudo do desequilibrio
nitroso-oxidativo, na qual a atividade da NOS1 é ausente e a da XOR é
aumentada. Este camundongo apresenta grande aumento na produgédo de O2-
mediada pela XOR, menor resposta ao estimulo B-adrenérgico e menor
sensibilidade dos miofilamentos ao célcio (Khan e cols., 2004). Esta ultima é

revertida pela inibicdo aguda da XOR (Khan e cols., 2004).

No meu trabalho de mestrado mostrei que a Ang-(1-7) é capaz de proteger in
vivo cardiomiocitos de ratos submetidos a uma ativagdo excessiva dos receptores de
mineralocorticoides, através da administragdo de DOCA. De acordo com Santiago e
colaboradores, 2010, ratos transgénicos com superexpressao da Ang-(1-7)(TG)
apresentaram aumento atenuado da pressdo arterial sistélica, além de estarem
protegidos da disfungao diastélica e da reexpressdo de genes fetais induzidas pelo
DOCA (figura 6). No plano celular, o aumento dos niveis de Ang-(1-7) levou a uma
maior liberacdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico e a fosforilagdo da fosfolambam
(figura 5). Em especial, chamou a ateng¢éo o fato de que a Ang-(1-7), em condi¢des de
ativacdo do receptor de mineralocorticoide, induziu um aumento significativo na
sinalizagédo de calcio (Figura 5E e 5F). Tomados em conjunto, estes dados sugerem
uma importante relacdo entre Ang-(1-7) e aldosterona na sinalizagdo de Ca™® no
coracdo, que culmina com a ativacdo da maquinaria celular envolvida na prote¢cdo dos
cardiomiocitos. Avaliar se de fato estas duas vias de sinalizagao interagem, e o
impacto dessa interacdo para dinamica de Ca** em midcitos ventriculares é o objetivo

deste trabalho.
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Figura 5: Ratos que super expressam Ang-(1-7) estdo protegidos das alteragdes cardiacas
induzidas pelo modelo de hipertensdao DOCA-sal. A. Presséo Arterial Sistélica obtida em ratos SD and
TG submetidos ou ndo ao modelo DOCA-sal durante 6 semanas. Valores de PAS obtidas através de

pletismografia de cauda nos animais SD, SD-DOCA, TG e TG-DOCA expressas em mmHg. B. Relacédo
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da onda E/A esta significativamente reduzida em animais SD-DOCA. C. Ratos SD-DOCA apresentaram
aumento significativo na média do strain rate radial. A-C n=numero de ratos analisados. *=p<0.05 quando
comparado aos outros grupos experimentais. D. PCR em tempo real comparando a expresséo de genes
que codificam MRNA para ANP e B-MHC em cardiomiécitos de SD e TG rats tratados ou ndo com
DOCA. Cardiomidcitos de ratos SD-DOCA apresentaram aumento na expressado de genes fetais. Grafico
de barras apresenta o resultado de no minimo 5 experimentos independentes. E.Perfil representativo do
transiente de Ca®* obtido de midcitos ventriculares estimulados na frequéncia de 1Hz.. A amplitude do
transiente de Ca’* & representada pela razdo F/Fo. F. Grafico de barras representando a amplitude do
transiente de Ca* (F/Fo) obtida de cardiomidcitos provenientes de cada grupo experimental. n = niumero

de células analisadas. Em D e F *= p <0.05 versus outros grupos. # = p<0.05 versus SD e SD-DOCA.

(Almeida e cols., 2015)
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Figura 6: Alteragées no perfil de proteinas envolvidas no manejo do calcio em cardiomiécitos de
ratos DOCA-sal sao previnidas nos ratos TG. A-B. No painel superior, western-blots representativos
de SERCA2A e PLN. A-B No painel inferior, graficos de barras representativos mostrando as médias das
densidades das bandas em unidades arbitrarias. (a.u). *= p <0.05 quando comparado com animais SD. n

= ndmeros de amostras de coracdes analisados. ( Almeida e cols., 2015).
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral

Investigar a existéncia de um possivel cross-talk entre a sinalizagcdo da

aldosterona e Ang-(1-7) em miécitos ventriculares visando identificar suas

consequéncias funcionais € mecanismos subjacentes.

3.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Verificar a dinamica do Ca?* em cardiomidcitos ventriculares tratados com o
aldosterona (1uM) onde tanto receptores de MR e GR estdo ativados na
presenca ou hao da Ang-(1-7). Sera avaliado o transiente de Ca®', o
contetido de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) e a frequéncia das
sparks de Ca?* nos diferentes grupos experimentais, através de

microscopia confocal.

Avaliar se os efeitos da Ang-(1-7) no transiente de Ca®* em células tratadas

com aldosterona sdo mediados pelo receptor Mas.

Avaliar a amplitude da corrente de calcio do tipo-L nos cardiomiécitos
ventriculares dos diferentes grupos de tratamento através da técnica de

Patch Clamp.

Avaliar a expressao e fosforilagdo de diferentes proteinas e enzimas que
participam da modulagdo do Ca®" no cardiomidcito, através da técnica de
western-blot. Mais especificamente, iremos investigar a fosforilagdo da

fosfolamban, no sitio da serina'® e a expressao da PLN total.

Avaliar os efeitos da Ang-(1-7) sobre a produgdo de ON em cardiomidcitos

tratados com aldosterona utilizando a técnica de microscopia confocal.

Analisar a expresséo das isoformas da sintase do 6xido nitrico (NOS1 e
NOS3) fosforilada e total e também avaliar a nitrozilagdo de proteinas em

cardiomiécitos por meio da técnica de Western Blot.

Avaliar a produgédo de espécies reativas de oxigénio (EROS) através da
sonda MitosoxRed que detecta EROS mitocondrial por meio da

microscopia confocal.

Verificar a dindmica do Ca?* em cardiomidcitos ventriculares tratados com o

aldosterona (10nM), condicdo esta em que s&o ativados prioritariamente
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receptores de MR, na presenga ou ndo de Angiotensina-(1-7), através da
avaliagdo do transiente de Ca* .Verificar também os efeitos do antagonista

de MR (Spironolactona) nessa resposta.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 32 ratos machos Spreague-Dawley (SD)
(250gramas) e 9 camundongos machos (4, C57/BL6 Mas**e 5 Knockout para receptor
Mas). Os camundongos Mas” foram descritos anteriormente por Walther e
colaboradores em 1998. Os animais foram mantidos em sala apropriada com ciclo
claro-escuro de 12/12h a temperatura ambiente 22-24°C, na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), em gaiolas plasticas adequadas e alimentados com ragéo e
agua filtrada ad libitium conforme as diretrizes do NIH para cuidado com os animas.
Os experimentos realizados foram aprovados pelo comité de ética em experimentagao
animal da UFMG (protocolo numero ° 68/2009).

4.2. Grupos experimentais

Neste trabalho foram utilizados cardiomiécitos ventriculares que foram divididos

nos seguintes grupos experimentais:

(i) grupo controle de células nao tratadas.

(i) grupo que recebera Aldosterona na concentragéo final de 1uM.

(iii) grupo que recebera Aldosterona 1uM + peptideo Ang-(1-7) (100nM).
(iv) grupo que recebera peptideo Ang-(1-7) (100nM).

(v) grupo que recebera Aldosterona 1uM + peptideo Ang-(1-7) (100nM) e um dos
inibidores: spironolactona inibidor de receptor de mineralocorticoide (MR) (10 uM),
mifepristona inibidor de glicocorticoide (GR) (10 uM), pki, inibidor da PKA (10 uM),
H89 também inibidor de PKA, L-NAME — inibidor das éxido nitrico sintases (NOS)(10
UM), L-Dbu (L-ArgNO2) (1uM), — bloqueador da oxido nitrico sintase neuronal.

(vi) grupo que recebera Aldosterona na concentragao final de 10nM.
(vii) grupo que recebera Aldosterona 10nM + peptideo Ang-(1-7) (100nM).

(viii) grupo que recebera Aldosterona 10nM + peptideo Ang-(1-7) (100nM) e um dos

inibidores: spironolactona inibidor de receptor de mineralocorticoide (MR).
4.3. Inibidores utilizados nos protocolos experimentais em cardiomiécitos

Todos os grupos de células ficaram 30 minutos em meio DMEM antes de
realizarmos os experimentos de Ca®" e medida de espécies reativas de oxigénio, ou, a

lise celular para experimentos de PCR em tempo real ou western-blot.
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Todos os experimentos foram realizados com miécitos ventriculares isolados
incubados durante 30min com aldosterona (Sigma, 1 pmol/L), Ang-(1-7) (Millipore, 100
nmol/L), ou a conjugacdo dos dois compostos. Em alguns experimentos os
cardiomiocitos de ratos adultos foram pré-incubados 20 minutos antes com alguns
inibidores citados anteriormente no trabalho, antes da adigdo de aldosterona e ou Ang-
(1-7) tratados com os seguintes inibidores: L-NAME - 6xido nitrico sintases (NOS) NG-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, Sigma, 10 umol/L); ), L-Dbu (L-ArgNO2), —
bloqueador da oxido nitrico sintase neuronal, spironolactona (antagonista de receptor
mineralocorticoide) (Sigma, 10 umol/L), mifepristona inibidor de glicocorticoide (GR)
(Sigma, 10 ymol/L), pki, inibidor da proteina kinase A PKi (Calbiochem,10umol/L) ,
H89 também inibidor de PKA (10umol/L).

4.4. Isolamento dos cardiomiocitos ventriculares adultos e medida do transiente
de Ca?

Para a obtencao dos cardiomidécitos foi utilizado o procedimento padrao para a
dissociagdo enzimatica do tecido (Mitra & Morad, 1985). Para o isolamento foram
utilizadas apenas as camaras ventriculares. Apds a dissociacdo dos cardiomidcitos
ventriculares, as células frescas foram colocadas em meio de cultura DMEM (Sigma)
com soro (até a sua utilizagdo com duragdo maxima de 4 horas). Miécitos ventriculares
adultos foram isolados e armazenados em meio modificado (DMEM, Sigma), até a sua
utilizacdo em um periodo que nao excedesse 4 horas, conforme descrito

anteriormente por Oliveira e cols 2007.

A aquisigdo de imagens e medida da concentracgdo intracelular de Ca®* ([Ca?']i)
no midcito cardiaco foi realizada utilizando o microscopio confocal Zeiss 510 Meta
(CAPI, ICB, UFMG), na configuragcéo line-scan, com o intuito de obter informagdes
sobre a amplitude e a cinética do transiente de Ca?*, conforme descrito por
Guatimosim e cols., 2001. Para a aquisicdo das imagens foi utilizada uma lente
objetiva de imerséo a 6leo (63x). Os sinais de fluorescéncia foram obtidos por meio de
varredura em linha (Line Scan Mode). A linha de varredura (512 pixels) foi posicionada
aleatoriamente no eixo longitudinal da célula, com o cuidado de nédo cruzar regides de
nucleos. A varredura foi feita por meio de um laser de argénio (488 nm). As varreduras
foram repetidas a cada 1,54 ms, sendo utilizadas para a criagao de imagens (tempo no
eixo x e fluorescéncia no eixo y). O estimulo dado corresponde a 1,0 Hz, com um
pulso quadrado de duracédo de 5ms e 30V. Oito pulsos elétricos foram aplicados antes
da aquisicdo da imagem. Inicialmente, os cardiomiécitos foram incubados por 30 min

com a sonda Fluor-4, AM, (10umol/L), sensivel a concentracdo de calcio, cujo
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comprimento de onda de excitacdo € 488 nm e o de emisséo, 515. Apds a marcacéo,
os cardiomidcitos foram mantidos em solugao de Tyrode, a temperatura ambiente e
posteriormente divididas nos diferentes grupos experimentais. A figura 7 é uma
representacdo do transiente de Ca®" tipico, obtido por meio da microscopia confocal,
em cardiomidcitos de animais controle. Para a analise dos dados do transiente de Ca?*

foram utilizados os programas Prism e Excel .

[Ca”]
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’ 1FIF, |
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Figura 7. Transiente de calcio em cardiomidcitos (F/FO). F representa a fluorescéncia maxima emitida
no momento da contragdo do midcito ventricular. FO representa a fluorescéncia basal emitida no momento
de repouso da célula.

4.5. Medida do contetido de Ca*? do reticulo sarcoplasmatico (RS)

As células foram plaqueadas em laminulas e perfundidas no banho que estava
acoplado ao microscopio confocal. Esse banho continha uma solugdo composta de
(em mM): 140 LiCl, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 Glicose, 5 KCI, 1 EGTA e 10 Cafeina,e o
pH=7,4, este ajustado com LiOH. Esta solugao era livre de Na+ a fim de evitar a
participagdo do trocador Na*Ca?*. As células foram estimuladas eletricamente com
uma seérie de pulsos de pré-condicionamento (1 Hz), antes da solugdo de cafeina ser
aplicada para estimular os receptores de rianodina (RyR) e apds a interrupgdo do
estimulo foram perfundidas com a solugao descrita acima. Sabe-se que a cafeina na
concentragdo de 10 mmol/L é responsavel pela estimulagdo direta dos RyR. Este
fendmeno foi utilizado como um indicador do conteido de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (RS). O nivel de Ca? foi relatado como AF/FO, onde FO &

fluorescéncia de Ca?* basal e F representa a fluorescéncia maxima.

4.6. Medida e analise das sparks espontaneas de Ca**

Miécitos ventriculares foram incubadas com Fluor-4 AM e a frequéncia de
sparks de Ca*" foram avaliadas no seu estado basal. Para as medidas das sparks
espontaneas de Ca®" os cardiomidcitos isolados foram incubados com o indicador
fluorescente de Ca?*, permeavel & membrana plasmatica, Fluo-4 acetoximetil-ester
(Fluo-4 AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). O Fluo-4 AM (5 uM) foi preparado
em uma solucado a base de DMSO, (30pL de DMSO em 50ug de Fluo-4 AM). As
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células foram incubadas com 5pL de Fluo-4 AM em volume final de 500 pL durante 20
min a temperatura ambiente. Apds este tempo, as células foram lavadas e
suspendidas em solugdo tamp&o Tyrode, para remover o0 excesso da sonda
fluorescente. Quando esta sonda esta ligada ao Ca** e é excitada com o comprimento
de onda de 488 nm emite um sinal de fluorescéncia medido a 510 nm, que se
relaciona as variagdes de Ca?" sarcoplasmatica. Tais variagdes foram expressas em
relagdo a razdo: F/FO, onde FO representa a fluorescéncia basal de Ca?*, ou seja, os
ruidos do fundo da imagem (background noise) e F representa a fluorescéncia das
sparks espontaneas de Ca?* em um dado momento de ocorréncia, nos cardiomidcitos
sem estimulo prévio. O procedimento para determinar FO consiste em duas etapas.
Primeiro, selecionamos a spark espontanea de Ca?* a ser analisada e identificamos o
valor minimo da imagem de fundo das sparks através das opgdes (Analyze —
Histogram) no programa ImagedJ. Segundo, inserimos o valor minimo da imagem de
fundo obtida, na opgao background no programa SparkMaster. Este procedimento foi

feito para cada imagem analisada.

Foram obtidas 10 imagens por célula, sendo que estas foram analisadas
utilizando-se a interface grafica SparkMaster, programa de analise de sparks inserido
no software livre Imaged (Picht e cols., 2007). O SparkMaster é um programa
automatizado que foi desenvolvido e adaptado a partir de algoritmos especificos para
analises das sparks medidas por microscopia confocal (Cheng et al., 1999). Neste tipo
de andlise, o algoritmo identifica os sinais de fluorescéncia baseado nos seus desvios
a partir do ruido de fundo da imagem original background noise. Assim, a imagem
original é filtrada, normalizada e a média e o desvio-padrdo do plano de fundo séo
calculados. As regides da imagem excedendo 1,5 x desvio-padrao a partir do plano de
fundo sao utilizadas para a construgdo de uma linha de base e para a normalizacao
da imagem total. Esta ultima imagem, normalizada, é utilizada para a detecgéo e
analise das sparks de Ca?" de forma que os eventos com areas (em pixel) excedendo
um limiar de detecgéo pré-estabelecido (3,0 x desvio-padrdo acima da média) séo
considerados possiveis sparks. A média e o desvio-padrdo séo calculados subtraindo-
se as sparks em potencial. Apds estes procedimentos, as possiveis sparks sao
consideradas para analise se as areas contendo valores acima do limiar de detecgao
pré-estabelecido contém valores de pixel que excedem o seguinte critério: desvio-
padrao x fator de limiar + média do background. A velocidade de varredura (scanning
speed) e o tamanho do pixel (pixel size) foram 800 Ips e 0,14 ym, respectivamente.

A variavel analisada a partir do SparkMaster foi a frequéncia das sparks (sparks x 100

pm-1 x s-1).
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4.7. Medida de producgao de 6xido nitrico (ON)

A medida da produgdo de ON em cardiomiocitos foi realizada através da
marcagéo com uma sonda fluorescente sensivel ao 6xido nitrico, DAF-FM (4-amino-5-
methylamino-2’,7’-difluorofluorescein  diacetat) (Molecular Probes), excitada no
comprimento de onda de 488nm e com emissdo em 515nm. Para detectar o NO
citosolico, os cardiomidcitos, apds isolados, foram incubados por 30 minutos, com 5uM
de DAF-FM a 37°C e posteriormente foram lavados por mais 30 em solugao de Tyrode
(NaCl 140 mM, KCI 5mM, Glicose 10mM, MgCl, 0.5mM, NaH,PO, 1mM HEPES
10mM, CaCl, 1.8mM). A fluorescéncia decorrente da produgdo de NO foi medida
através da microscopia confocal (Zeiss 510 Meta) (ICB, CEMEL, UFMG). As imagens
foram realizadas preservando os mesmos parametros de aquisicdo de imagem em
ambos os grupos controle e de cardiomidcitos tradados. A aquisicdo do grupo controle
foi realizada no inicio e no fim para verificar se 0 nivel de fluorescéncia n&o seria
perdido ao longo do experimento O tratamento dos cardiomiocitos isolados foi
realizado com aldosterona (1pmol/L) ou Ang-(1-7) (100nmol/L) durante 30 minutos
numa solu¢cado de Tyrode. Em alguns experimentos as células foram pré-incubadas
durante 20 minutos com L-NAME (10 umol/L), o inibidor de 6xido nitrico sintase, antes
da adicao de Ang-(1-7) (100 nmol/L).

4.8. Tratamento das células para medida da produgcao de EROS

MitoSOXRed (Invitrogen) foi utilizado para medir a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) mitocondriais, principalmente superéxido. Cardiomidcitos
isolados foram incubados com MitoSOXRed (3 mmol/l) em DMEM, durante 30 min a
temperatura ambiente, seguido de lavagem. Imagens confocais foram obtidas por
excitacdo a 488 nm e medindo a luz emitida a 585 nm em cardiomidcitos banhados em
solugédo de Tyrode normal. Como controle positivo, 1 mmol/L de H,O, foi adicionada
no final de cada experimento, o que resultou num aumento no sinal de fluorescéncia

em todas as células.
4.9. Western blotting

Os cardiomiécitos ventriculares apdés serem dissociados, foram
homogeneizados em tampéao de lise (100mM NaCl, 50mM Tris-base, 5mM EDTA-
2Na, 50mM Na4P,07x10H,0, 1mM MgCl,. pH=8,0) com detergentes (Nonidet P40 1%;
Triton x-100 0,3% e Sodium deoxycholate 0,5%), contendo inibidores de protease

(PMSF 1mM, benzamidina 15.7mg/mL e pepstatina 10uM) e inibidores de fosfatase
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(20mM NaFne 1mM Na3zVO,). Ao fim deste processo, o conteudo foi centrifugado por
12 min, a 4°C e a 8.000 rpm. As proteinas foram quantificadas utilizando o método de
Bradford (Bradford, 1976). Entre 30ug e 50ug de proteina foram diluidas em tampéo
de amostra (5X- 2M Tris pH=6,8, 20% Glicerol, 30% SDS, 25% p-mercaptoetanol,
0,1% Azul de Bromofenol) para separagdo em gel de SDS-PAGE (sodium dodecyl
(lauryl) sulfate-poliacrilamida) na concentragdo de 10%, e 4% o gel de concentragao.
Para controle da massa molecular das proteinas, foi utilizado um padrdao de massa
molecular (BIO-RAD).

Apos serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF. A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloragéo
da membrana com solugdo de Ponceau (0,2%). As membranas foram lavadas com
TBS + 1% Tween e colocada por 1 hora em solugéo de bloqueio (TBS-Tween com 5%
de leite desnatado) a fim de bloquear ligagdes nédo especificas. Apds o bloqueio, as
membranas foram lavadas 5x com TBT-T por 5 min cada lavagem e em seguida foram
incubadas overnight na camara fria, com temperatura 4°C, com o anticorpo primario

especifico.

O protocolo seguido para cada anticorpo variou conforme instrugées do
fabricante e de acordo com o modelo melhor sucedido utilizado pelo grupo de
pesquisa, como descrito por Dias-Peixoto e cols., (2008); Guatimosim e cols., (2008);
Gomes e cols ., (2010); Lara e cols., (2010). Os seguintes anticorpos primarios foram
utilizados: anti-phospho éxido nitrico sintase (NOS) 1 (Ser®*?) (1:800, Santa Cruz), anti-
phospho NOS3 (Ser''"") (1:800, Cell Signaling), anti-PLN Ser'® (1:800, Santa Cruz),anti
P-TNI (), anti-NOS1 (1:800, Millipore), anti-NOS3 (1:800, Cell Signaling), anti-
nitrotirosina (1:500, Santa Cruz) e anti-gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
(1:5000, Santa Cruz) ou pela proteina total. Todos os anticorpos foram normalizados
pelo anti-gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (1:5000, Santa Cruz). No dia
seguinte as membranas foram lavadas 5x por 5 minutos. com TBS-T% e incubadas
com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP) (Goat anti-mouse IgG-HRP
1:10.000 e Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:10.000, (Sigma). As membranas foram
novamente lavadas em TBS-T (5 minutos por 5 vezes). As bandas protéicas foram
detectadas por reacao de quimioluminescéncia (ECL plus — Amersham Biotechnology)
e a intensidade das mesmas foram avaliadas por analise densitométrica através do
software Imaged (NIH). Em todos os experimentos os niveis de proteina foram

normalizados pelos niveis de expressdo de GAPDH.

4.10. Imunofluorescéncia
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Os cardiomidcitos foram fixados com solucado 4% de paraformaldeido (PFA)
diluido em PBS 1x por 15 minutos a temperatura ambiente. Logo apoés, procedeu-se a
lavagem para remocdo do PFA e permeabilizacdo da membrana celular utilizando
solugao de PBS/Triton 0,5% ou PBS/Saponina 0,5%. Apdés o bloqueio por 1h, os
cardiomiécitos foram incubados por 2h ou overnight a 4°C com um dos seguintes
anticorpos: anti-nitrotirosina (1:500, Santa Cruz) por 1h a 4°C. Entre a incubagéo do
anticorpo primario com o secundario e apds a incubagdo do secundario, as laminas
foram lavadas por 30 minutos com PBS 1x (6 vezes de 5 min). As laminas foram
observadas usando o microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (CAPI, ICB, UFMG).

A analise de fluorescéncia foi realizada usando o software ImagedJ.

4.11. Extragao de RNA , transcrigcao reversa e PCR em tempo

Apos o isolamento dos cardiomidcitos (descrito no item 4.3) o RNA total dessas
células foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) através do método
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi 1987. Em seguida foi adicionado 200 pl de
cloroférmio ao homogeneizado. O complexo formado foi incubado por 5 minutos a
37°C e posteriormente centrifugados por 15 minutos a 4°C e 13.500 rpm. Apds a
centrifugacao foram formadas 3 camadas. A fase superior correspondente ao RNA foi
coletada e transferida para outro eppendorf. A esse novo eppendorf foi adicionado de
500 pl de alcool isopropilico que permaneceu incubado por 15 min a 37°C seguido por
uma nova centrifugagcédo de 15 minutos a 4°C e 13.500 rpm. O sobrenadante obtido foi
retirado e descartado, o pellet de RNA foi entdo lavado por 2 vezes com etanol 70%
e centrifugado. Apds as lavagens o eppendorf foi deixado por 1 hora de ponta a
cabeca para a completa secagem do RNA. Posteriormente o RNA foi ressuspendido
em agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato), mantido por 15 minutos a uma

temperatura de 65 °C e por ultimo incubado por 10 minutos a 4°C.

O RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria nos comprimentos de
ondas de 260 e 280 nm e armazenado a -80°C. A concentragdo do RNA foi estimada
por absorbancia éptica pela formula: [RNA] pg/pl = (Azeo x 40/1000), onde f é o fator de
diluicdo e 40 é o fator de conversao. Contaminantes de DNA foram removidos com
adicdo de DNase | (Ambion Inc., Austin, TX) e a integridade do RNA total verificada
através de um gel de agarose corado com 10 % de SYBR safe DNA Gel Stain

(invitrogen).

Utilizou-se dois pg de RNA total como moldes para a sintese de cDNA na
presenca de 50 ng de iniciadores randémicos (random primers), 200 U de M-MLV RT

(Revert AID TM H Minus Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase,
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Fermentas Inc., Hanover, MD, USA), 200 U pl Rnase Out (Fermentas Inc., Hanover,
MD, USA), 0,5 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCI2, 1 X de tampao da M-MLV RT em um
volume final de 20 pl. O ciclo usado na reacgéo foi de: 10 minutos a 20°C, 45 minutos a
42°C, 5 minutos a 95°C e 10 minutos a 4°C. Foi usado o termociclador PTC-100TM,
MJ Research, INC.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o High Capacity cDNA
Transcription Kit (Applied Biosystems, CA, USA), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante. Depois da transcricdo reversa, o cDNA foi submetido ao Rotor-Gene
6000 Real-Time Rotary Analyzer (Corbett Robotics Inc., San Francisco, USA) usando
Power SYBR Green Master Mix (Biosystems, CA, USA). Para a reacéo foi usado um
volume final de 20pl, contendo 0.5 uM de iniciador (primer), 10ul of Power SYBR
Green Master Mix 2X e 1ul de cDNA. As reacgdes passaram por 45 ciclos depois da
desnaturagéo inicial (95°C por 2 minutos) com os seguintes pardmetros: 95°C
(desnaturagéo), 15s; 60°C (anelamento e extensdo), 60s (Resende e cols., 2007;
Resende e cols., 2008). Para cada experimento, a reagdo sem cDNA foi usada como
controle negativo. Em adicdo, a auséncia de contaminantes de DNA foi calculada em
amostras de RT negativo. As analises da curva de dissociagdo dos produtos da PCR
foram obtidas aquecendo as amostras de 60°C a 95°C a 0.1°C/s, afim de avaliar a
especificidade dos iniciadores. A quantificagido relativa da expressdo génica foi feita

usando o método 2-24Ct

como descrito abaixo, os dados foram normalizados pela
expressao génica de 3 actina. Foram obtidos produtos de PCR com menos de 100
pares de bases de comprimento. Os primers foram sintetizados pela DNA
Technologies, Coralville, IA. Para a realizacdo de PCRs em cardiomiécitos foram

utilizados os primers para os genes de interesse listados na tabela 1.

A quantificacdo da amplificagdo génica foi realizada pela determinagdo do
limiar de ciclos (cycle threshold, CT) baseado na fluorescéncia detectada dentro da
regido geométrica da curva semi-log do perfil de amplificagdo. Um perfil de
amplificacdo para cada amostra foi gerado demonstrando o aumento na fluorescéncia
do corante indicador (reporter dye fluorescence, Rn) para cada ciclo da PCR. De cada
perfil de amplificacdo um valor de limiar do ciclo foi calculado, representando o numero
do ciclo da PCR em que a fluorescéncia foi detectada acima de um limiar arbitrario,
com base na variabilidade das linhas de base dos quinze primeiros ciclos. A
quantificacdo relativa da expressdo do gene alvo foi avaliada usando o método
comparativo do CT como descrito previamente (Medhurst e cols., 2000). O valor de
ACT foi determinado pela subtracdo do CT de cada amostra do valor do CT da A-

actina, respectiva para cada amostra usada como controle interno. O célculo do ACT
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envolve o uso da média do ACT do grupo controle como uma constante arbitraria para
subtrair de todos os outros valores médios de ACT. As mudancgas na expressao génica
do gene de interesse sdo equivalentes a 2-ACT. Os valores foram analisados pela
ANOVA seguida pela comparacao pareada do teste de Tukey (Tukey’s HSD test), com

nivel de significancia de 5%.

Tabela 1: Seqiiéncia dos primers utilizados na realizagao de PCRs em miécitos

ventriculares. PRIMER 5°’-3’ Reversa 5’-3’.

PRIMER 5-3’ Reversa 5’-3’

ANP GGATTTCAAGAACCTGCTAGA CTTCATCGGTCTGCTCGCTCA

B-MHC CTCCAACATGGAGCAGATCA GCTCCGGTGCTCATTCAT

MR TCCAAAGGATGGCCTCAAAA ATCTTTCTCAGCTCCTTGATGTAATTT
GR ACTGCCCCAAGTGAAAACAGA GCCCAGTTTCTCCTGCTTAATTAC

ANP: Peptideo Natriurético Atrial, 3-MHC: Miosina de Cadeia Pesada; MR: Receptor de
Mineralocorticoide GR: Receptor de Glicocorticoide.

4.12. Eletrofisiologia celular

4.12.1 Técnica whole-cell patch clamp

Um amplificador EPC 9.2 (HEKA Instruments, Germany) foi utilizado para
estudar os parametros eletrofisiolégicos de células ventriculares cardiacas isoladas.
Todas as medidas foram realizadas utilizando-se as configuracdes ‘whole-cell voltage-
clamp’, para medir as correntes totais de membrana de acordo com Roman-Campos e
cols., (2010). Para todos os experimentos com eletrofisiologia, apés a obtencao da
configuragdo whole-cell, foram esperados cerca de 3-5 minutos para permitir o
equilibrio entre solugdo de pipeta e citoplasma. As pipetas utilizadas nos experimentos
possuiam resisténcia entre 0,5-2 MQ. Todas as correntes foram filtradas passa-baixa
com frequéncia de corte de 2.9 kHz. A capacitancia celular foi obtida com
compensacao eletrbnica e o transiente capacitivo compensado eletronicamente. (40 a
70%).
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4.12.2 Medida da corrente de calcio tipo L (lcaL)

Para medir a corrente de calcio do tipo L (lca.) foi utilizada solugéo interna
(mM): 120 CsCl, 20 TEA-CI, 5 NaCl, 10 Hepes, 5 EGTA, pH 7.2, ajustado com CsOH,
sendo a solugéo externa Tyrode. ICa foi medida entre os potenciais de -40 a 50 mV,
tendo o pulso a duragdo de 300 ms, com incrementos de 10 mV, partindo-se de um
potencial de membrana de -80 mV. Um pré-pulso de 50 ms de duracédo, partindo do
potencial de membrana a -40 mV foi aplicado para inativar a corrente de sédio (INa)
(figura 8). A aquisicao dos dados foi realizada com freqliéncia entre pulsos de 0.1 Hz e
freqliéncia de aquisicdo a 10 kHz. Cardiomidcitos foram pré-incubados (30-60 min)
com aldosterona na concentragdo de 1 ymol/L e/ou Ang-(1-7) na concentracdo de 100

nmol/L.
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Figura 8: Protocolo para eletrofisiologia. (A) Protocolo para obtengido das ICa,L. Partindo-se de um
potencial de membrana de -80 mV, é aplicado um pré-pulso a -40 mV, de 50 ms de duragdo, com
posterior incrementos de 10 mV até 50 mV, com pulso de duragédo de 300 ms. Em todos os protocolos de

whole cell voltage clamp, ao final do pulso o potencial retorna para o seu respectivo potencial de repouso.
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4.12.3 Analise biofisica das correntes idonicas

Todas as correntes idbnicas foram analisadas em termos de valor absoluto
maximo normalizado pela capacitancia celular. As relacdes de densidade de corrente

foram ajustadas com a seguinte equacgao:

I — * (I/m _EGI)

=G
g e 1+ exp(V, — Vo‘s%

onde, condutancia, Gmax maxima; Vm, potencial de membrana; Eca, equilibrio
potencial eletroquimico; V0.5, o potencial de onde 50% de canais ibnicos séo ativados;
fator de inclinacao S.
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4.13 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados quanto a sua significaAncia por meio do teste T
e teste One-Way ANOVA, seguido pelo pds-teste por Bonferroni sendo considerados

significativos quando *P<0,05 e apresentados como Média +/- erro da padrao média.
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5. RESULTADOS

Em midcitos ventriculares o aumento global e transitorio de [Ca?*] é essencial
para a fungdo cardiaca: este aumento € subjacente a contragdo e contribui para a
regulacao da atividade elétrica (Guatimosim e cols., 2002). Para investigar diretamente
os efeitos agudos do tratamento com aldosterona sobre os parametros que envolvem
o transiente de Ca?, midcitos ventriculares foram incubados com uma sonda
fluorescente sensivel ao Ca?" Fluor-4/AM, e posteriormente visualizados através da
microscopia confocal. Aqui, usamos uma concentragéo suprafisiolégica de aldosterona
(1pmol/L) para ativar tanto o receptor de mineralocorticdide (MR) quanto o receptor de
glicocorticdide (GR) de forma redox independente, como ja havia sido demonstrado
anteriormente (Rossier e cols., 2010). Tratamento de cardiomiécitos com a
aldosterona levou a um aumento significativo da amplitude do transiente Ca?* quando
comparado com células nao tratadas, esse efeito foi parcialmente abolido através da
pré-incubacado com espironolactona, o antagonista de MR (10 pymol/L; Figura 9A). A
incubacao de cardiomiocitos com mifepristona (10 pmol/L), um antagonista do GR,
também preveniu parcialmente o aumento da amplitude do transiente de Ca?*
desencadeado pelo tratamento com aldosterona (Figura 9A). Finalmente, combinando
os dois antagonistas (espironolactona, MR) e (mifepristona, GR), tivemos uma
completa inibigdo do aumento do pico do transiente de Ca*, observado em midcitos
ventriculares tratados com aldosterona (Figura 9B). Tomados em conjunto, estes
dados validaram a utilizacdo de concentracbes suprafisioldgicas de aldosterona para

ativar MR e GR, como previamente demonstrado por Rossier e cols. (2008).
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Figura 9: Aldosterona aumenta a magnitude do transiente de Ca®* em cardiomidcitos.
Concentragbes suprafisidlogicas de aldosterona ativam ambos os receptores MR e GR. A-B.

Grafico de barras mostrando o efeito da aldosterona e de seus antagonistas na amplitude do
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2+ %

transiente de Ca”. *p<0.05 quando comparado com os outros grupos. # p<0.05 quando

comparado ao controle e ao grupo tratado com aldosterona. n= numero de células

Na figura 10 investigamos o efeito da Ang-(1-7) nos niveis globais de Ca* em
condicbes de ativacdo de ambos o0s receptores de mineralocorticdides e
glicocorticoides, pela aldosterona. Painéis superiores da Figura 10A mostram imagens
representativas do perfil do transiente de Ca®* obtidas através da microscopia confocal
em cardiomidcitos ventriculares. Abaixo, temos uma representacao grafica do perfil do
transiente de calcio. Como demonstrado anteriormente por Dias-Peixoto e cols.
(2008), o tratamento com Ang-(1-7) (100 nmol/L) ndo apresentou efeito sobre a
amplitude do transiente de Ca* (Figura 10B). J& cardiomidcitos tratados com
aldosterona (1uM) apresentaram um aumento significativo do transiente de Ca?*. De
maneira inesperada e surpreendente, a adicao de Ang-(1-7) em células tratadas com
aldosterona aumentou ainda mais a magnitude do transiente de Ca**, 25% acima dos
niveis observados em células expostas ao tratamento apenas com aldosterona (Figura
10A e 10B).
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Figura 10: Cross-talk entre aldosterona e Ang-(1-7) aumenta o transiente de Cca* em
miocitos ventriculares. A. Painel superior, imagens representativas dos transientes de ca*
gravados & partir de células controle e tratadas com Ang-(1-7) (100 nmol/L), aldosterona (1

umol/L) ou uma combinacdo de aldosterona e Ang-(1-7). Painel inferior, perfil do transiente de
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Ca®". B. Grafico de barras mostrando o efeito sinérgico entre as vias de sinalizacdo da
aldosterona e Ang-(1-7) na amplitude do transiente Ca” em cardiomidcitos. * p<0,05 quando

comparado com 0s outros grupos experimentais. n = nimero de células.

Em conjunto, estes achados sugerem um efeito sinérgico consideravel entre
aldosterona e Ang-(1-7) em midcitos ventriculares, demonstrando um papel importante
de Ang-(1-7) na modulagdo do Ca®" intracelular, em condigdes onde ocorre um
aumento da sinalizagcdo mediada pela aldosterona. Para investigar o papel do receptor
Mas nos efeitos da Ang-(1-7) sobre o transiente de Ca?* em cardiomidcitos tratados
com aldosterona, foi feito o isolamento de miécitos ventriculares de camundongos
selvagens e nocaute para o receptor Mas (Mas™). Confirmando nossos achados
prévios, foi demonstrado que a aldosterona aumenta significativamente o pico do
transiente de Ca? em midcitos de camundongos selvagens, um efeito que foi
exacerbado na presenga de Ang-(1-7) (Figura 11A e 11C). De maneira oposta,
midcitos ventriculares de camundongos Mas™ ndo apresentaram tal efeito sinérgico na
magnitude do transiente de Ca*? na presenca de Ang-(1-7) em células tratadas com
aldosterona (Figura 11B e 11D), sugerindo um papel importante do receptor Mas nas

acbes da Ang-(1-7) na presenca de aldosterona.
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Figura 11: Os efeitos da Ang-(1-7) no transiente de Ca’* em células tratadas com
aldosterona sao mediados pelo receptor Mas. Perfil do transiente de Ca* em cardiomiocitos
de animais selvagens (A) e Mas™ (B). C-D. Grafico de barras mostrando que os efeitos da Ang-
(1-7) no transiente Ca®* em midcitos tratados com aldosterona sio mediados pelo receptor
Mas. n= numero de células analisadas. #p<0.05 quando comparados com outros grupos.
*p<0.05 quando comparados com células n&o tratadas de animais Mas™.

Para investigar as bases celulares envolvidas no efeito da Ang-(1-7) no
transiente de calcio na presenca da aldosterona, decidimos avaliar pontos chaves na
maquinaria de Ca?* nos cardiomiocitos. O primeiro ponto avaliado foi a corrente de
Ca®* tipo L, um importante determinante do influxo de Ca?" para o interior celular e
desta forma contribui de sobremaneira para o transiente de calcio. Como mostrado na
figura 12, células incubadas apenas com Ang-(1-7) nao apresentaram nenhum efeito
sobre a densidade da corrente de Ca** tipo L
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Figura 12: Ang-(1-7) nao altera lc,. em midcitos ventriculares. Relagbes das médias
corrente-voltagem (IV) para a densidade de corrente Ic,; gravadas de células controle e

tratadas com Ang-(1-7). n=numero de células analisadas.

De maneira oposta, o tratamento com aldosterona de miécitos ventriculares foi
responsavel por aumentar significativamente a densidade da corrente de Ca®" tipo L,
quando comparado a cardiomiécitos nao tratados (em OmV; 8,1 + 0,4pA/pF em 26
células controles versus 9,6 +0,3 pA/pF em células tratadas com aldosterona, p<0.05);

(Figura 13A e 13B), como previamente demonstrado por Bénitah e cols., (1999).
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Figura 13: Aldosterona aumenta ICa, em miécitos ventriculares. A. Amostra de correntes
lca,. gravadas a partir de despolarizagées de -40 a 0 mV durante 300 ms. Aldosterona (1
pmol/L) aumentou significativamente a magnitude da ICa, L em células controles, um efeito que
nao foi alterado pela incubacao concomitante com Ang-(1-7) na concentragdo de 100 nmol/L.
B. Relagbes das médias |-V para ICa, registrada nos grupos controle, aldosterona e

aldosterona/Ang-(1-7). * p<0,05 quando comparado com o controle. n = numero de células.

E importante ressaltar que esse efeito da aldosterona na corrente de Ca** néo
foi alterado na presenca de Ang-(1-7). A partir destes dados podemos destacar dois
aspectos importantes para esses achados. Em primeiro lugar, o aumento da
densidade da corrente de Ca®* pode explicar os efeitos da aldosterona no transiente
de Ca?*, em segundo lugar, o efeito sinérgico observado na presenga de aldo/Ang-(1-
7) nao foi visualizado na densidade da corrente de Ca®, tipo L, indicando assim que
outros fatores poderiam contribuir para os efeitos dessas duas moléculas na

magnitude do transiente de Ca®".

Na figura 14 avaliamos as alteragdbes moleculares que podem ser
determinantes para a modulacéo da sinalizagdo de Ca?* observadas em resposta ao
tratamento com aldosterona/Ang-(1-7). Primeiramente, decidiu-se investigar se a
proteina kinase A (PKA), um alvo conhecido do monofosfato de adenosina ciclico
(AMP ciclico), é um mediador que pode estar “downstream” aos efeitos
desencadeados pela aldosterona. Como apresentado na figura 14A, PKi, um inibidor
da PKA, aboliu os efeitos da aldosterona na amplitude do transiente de Ca?*. Sendo

assim, concluimos que a aldosterona altera o transiente global de Ca?* através da
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ativacdo da PKA. Importante notar, que o inibidor da PKA reduziu significativamente a
amplitude do pico do transiente de Ca®* em células tratadas com aldosterona e Ang-(1-
7) (Figura 14B), indicando que a ativacdo da PKA desempenha um papel importante

nesse cross-talk.

A PKA tem como um de seus alvos a fosfolamban (PLN), uma proteina que
regula a atividade da SERCA2A por aumentar sua fosforilagdo no sitio da serina'®
(Ser'®). A defosforilagdo da PLN inibe a atividade da SERCA2A, ao passo que a sua
fosforilagdo reverte esta inibicdo, aumentando assim a recaptacédo de Ca?* para o RS.
Aqui vale ressaltar que o aumento da concentragdo de calcio no reticulo
sarcoplasmatico pode explicar o aumento da magnitude do transiente de calcio. A
Figura 14C mostra um aumento significativo da fosforilagdo da PLN Ser'®, no sitio da
PKA, induzido pela aldosterona. Efeito semelhante foi observado em cardiomiécitos
expostos ao tratamento conjunto com aldosterona/Ang-(1-7). Assim, estes dados
sugerem que a atividade da SERCAZ2A esteja aumentada em células tratadas com
aldosterona combinadas ou ndo com Ang-(1-7). Outro alvo bem descrito da PKA ¢ a
Tnl (Li, e cols., 2000) que uma vez fosforilada apresenta menor afinidade ao calcio no
complexo actina-miosina. Como consequéncia ocorre aceleragdo da contracédo e do
relaxamento miocardico. Nosso préximo passo entdo foi avaliar a fosforilagcdo da
troponina | nos diferentes grupos experimentais. Foi observado que o tratamento em
conjunto com aldosterona/Ang-(1-7) foi capaz de aumentar ainda mais a fosforilacdo
da pTni (Figura 14D), o que pode favorecer o relaxamento por interferir na

sensibilidade do miofilamento ao calcio.
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Figura 14: PKA é um mediador dos efeitos sinérgicos da aldosterona e Ang-(1-7) no
transiente de Ca®*. A. Cardiomiocitos foram pré-incubados com 10 nmol/L de PKi e, em
seqguida, tratados com 1umol/L de aldosterona, na presenca continua de PKi por 30 min. O
tratamento com PKi aboliu completamente o efeito da aldosterona no pico do transiente de ca’.
B. PKi previniu significativamente o aumento da magnitude do transiente Ca’ induzido pelo
tratamento conjunto com aldosterona e Ang-(1-7). C. Os niveis de fosforilagdo da PLN Ser'®
estdo aumentados em cardiomidcitos expostos a aldosterona independentemente da adicéo de
Ang-(1-7). A-C *p <0,05 quando comparado com os outros grupos. # p <0,05 quando
comparado com o controle. n = numero de células. D. Os niveis de fosforilagdo da Tni estédo
aumentados em cardiomidécitos expostos a aldosterona. Incubagao de cardiomiécitos com Ang-
(1-7) e aldosterona induz um aumento ainda maior na fosforilagdo da Tni. *p <0,05 quando
comparado com o controle. # p <0,05 quando comparado com grupo aldo/(Ang-1-7).n =

numero de células.

Assim, estes dados sugerem que a atividade da SERCA2A esta aumentada em

células tratadas com aldosterona combinadas ou ndo com Ang-(1-7).
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Sendo assim, nosso proximo passo foi investigar os mecanismos celulares
subjacentes a Ang-(1-7) que interferem no aumento da magnitude do transiente de
Ca®* em condicdes suprafisiolégicas de aldosterona. Sabe-se que alteragbes no
contetido de Ca®" do RS podem contribuir para o aumento da liberagdo de Ca?* em
midcitos ventriculares. A fim de investigar essa possivel contribuigdo, foi realizado o
registro do contetido de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (RS), adicionando-se aos
midcitos ventriculares uma carga de cafeina. A cafeina é responsavel por ativar os

receptores de rianodina a fim de que os mesmos liberem Ca** do RS.

Na figura 15A mostramos que o contetdo de Ca? do RS nao apresentou
diferenca entre cardiomidcitos do grupo controle e tratados com aldosterona. No
entanto, deve-se notar uma tendéncia na reducgdo do contetido de Ca* do RS em
midcitos tratados com aldosterona. E importante ressaltar que a incubacdo
concomitante com Ang-(1-7) induziu aumentou significativo do contetido de Ca®* do
RS (aproximadamente 34%), quando comparado com o grupo de células tratadas

apenas com aldosterona.

O contetido de Ca** do RS reflete o balanco entre o Ca** que é recaptado para
dentro do RS via ATPase de Ca? (SERCA2A) e efluxo deste via receptor de rianodina
(RyR). Com o objetivo de investigar o mecanismo pelo qual Ang-(1-7) promove um
aumento do conteudo do RS em cardiomidcitos tratados com aldosterona resolveu-se
avaliar a atividade do receptor de RyR, através da medida indireta, avaliando-se a
frequéncia das sparks de Ca?'. Imagens representativas de sparks de Ca* em
repouso sao apresentadas na Figura 15B. O tratamento de cardiomiécitos com Ang-(1-
7) ndo teve qualquer efeito sobre a frequéncia das sparks de Ca?* (Figura 15C), ao
passo que o tratamento com aldosterona € responsavel por aumentar
significativamente a taxa de sparks de Ca®* (Figura 15D). A adigdo de Ang-(1-7) a
células tratadas com aldosterona preveniu consideravelmente o aumento da taxa de
sparks de Ca?* (Figura 15 D) induzida pela aldosterona. Conclui-se, portanto, que ao
reduzir a taxa de sparks, a Ang-(1-7) contribui para o aumento no contetido de Ca** do

RS, aumentando assim a magnitude do transiente de Ca®* nessas células.
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Figura 15: Ang-(1-7) previne o aumento da taxa Sparks de Ca’* em cardiomiécitos
tratados com aldosterona. A. O contetido de Ca®* do RS n&o apresentou diferenca entre as
células controle e as tratadas com aldosterona. B. Sparks de ca* representativas gravadas em
células em repouso. Barra=100 ms. C. Ang-(1-7) sozinha nao modula a taxa de ocorréncia das
sparks de Ca®". D. Ang-(1-7) previne o aumento significativamente a taxa das sparks de ca®
em midcitos tratados com aldosterona. n= nimero de células. *p<0.05.

Alteracao no equilibrio fisioldgico entre ON e EROS esta envolvida de maneira
critica no desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Recentemente foi
demonstrado que a aldosterona aumenta os niveis de EROS em midcitos
ventriculares, através da ativacdo da NADPH oxidase (Rossier e cols., 2008). Além do
que os receptores de RyR séo sensiveis a sinalizagdo redox (Prosser e cols., 2011). A
partir disso, decidimos investigar se uma das possiveis agbes da Ang-(1-7) seria
alterar o estado redox da célula. Para isso utilizou-se uma sonda fluorescente
MitoSOXRed para detectar a producdo EROS mitocondrial. A figura 16A mostra
imagens de cardiomiécitos incubados com Mitosox nos diferentes grupos
experimentais. Observamos através dos nossos resultados que o tratamento com
aldosterona leva a um aumento significativo de EROS mitocondrial o qual foi detectado

a partir do aumento da fluorescéncia do Mitosox, e que o tratamento com Ang-(1-7)
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preveniu parcialmente esse efeito (Figura 16B), sugerindo uma importante agéo
antioxidante de Ang-(1-7) em células cardiacas.
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Figure 16: Ang-(1-7) previne o aumento dos niveis de EROS desencadeado pela
aldosterona em cardiomiécitos. A. Imagens representativas da fluorescéncia do Mitosox em
midcitos controles, tratados com aldosterona e aldosterona/Ang-(1-7). B. A fluorescéncia do
MitoSOX aumentou significativamente na presenga de aldosterona (1umol/L). Ang-(1-7)
100nmol/L levou a uma reducéo significativa da fluorescéncia em midcitos tratados com
aldosterona. n = ndmero de células analisadas. *p <0,05 versus os outros grupos, # p<0,05 vs

controle.

Sabe-se que o peroxinitrito (ONOQO"), é produto da reacdo de 6xido nitrico e de
anion superoxido, com papel importante em varias patologias. Essa espécie reativa de
oxigénio, exerce efeitos bifasicos sobre a funcdo de cardiomidcitos, de tal modo que
baixas concentracbes de peroxido de nitrito aumentam (Kohr e cols., 2008a; Paolocci
e cols., 2000) e altas concentragdes diminuiem (Kohr e cols., 2008a; Stojanovic e

cols., 2001; Kohr e cols., 2008b ) a for¢a de contragao.

Para detectar possiveis indicativos de aumento ou diminuicdo dos niveis de
peroxinitrito em células tratadas com aldosterona e Ang-(1-7) utilizamos o anticorpo
anti-nitrotirosina em dois experimentos distintos. Primeiramente, foi realizada analise
qualitativa com a técnica de imunofluorecéncia e posterior analise quantitativa através

da técnica de western blot. Sabe-se que a nitrotirosina é o produto da nitracdo de
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tirosina mediado por espécies reativas de nitrogénio tais como peroxinitrito e dioxido
de nitrogénio. Ela é detectada em algumas condigbes patoldgicas (Mohiuddin e cols.,
2006) e é considerada uma marcadora de estresse oxidativo dependente de ON.

As figuras 17 A-D mostram que a presenca da Ang-(1-7) foi responsavel por
aumentar tanto a fluorescéncia quanto a expressao da nitrotirosina em cardiomiocitos
tratados ou ndo com aldosterona .

A C Controle Aldo

Nitrotirosina | .

GAPDH == ww s . Aldo/Ang-{1-7)
& & X
é’& 9902\ ‘;6°
=
1.2 il -
LEM
n ) N '
2 L i
whed
o 50.4 §
= —
= _ TH
0.0 n=k oy B Lk
N P .;?«

Figura 17: Ang-(1-7) aumenta os niveis de nitrotirosina em miodcitos tratados com
aldosterna. A. Blots representativos. B. Grafico de barras mostrando as médias da
densitometria dos niveis de nitrotirosina nos diferentes grupos experimentais. (h=numero de
animais utilizados por grupo). C. Imagens representativas da fluorescéncia de anticopo anti-
nitrotirosina em midcitos controles, tratados com aldosterona, aldosterona/Ang-(1-7) e Ang-(1-
7). D. Gréafico de barras referentes a analise quantitativa dos niveis de nitrotirosina nos
diferentes grupos experimentais. n = nimero de células ou amostras analisadas. * p <0,05
versus os grupos controle e tratado com aldosterona.

Sabe-se que o 6xido nitrico (ON) é um importante modulador da atividade de
proteinas envolvidas na dinamica do Ca?*, incluindo o receptor de rianodina (Ziolo e

col.,, 2001). A partir desta informacédo tentamos estabelecer os mecanismos pelos
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quais a Ang-(1-7) estaria exercendo seus efeitos em células tratadas com aldosterona,
uma vez que a Ang-(1-7) é capaz de induzir a producao de ON em células cardiacas.
Sendo assim, avaliou-se os niveis de ON utilizando uma sonda fluorescente sensivel
ao ON, DAF-FM (4-amino-5methylamino2’7’- diaminofluorescein diacetate). Como
demonstrado de maneira consistente pelos achados anteriores do nosso grupo (Dias-
Peixoto e cols., 2008; Gomes e cols., 2010), o tratamento com Ang-(1-7) (100 nmol/L)
levou a um aumento na producédo de ON (Fig 18A e 18B). Importante, nossos dados
revelam que a producdo de ON via Ang-(1-7) ndo € afetada pelo tratamento com
aldosterona, sendo que esta Ultima atuando sozinha n&o interfere nos niveis de
producdo de ON em cardiomiécitos. Na Figura 18B mostramos que a produgao
aumentada de ON pela Ang-(1-7) foi completamente abolida em células pré-incubadas
com o inibidor de éxido nitrico sintases, L-NAME (NG-nitro-Larginine methyl ester, 10

pmol/L).
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Figura 18: Ang-(1-7) aumenta a liberagdo de ON em midcitos tratados com aldosterona.
A. Imagens representativas de fluorescéncia do DAF em midcitos ventriculares. Barra = 10 ym.
B. Grafico de barras mostrando a produgédo de ON apés tratamento agudo com Ang-(1-7) (100
nmol/L; 30 minutos) em midcitos ventriculares. O aumento significativo dos niveis de ON pos-
incubagdo com Ang-(1-7) néo foi afetado pela aldosterona. Nas células pré-incubadas com L-
NAME, o aumento de ON dependente de Ang-(1-7) foi abolido. Aldosterona sozinha, néo teve
efeito sobre a fluorescéncia do DAF. n = 20-50 cardiomidcitos por grupo. * p<0,05 quando
comparado com o grupo controle, tratado com aldosterona, e tratado com aldo/Ang- (1-7) / L-
NAME.
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Para investigar quais isoformas das ON sintases s&o ativadas pela Ang-(1-7)
em cardiomiocitos tratados com aldosterona, nds realizamos as medidas dos niveis de

fosforilagdo da NOS3 no sitio da serina'"”” 852

(sitio ativador) e NOS1 serina™“ (sitio
inibitério), através da técnica de Western blot. Como demonstrado na Figura 19A, o
tratamento com aldosterona por si sé nao afetou a fosforilagdo da NOS3. Em
contrapartida, células tratadas com aldosterona e Ang-(1-7) apresentaram aumento

77 confirmando assim nossos

significativo nos niveis de fosforilagdo da NOS3 na Ser
achados anteriores (Dias-Peixoto e cols., 2008; Gomes e cols., 2010), nos quais a
NOS3 ¢ ativada pela Ang-(1-7), mesmo na presenca de aldosterona. A falta de efeito
da aldosterona nos niveis de fosforilagdo da NOS1 também foi observada (Figura
19B). Além disso, houve uma diminui¢ao significativa nos niveis de fosforilagdo no sitio
inibitério (Ser®®?) em cardiomidcitos tratados conjuntamente com aldosterona e Ang-(1-
7). Para confirmar se os niveis de expressao de proteina da NOS1 e NOS3 estavam
inalterados durante as nossas condigdes experimentais, medimos a expressao total
dessas proteinas. As figuras 19C e 19D nos mostram que os niveis de expressao da

NOS1/NOS3 nao estavam alterados nas condi¢des experimentais utilizadas.
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Figura 19: Os niveis de fosforilagdo das isoformas NOS1 e 3 estdo alterados nos
miocitos ventriculares tratados com aldosterona/Ang-(1-7). A-B. Acima, blots
representativos. Abaixo, grafico de barras mostrando a média das analises das densitometrias
dos niveis de fosforilagdo da NOS3 Ser'"” e NOS1 Ser®? *p<0,05 quando comparado com
outros grupos experimentais. C-D. Acima, blots representativos. Abaixo, grafico de barras

mostrando médias das analises da densitometria dos niveis totais de NOS3 e NOS1. n=

numero de amostras de cada grupo de cardiomidcitos.

Vale destacar que o tratamento apenas com Ang-(1-7) levou a uma redugéo
dos niveis de fosforilagdo da NOS1 Ser®® mostrando pela primeira vez uma
modulagéo da atividade da NOS1 por esse peptideo (Figura 20 A-B).
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Figura 20: Ang-(1-7) ativa a NOS1 em cardiomidcitos. A. Blots representativos. B. Grafico
de barras mostrando a média das densitometrias dos niveis de fosforilagdo da NOS1 no sitio
Ser®*? (sitio inibitério). *p<0.05 quando comparado com o controle. n= numero de amostras de

cardiomidcitos analisados de cada grupo experimental.

Para confirmar o envolvimento de NOS1 na producdo de ON pela Ang- (1-7),
as células foram tratadas com o inibidor especifico da NOS1 L--ArgNO2-L-Dbu
(10umol /L, L-DBU) (Capetini e cols., 2011). A Inibicdo de NOS1 com L-Arg NO2-L-
Dbu reduziu significativamente o efeito de Ang-(1-7) na amplitude transiente de Ca*
em miécitos tratados com aldosterona (Figura 21), confirmando ainda mais o
envolvimento da NOS1 nos efeitos da Ang-(1-7) sobre a amplitude do transiente de
Ca?*, em condi¢es onde a via da aldosterona esta ativada nos midcitos ventriculares.
Tomados em conjunto, estes dados suportam um papel direto da Ang- (1-7) na
producao de ON como um modulador do transiente de Ca?* em midcitos tratados com
aldosterona, e implica que ambas isoformas NOS1 e NOS3 sao fontes de produgao
de ON derivadas da Ang-(1-7).
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Figura 21: A Inibicdo de NOS1 com seu bloqueador especifico L-Arg NO2-L-Dbu reduziu
significativamente o efeito de Ang-(1-7) na amplitude transiente de Ca2+ em midcitos
tratados com aldosterona. Grafico de barras mostrando o efeito sinérgico entre as vias de
sinalizagdo da aldosterona e Ang-(1-7) na amplitude do transiente Ca® em cardiomidcitos e
parcialmente bloqueado pelo L-Dbu. * p<0,05 quando comparado com os outros grupos
experimentais. #= p<0.05 quando comparado com grupo controle. n= ndmero de células

analisadas de cada grupo experimental.

Reduzindo a fosforilacdo da NOS1 no sitio da serina®?

(sitio inibitorio) o que
ocorre é um aumento da atividade da enzima sugerindo assim uma maior producao de
ON sob estas condigdes. Para reforgar o fato de que a produgao de ON contribui para
os efeitos da Ang-(1-7) sobre a dinamica do Ca?* em midcitos tratados com
aldosterona, nés avaliamos a amplitude do transiente de Ca®* em células tratadas com
L-NAME. Embora o L-NAME nao apresente qualquer efeito sobre a amplitude do
transiente de Ca* quando incubado sozinho (Figura 22A), este reduz
significativamente a magnitude do transiente de Ca** em células tratadas com
aldosterona e Ang-(1-7) (Figura 22B). Assim estes dados reforcam mais uma vez que
0 ON participa do cross-talk entre aldosterona e Ang-(1-7) contribuindo assim para o
aumento significativo da amplitude do transiente de Ca®* nestas condigdes. Sabendo
que o tratamento conjunto com aldosterona e Ang-(1-7) em cardiomidcitos ativa a
PKA, entdo é esperado que o L-NAME n&o reduza completamente o aumento da
amplitude de transiente de Ca®* observado nesse grupo. A Figura 22C mostra que a
pré-incubacdo com L-NAME em cardiomidcitos tratados com aldosterona e Ang-(1-7)
aumentou significativamente a taxa de sparks de Ca?', enquanto que o L-NAME

sozinho ndo influenciou a taxa de ocorréncia das sparks de Ca**.
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Figura 22: ON é importante mediador dos efeitos da Ang-(1-7) sobre a sinalizagao de ca*
em cardiomiocitos tratados com aldosterona. A. Tratamento de miécitos com L-NAME
sozinho nao tem efeito na amplitude do transiente Ca”. B. O tratamento com L-NAME reduz
significativamente a magnitude do transiente de Ca®* em cardiomidcitos tratados com
aldosterona e Ang-(1-7). C. O tratamento com L-NAME restaura os efeitos da aldosterona na
taxa de sparks de Ca®* em midcitos ventriculares incubados com aldosterona e Ang-(1-7).
n=numero de cardiomidcitos. *p<0.05 quando comparados com outros grupos. #p<0.05 quando
comparado ao controle. 1p<0.05 quando comparado a cardiomidcitos tratados com aldosterona
e Ang-(1-7).

Alteragbes na expressdo génica sdo observadas durante o tratamento agudo
com aldosterona, podendo contribuir para os efeitos cardiacos desse horménio, em
longo prazo. Primeiramente avaliamos os genes que sdo expressos durante o
desenvolvimento embrionario, como por exemplo, genes que codificam o peptideo
natriurético atrial (ANP) e cadeia pesada da miosina do tipo B (3-MHC) (Frey e Olson,

2003) e somente sdo reexpressos sob condigcbes de estresse ou em resposta a
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hipertrofia cardiaca. As células de ratos foram entdo tratadas com aldosterona na
presenca de Ang-(1-7) e a expressao destes marcadores foi avaliada. Os niveis de
expressdo do RNA mensageiro (RNAm) que codifica para ANP e B-MHC estao
representados na figura 23 A-B. Os marcadores de estresse avaliados foram re-
expressos somente em cardiomiocitos tratados com aldosterona quando comparados
ao grupo controle e aldosterona/Ang-(1-7). Esses resultados demonstram que a Ang-
(1-7) previne a reativagdo desses genes. Decidimos entdo avaliar se somente a
incubacao de Ang-(1-7) em cardiomiécitos seria capaz de modular os genes que
codificam ANP e B-MHC. Podemos observar na figura 23C-D que a Ang-(1-7) por si s6
€ capaz de promover uma redugdo na expressao dos transcritos desses genes. Esse &

um forte indicativo do papel protetor da Ang-(1-7) contra os efeitos da aldosterona.
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Figure 23: Aldosterona e Ang-(1-7) modulam os niveis de transcricdo génica ANP e @3-
MHC. A. Experimentos de PCR tempo real, revelam um aumento significativa dos niveis de
mRNA que codificam para o ANP apds o tratamento com aldosterona, (1umol/L) por 30

minutos o qual foi previnido pela Ang-(1-7). B. O aumento na transcrigdo de mRNA que codifica
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para o B-MHC foi observado em midcitos tratados com aldosterona. Ang-(1-7) também
antagonizou o efeito da aldosterona sobre os niveis de transcricdo de B-MHC . Os resultados
séo de trés experimentos independentes. C-D O tratamento somente com Ang-(1-7) foi capaz
de promover uma redugdo dos genes que codificam tanto ANP quanto B-MHC. * p <0,05

quando comparado com 0s outros grupos.

Um passo fundamental para a sinalizagdo intracelular mediada pela
aldosterona é a ativagdo do MR e GR, sendo assim, avaliamos as consequéncias
desencadeadas pelo tratamento com aldosterona e Ang-(1-7) e como essas duas vias
de sinalizagdo modulam a transcricdo de mRNA que codifica os genes para receptores
GR e MR em cardiomidcitos ventriculares. Como mostrado na Figura 24 A-B, a
aldosterona promoveu um downregulation do RNA mensageiro (mMRNA) que codifica
para o MR e de maneira inversa causa um up-regulation na transcricdo de mRNA que
codifica para o GR. Nossos resultados mostraram que a Ang-(1-7) antagoniza os
efeitos da aldosterona sobre a expressdo de genes que codificam o mRNA para
ambos os receptores MR e GR. Na figura 24 C-D foi demonstrado que tratamento
somente com a Ang-(1-7) é capaz de modular significativamente os genes que
codificam MR e GR. Esses resultados indicam que a Ang-(1-7), além de modular a
dinamica do Ca®', também é capaz de modular um outro aspecto importante da

sinalizag&o da aldosterona que inclui alteragcées na expressao génica.
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Figure 24: Aldosterona e Ang-(1-7) modulam os niveis de transcri¢ao génica de MR e GR.
A. Experimentos de PCR tempo real, revelam uma diminui¢éo significativa dos niveis de mRNA
que codificam para o MR apds o tratamento com aldosterona, (1umol/L) por 30 minutos o qual
foi prevenidos pela Ang-(1-7). B. O aumento na transcricdo de mRNA que codifica para o GR
foi observado em midcitos tratados com aldosterona. Ang-(1-7) antagonizou o efeito da
aldosterona sobre os niveis de transcricdo de GR. Os resultados sdo de trés experimentos
independentes. C-D O tratamento somente com Ang-(1-7) foi capaz de promover uma reducao
dos genes que codificam tanto MR quanto GR. * p <0,05 quando comparado com os outros
grupos.

A tabela 2 sumariza as principais alteracdes celulares encontradas em miocitos

ventriculares tratados com aldo/Ang-(1-7).
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Tabela 2: Resumo de todas as alteragées celulares observadas em midcitos
ventriculares tratados com aldosterona e Ang-(1-7).

Ang-(1-7) Aldosterona Aldo+Ang-(1-7)
Amplitude do transiente de Ca** - T TT
Contetdo de Ca** SR * - T

T

Fosforilagcdo da PLN-Ser'®

Taxa de spark Ca**

T
Fosforilagdo da Tni = T TT
T

Oxido Nitrico T - T

Producdo de EROS - T

_)(_

Nitrotirosina

mRNA para 3-MHC

mRNA para ANP

— | — | «—

mRNA para MR

— | ¢— | — | | ™

!

mRNA para GR

¥ > | «— | —> |

T = aumento, l= reducdo, = =sem alteracdo, =n&o foi medido. Grupo

aldo/Ang-(1-7) foi comparado com o grupo tratado com aldosterona.

Uma pergunta fundamental levantada a partir deste trabalho ¢é se
concentragdes de aldosterona que ativam apenas receptores MR associadas a Ang-
(1-7) também exerceriam efeito sinérgico na amplitude do transiente de Ca**. Nosso
préximo passo foi avaliar o pico transiente de Ca** em concentragdes de aldosterona
(10 nmol/L), nessa condicao apenas receptores de MR seriam ativados. A figura 25

mostrou que assim como o tratamento em concentragdes suprafisioldégicas de
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aldosterona a Ang-(1-7) foi capaz de promover efeito sinérgico similar em

concentragdes fisiologicas.
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Figura 25: Concentracdes fisiolégicas de aldosterona (10nmM) resultam em efeito
sinérgico com a Ang-(1-7) na magnitude do transiente de calcio. A. Grafico de barras
mostrando o efeito sinérgico entre as vias de sinalizacdo da aldosterona e Ang-(1-7) na
amplitude do transiente Ca®* em cardiomidcitos tradatos com concentragdo fisiologica de
aldosterona (10 nmol/L) e antagonista de MR (Spironolactona). * p<0,05 quando comparado

com os outros grupos experimentais.n = nimero de células.

Esse resultado é de vital importancia para o prosseguimento do trabalho pois
nos mostra que tais efeitos sinérgicos encontrados entre aldosterona e Ang-(1-7)
podem ser atribuidos plenamente a ativacdo de receptores de mineralocorticéide.
Outro ponto interessante que podemos observar nesses resultados € que o tratamento
com spitonolactona nao foi capaz de inibir o aumento no pico do transiente de Ca?*
observados nas células tratadas com aldo na presenca de Ang-(1-7). Pelo contrério,
ele potencializou ainda mais o efeito no pico do transiente de Ca®*. Esse resultado
sugere a participagdo de outro receptor ativado pela aldosterona que ndo é inibido

pela spironolactona.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho aborda as vias de sinalizacdo da aldosterona e Ang-(1-7) no
cardiomiécito e as consequéncias desta sinalizagdo. Em conjunto, nossos resultados
trazem novas perspectivas para a compreensdo de como as duas moléculas de
grande relevancia e com acgdes cardiacas supostamente antagOnicas se associam
para amplificar funcionalmente a sinalizagdo de Ca*" na célula cardica. Em 2007
Guder e colaboradores, mostraram que elevados niveis séricos de aldosterona foram
identificados como um preditor importante de risco de mortalidade em pacientes com
insuficiéncia cardiaca crbénica, de qualquer causa e severidade. Em contrapartida, a
Ang-(1-7) ja demostrou repetidamente em alguns trabalhos  possuir efeitos
cardioprotetores, atenuando e até mesmo previnindo o remodelamento cardiaco
patoldgico in vitro (Gomes cols., 2010; Tallant e cols., 2005) e in vivo (Gomes e cols.,
2010; Grobe e cols., 2007; Loot., 2002; Mercure e cols., 2008; Santos e cols ., 2004)
em resposta a varios fatores, inclusive induzida por ativagdo excessiva de MR.
(Gomez e cols., 2009; Grobe e cols., 2006). Um aspecto notavel & que tratamento
agudo com Ang-(1-7) aumenta ainda mais os efeitos da aldosterona na sinalizacao de
Ca?", apontando um efeito sinérgico entre essas moléculas. .Esta observacédo foi
inicialmente inesperada porque estudos anteriores mostraram efeitos antagbnicos
exercidos por estas duas moléculas no coragéo. (Grobe e cols., 2006; Santiago e
cols., 2010). Por meio deste trabalho demonstramos que a Ang-(1-7) age
conjuntamente com a aldosterona de maneira funcional através de vias de transducao
paralelas e convergentes que incluem a ativacdo da PKA e producdo de ON,
culminando com maior liberacdo de Ca®* nos midcitos ventriculares. Estes achados
tém implicagbes importantes, inclusive na clinica, uma vez que possibilita uma maior
compreensdo de como duas vias de sinalizagdo importantes interagem no coracgéo,
mais especificamenbte nacélula cardiaca. Uma possibilidade levantada neste trabalho
€ que este efeito sinérgico na sinalizagdo de calcio, possa resultar em amplificagdo da
cardioprotecg¢do induzida pela Ang-(1-7), impedindo a deterioragdo progressiva na

contratilidade do miocardio associado ao aumento dos niveis de aldosterona.

Ao utilizarmos uma dose suprafisiologica de aldosterona (1umol/L), foi
observado um aumento no pico do transiente de Ca®". Esse resultado corrobora com
os achados descritos por Benitah e colaboradores., (1999) e Perrier e
colaboradores., (2005). Os miocitos cardiacos quando tratados com antagonistas de
MR (spironolactona) e GR (mifepristona) separadamente, apresentaram um aumento
menos pronunciado do pico do transiente de Ca?. Por outro lado, ao incubar

concomitantemente os dois antagonistas (espironolactona, MR) e (mifepristona, GR),
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foi observada uma completa inibigdo do aumento do pico do transiente de Ca*". Esse
resultado comprova a importancia de agao conjunta dos receptores MR e GR no
aumento pico do transiente de Ca** em condicdes de estimulacao suprafisiolégicas de

aldosterona.

Apdbs comprovada a participagdo da aldosterona no aumento do transiente de
célcio, o préximo ponto verificado foi se a Ang (1-7) na dose de (100nmol/L) poderia
influenciar a resposta da aldosterona no transiente de Ca®', sabendo que esta é
conhecida por apresenta efeitos benéficos no cardiomi6cito (Gomes e cols., 2010 ;
Almeida e cols., 2015). De maneira inesperada, o tratamento concomitante de
aldosterona e Ang-(1-7) promoveu um maior aumento na magnitude do transiente de
Ca?*, 25% acima dos niveis observados em células expostas ao tratamento apenas
com aldosterona. Esse resultado foi ainda mais surpreendente, uma vez que Dias-
Peixoto e colaboradores (2008), demonstraram que tratamento de cardiomiécitos
somente com Ang-(1-7) na mesma dose utilizada pelo nosso grupo, ndo altera a
amplitude do transiente de Ca?*. Portanto, no Presente trabalho foi mostrado que a
associacao entre Ang-(1-7) e aldosterona influencia diretamente na amplitude do
transiente de Ca?* tanto em cardiomiocitos de ratos quanto em camundongos (Almeida
e cols., 2013).

Em 2003 Santos e colaboradores identificou o principal ligante endégeno da
Ang-(1-7), o receptor Mas. Estudos ja mostraram a participagdo desse receptor Mas
mediado pela acdo da Ang-(1-7) em importantes mecanismos envolvidos na protegédo
do sistema cardiovascular (Santos e cols., 2006; Dias-Peixoto e col., 2008). Em 1998
Walther e colaboradores desenvolveram um animal geneticamente modificado que
apresenta auséncia do receptor Mas (animais Mas-KO). Utilizando esse modelo
experimental comprovamos que o sinergismo observado entre aldosterona e Ang-(1-7)
€ dependente do receptor Mas, uma vez que cardiomiodcitos de animais Mas-KO
quando tratados com aldosterona e Ang-(1-7) sumiltaneamente ndo apresentam a
resposta sinérgica observada nos animais wild type. Por outro lado a reposta da
aldosterona no transiente de Ca®* manteve-se preservada nos cardiomidcitos de

camundongos Mas-KO.

Portanto como sera que a Ang-(1-7) é capaz de aumentar o transiente de Ca?*

em cardiomiocitos tratados com Aldosterona?

Existem pontos chaves na maquinaria de Ca®* nos cardiomidcitos . A corrente
de Ca* tipo L, que determina o influxo de Ca** para o interior celular e o contetido de

Ca®* do RS. Ambos processos determinante para se elevar o transiente de Ca?".
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Primeiramente avaliou-se a corrente de Ca?" tipo L. E sabido que um
importante ativador do canal de Ca®* tipo L é a PKA. Esta por sua vez é capaz de
fosforilar o canal e quando fosforilado este canal permite um aumento no influxo de

ions levando ao aumento da corrente de Ca?".

Nossos resultados mostraram que tratamento agudo com aldosterona induz
ativagdo moderada de PKA em cardiomiécitos ventriculares, o que leva a um aumento
no transiente de Ca?*, possivelmente através do aumento da corrente de Ca?* do tipo
L (ICa). Esses achados estao de acordo com (Benitah e cols., 1999; Perrier e cols.,
2005). Importante observar que a Ang-(1-7) nao foi capaz de interferir na amplitude da
corrente de calcio, ou seja alteracbes na corrente de calcio ndo explicam o efeito
sinérgico da aldosterona e da Ang-(1-7) no transiente de calcio. Esse dado é de
fundamental importancia visto que podemos chegar a duas conclusdes: A primeira que
a ativagdo da PKA é fundamental para o aumento do transiente de Ca?* nessas
condigcOes e a segunda € que existe outro fator responsavel pelo aumento ainda maior

no transiente de Ca** nas células tratadas com aldosterona e Ang-(1-7).

Ja foi demonstrado na literatura que a PKA tem varios alvos celulares na célula
cardiaca, dentre eles podemos citar o canal de Ca2+ tipo L, o receptor de RyR, e a
fosfolambam (Bers,2001 e 2002a).

Dentre esses alvos destaca-se a fosfolambam. E sabido que a fosfolambam é
um poderoso regulador da SERCA. O estado nao fosforilado dessa proteina faz com
que a mesma iniba a bomba de Ca®* do RS (SERCA), vale ressaltar que no estado
fisiolégico essa proteina (PLN) continua ativa, porém com menor atividade. Sendo
assim, quando a fosfolambam é fosforilada por exemplo pela PKA o que acontece é
qgue ela solta do complexo SERCA/PLN e nessas condigdes a atividade da SERCA é
aumentada. Nossos resultados mostraram que os niveis de fosforilagdo da
fosfolambam no sitio da PKA (ser16) encontram-se similares em cardiomiécitos
tratados com aldosterona e aldosterona na presenga da Ang-(1-7), contudo

aumentados em relagéo as células do grupo CT.

Baseado no fato que a Ang-(1-7) ndo influencia o trensiente de Ca?
analisamos o outro fator determinante para elevagdo do transiente de Ca®** no
cardiomiécito, o conteudo de Ca?** do RS. Em relagdo ao grupo trarado com

aldosterona, a Ang-(1-7) ndo é responsavel por aumentar o contetido de Ca®* do RS.
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O contetido de Ca*? do SR em cardiomiécitos ventriculares é determinado pela
atividade da SERCA ,responsavel pela recaptacdo de Ca*? e também pelo efluxo de
Ca'? via receptor de RyR. Como mostrado anteriormente os nossos resultados
descartaram a participagdo da PLN e da SERCA na tentativa de explicar o aumento
do transiente de Ca?* em midcitos ventriculares tratados com aldosterona e
aldosterona na presenca da Ang-(1-7). Esse fato estava relacionado ao periodo de
incubacao da aldosterona na célula. (30minutos), considerado curto para que haja a
sintese de SERCA. Além disso, os niveis da fosforilagdo fosfolambam n&o estavam
alterados em céluals tratadas com aldosterona e aldosterona na presenga de Ang-(1-
7) como visto anteriormnte. Sabendo que o contelde de Ca®* do RS é também
determinado pelo efluxo de Ca®" via RyR. Nossos resultados mostraram que o
tratamento com aldosterona aumenta a atividade do receptor de RyR, permitindo um
maior vazamento de Ca®" do RS para o citosol. Esse resultado é determinado pelo
frequéncia aumentada de sparks de Ca?* nessas células. Vale ressaltar que a spark
de ca2+ ¢é a liberagao espontanea de Ca*" durante a diastole. Desta forma, a reducéo
na frequéncia das sparks de calcio no grupo aldosterona/Ang-(1-7), quando
comparado ao grupo aldosterona leva a um aumento do conteudo de calcio nas
células tratadas com ambos aldosterona e Ang-(1-7), culminando em um maior

transiente de calcio.

Consistente com os nossos resultados, outros estudos demonstraram que
aumentos nos niveis da aldosterona promovem incrementos nos niveis de cCAMP em
células do musculo liso vascular (Christ e cols., 1999) e dutos coletores medulares
internos (Sheader e cols., 2002). Além disso, o conteido de Ca”* do RS ndo é
alterado em cardiomidcitos tratados com aldosterona apesar do aumento da
fosforilagdo da PLN Ser'®. Portanto, concluimos que o efeito completo de ativagdo da
PKA na carga de Ca? do RS em céluas tratadas com aldosterona foi mascarado pelo

aumento da taxa de sparks de Ca*".

Curiosamente, a PKA permanece ativada em células tratadas com uma
combinacéao de aldosterona e Ang-(1-7), como pode ser visto pela redugao significativa
na amplitude do transiente de Ca?* observada neste grupo, quando tratado com PKI,
um inibidor de PKA. Desta forma, em condi¢cdes onde a PKA estd ativada, a Ang-(1-
7) €& responsavel por aumentar a produgcao de ON em miécitos tratados com
aldosterona, tendo o ON um papel crucial nos efeitos da sinérgicos da Ang-(1-7) sobre
o transiente de Ca*. O ON pode interagir com proteinas envolvidas no AEC e é
conhecido por regular o canal de Ca®* do tipo L (Campbell e cols., 1996) e o receptor

de RyR (Zahradnikové e cols., 1997), funcionando tanto como um agente inotrépico
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positivo ou negativo. Pelo fato da Ang-(1-7) ser a responsavel pelo aumento dos
niveis de ON, sem alterar o transiente de Ca?*, é concebivel que o impacto no
transiente de Ca®* em condicdes de associagdo entre Ang-(1-7)/aldosterona
dependa de outros fatores, tais como o grau de ativagdo PKA. De acordo com a
literatura, funcionalmente, a interacdo entre a sinalizagdo da PKA e ON pode
acarretar tanto no aumento, quanto atenuar a liberacdo de Ca®** em midcitos
ventriculares. (Ziolo e cols., 2001). Neste contexto, Ziolo e cols., 2001 demonstraram
que o efeito do ON sobre a atividade do receptor de RyR e consequentemente no
transiente de Ca®* podem ser moduladas pelo estado de ativacdo da PKA. A ativacéo
de PKA leva a fosforilagdo de varias proteinas envolvidas no AEC incluindo o RyR.
Neste contexto, a fosforilagdo do receptor de RyR pela PKA acarreta em um
aumento da probabilidade de abertura desse canal (Po), que é visto através do
aumento na taxa de sparks de Ca*" no repouso, de encontro aos nossos resultados,
este aumento das sparks de calcio foi revertido pelo tratamento com o doador de ON
(Ziolo e cols., 2001).No presente estudo, as células tratadas com aldosterona levaram
ao aumento das sparks de calcio, sendo que na presenca da Ang-(1-7) este efeito da
aldosterona foi inibido. Considerando que a Ang-(1-7) induz a producado de ON,
podemos especular que o ON dependente da Ang-(1-7) € capaz de atenuar o aumento
das sparks de calcio. Maior suporte a esta idéia veio do fato de que o tratamento com
o L-NAME, aboliu o efeito da Ang-(1-7) na frequéncia das sparks. Tomados em
conjunto, estes resultados sugerem que a probabilidade de abertura do receptor de
RyR é significativamente reduzida em midcitos tratados com aldosterona quando
expostas ao tratamento com Ang-(1-7). Assim, nossos resultados revelam um papel,
previamente n3o identificado para Ang-(1-7), como um modulador das sparks de Ca*
no coragdo, sob condicdes de elevados niveis de aldosterona. De fato, foi
demonstrado por Gomez e cols., 2009 que a aldosterona afeta diretamente a atividade
do receptor de RyR, levando a dissociagdo da FKBP12.6, um importante estabilizador
do receptor de rianodina. Como consequéncia, foi observado um aumento no nimero
de sparks de Ca®" anormais em midcitos ventriculares. Essa libertacdo de Ca?
anbmala durante a diastole tem sido associada ao desenvolvimento de arritmias
cardiacas em modelo de insuficiéncia cardiaca (Wehrens e cols., 2005). Uma
implicagdo potencialmente importante das nossas descobertas é que Ang-(1-7),
através da reducdo da taxa de sparks de Ca®" na presenca de aldosterona, pode

proteger o coragao contra arritmias fatais.

No repouso, quando a concentragdo de calcio intracelular é baixa (~107 M), o

sitio da TnC sensivel ao calcio esta desocupado. Nesta condi¢ao a interagdo entre Tnl
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e TnC é fraca, favorecendo a interacdo de Tnl com actina. Isto favorece a
configuragdo do complexo troponina-tropomiosina de tal forma a esconder o sitio ativo
da actina, que interage com a miosina. Quando a [Ca®" i] aumenta (10°~10° M), o
Ca*" se liga ao seu sitio na TnC. Esse fendmeno favorece a interagdo da TnC com
Tnl, a qual desestabiliza a interagdo da Tnl com a actina. A interagao TnC-Tnl desloca
a Tnl do sitio ativo da actina, retirando o impedimento estérico, que ocorre em baixas
concentragdes de calcio. Dessa forma, a miosina pode-se ligar a actina, ativando a
atividade ATPasica da miosina, sendo dessa forma deflagrada a contragéo, através do
fendbmeno da cooperatividade (Bers, 2008). Decidimos medir a expressao da fosfo-
troponina | para avaliar uma das proteinas responsaveis pela contragdo celular.
Nossos resultados sugerem que a aldosterona € capaz de diminuir a sensibilidade
dos miofilamentos ao Ca®*, promovendo uma contragdo celular mais rapida (Wenzel e
cols., 2010), uma vez que a aldosterona leva a aumento da fosforilagdo da Tni. A
presenca da Ang-(1-7) em cardiomidcitos tratados com aldosterona é responsavel por
gerar uma fosforilagdo ainda maior da P-Tnl.

O AEC no cardiomidcito € modulado pela presenga do ON. Esta producao esta
associada principalmente a duas isoformas das 6xido nitrico sintases. A NOS3 é
expressa nas caveolas da membrana sarcoplasmatica e dos tubulos-T, onde ela
interage com a caveolina-3 (Feron e cols., 1996;Garcia-cardena e cols., 1996;Barouch
e cols., 2002;feron e cols., 1998), o canal de calcio tipo-L e o receptor $3-adrenérgico
(Bredt, 2003), enquanto a NOS1 é expressa no reticulo sarcoplasmatico (RS), onde
ela interage com o RyR (Barouch e cols., 2002), e na mitocéndria (Kanai e cols.,
2001). Assim, os efeitos intracelulares do ON s&o diferentes conforme o

compartimento intracelular especifico onde a NOS se localiza(Belge e cols., 2005).

Niveis de fosforilacdo da NOS3 na Ser'"”’

aumentaram significativamente em
midcitos tratados conjuntamente com aldosterona/Ang-(1-7). Corroborando estes
achados, Dias Peixoto e cols., 2008 demonstraram anteriormente que tratamento
apenas com Ang-(1-7) aumenta a fosforilagdo de NOS3 em cardiomidcitos.
Regulacdo da sintese de NO por NOS3 representa uma via final critica comum para
explicar o beneficio de varios tratamentos eficazes tanto para isquemia aguda do
miocardio,quanto para insuficiéncia cardiaca congestiva.(Hafezi-Moghadam e cols.,
2002). Assim, é possivel que a ativagao da NOS3 constitua uma caracteristica celular

marcante das agoes benéficas da Ang- (1- 7).

Além disso, foi demonstrado por nés que a NOS1 é modulada pela Ang-(1-7)

em células tratadas aldosterona. Dando suporte a  esta constatagdo, ratos
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transgénicos com aumento crénico nos niveis circulantes de Ang-(1-7) apresentaram
elevacdo nos niveis de expressdo de NOS1 em midcitos ventriculares (Gomes e
cols.,2010), sugerindo a NOS1 como importante alvo da Ang-(1-7) em cardiomidcitos
ventriculares. Além do mais, tem sido mostrado que a NOS1 participa da modulagao
na sinalizagdo de Ca®* nos midcitos ventriculares (Barouch e cols., 2002). Conforme
esse trabalho, a inibicdo aguda da NOS1 reduziu significativamente a amplitude do
transiente de Ca®*.(Wang e cols., 2008). Nossos dados sugerem que o NO derivado
da NOS1 também desempenha um papel importante nos efeitos protetores da Ang-(1-
7) em cardiomiécitos, no entanto a contribuicdo especifica de cada isoforma das

NOS, ainda precisa ser determina.

Ja foi demonstrado que a NOS1 tem uma localizacao preferencial no RS, onde
esta colocaliza-se coma enzima xantina oxidorredutase.(Khan e cols., 2004). Este
sistema espacialmente confinado regula o potencial redox da célula, uma vez que a
NOS1 regula negativamente a atividade da xantina oxidorredutase (XOR).(Khan e
cols., 2004). Neste contexto, tem sido demonstrado que a deficiéncia de NOS1
estimula a producdao de O, mediada pela XOR, levando a diminuicdo da
contratilidade. E importante pontuar que ainda ndo é conhecida a contribuigdo da
XOR para os efeitos da aldosterona em células cardiacas. No entanto, um mecanismo
possivel para a Ang-(1-7), € que esta exerca as suas agdes anti-oxidantes modulando
a atividade da XOR através da NOS1. Além da XOR, existem varias fontes de
producdo de EROS em cardiomidcitos. Foi demonstrado por Rude e cols., 2005 que a
aldosterona aumenta O, (anion superoéxido) através da ativagcdo da NADPH oxidase e
que este processo desempenha um papel importante no desenvolvimento das
patologias cardiacas induzidas pela aldosterona.(Sun e cols., 2002). Além disso,
sabe-se que um alvo importante do stress oxidativo € o RyR. Visto que o RyR é alvo
de sinalizagéo redox é concebivel que a agdo antioxidante da Ang-(1-7) possa regular
a atividade RyR, alterando a probabilidade de abertura do canal e/ou por prevenir a
dissociacdo de FKBP12.6. Esta hipétese é baseada nos nossos dados de conteudo
de Ca®" do RS e das sparks de célcio, como citado anteriormente. Como a Ang-(1-7)
aumenta a carga de Ca** do RS em midcitos tratados com aldosterona. Uma vez que
o contetido de Ca?* do RS reflete o equilibrio entre a recaptacdo de Ca?* através do
RS via Ca®* ATPase, e efluxo de Ca*" através do RyR, uma reducdo no vazamento de
Ca*" é consistente com o aumento do contelido de Ca”** do RS encontrado em
midcitos tratados com aldosterona, quando expostos a Ang-(1-7). No entanto, mais
experimentos sdo necessarios para investigar plenamente se a sinalizagédo da Ang-(1-

7) modula diretamente a atividade RyR.
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Alteracao no equilibrio fisiolégico entre ON e EROS esta envolvida de maneira
critica no desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Recentemente foi
demonstrado que a aldosterona aumenta os niveis de EROS em midcitos
ventriculares, através da ativacdo da NADPH oxidase (Rossier e cols., 2008). Foi
observado nos nossos resultados que o tratamento com aldosterona leva a um
aumento significativo de EROS mitocondrial, corroborando os achados de Rossier e
cols., (2008), e que o tratamento com Ang-(1-7) preveniu parcialmente esse efeito,

sugerindo uma importante acao antioxidante de Ang-(1-7) em células cardiacas.

Por outro lado, o superéxido(O;’) produzido localmente pode contra regular
acdes do oxido nitrico. No RS a oxidacdo do receptor de rianodina reduz sua
atividade, e ao nivel do sarcolema o O, pode provocar desacoplamento da NOS3. A
NOS3 desacoplada é mais uma fonte de superéxido. Ainda ha a combinagdo do ON
ao Oy gerando peroxinitrito (ONOQO") que possui efeitos toxicos na célula pela sua
acao oxidante. Sabe-se que o peroxinitrito (ONOQO") é produto da reacdo de Oxido
nitrico e de anion superéxido, sendo este um efetor importante em varias patologias,
com alta acéo oxidante de proteinas. Essa especie reativa de oxigenio , exerce efeitos
bifasicos sobre a fungcdo de cardiomidcitos, de tal modo que baixas concentracdes
aumentam a (Kohr e cols., 2008a; Paolocci e cols., 2000) e altas concentragdes
diminuem (Kohr e cols., 2008a; Stojanovic e cols., 2001 e Kohr e cols., 2008b) a
contragdo. Inesperadamente, nosso estudo revelou que a Ang-(1-7) € capaz de
aumentar os niveis de peroxinitrito em células tratadas com aldosterona, além do mais
Ang-(1-7), sozinha, também foi capaz de aumentar os niveis celulares de peroxinitrito.
As consequéncias deste aumento dos niveis de perdxido de nitrito para a célula
cardiaca, ainda sdo desconhecidos. No entanto, dados recentes da literatura apontam
para uma acédo regulatéria do perdxido de nitrito na célula cardiaca. Ziolo e cols., 2008
demonstraram que a atividade da PKA pode ser aumentada pelo peroxinitrito, e que
este efeito esta relacionado a 6xido nitrico sintase neuronal (NOS1). Portanto, NOS1
pode regular a contragdo dos cardiomidcitos, por produgdo de peroxinitrito, via
ativacdo da PKA. Demonstrou-se que a regulacdo da contracdo dos cardiomidcitos
através da NOS1 passa pela modulacdo na fosforilacdo da PLB®'® através da
producdo de peroxinitrito (Whang E cols., 2008). Baseado nesta literatura, podemos
especular que a Ang-(1-7) sustente a ativagdo da PKA induzida pelo tratamento com
aldosterona através da producdo de peroxinitrito via NOS1. No entanto, em células
tratadas apenas com Ang-(1-7), é observado o aumento do peroxinitrito, embora nao
tenha sido detectada aumento de fosforilagdo da PLN no sitio Ser16 (sitio fosforilado

pela PKA). Auséncia de fosforilagdo da PLN no sitio Ser16, indica auséncia de
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ativacdo da PKA. Esta observacdo vai contra os resultados propostos na literatura
sendo assim serao serdo necessarios mais experimentos afim de elucidar a relagao

entre os niveis de peroxinitrito, ativagcao da PKA e a Ang-(1-7) em cardiomidcitos.

Outro conceito novo e importante na fisiologia do ON é o balanco entre
espécies reativas de oxigénio (EROS), dentre as quais o superdxido (O;) e as
espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o ON. Este balango recebeu a
denominagao de balango nitroso oxidativo (Hare & Stamler, 2005). O ON regula
diversas caracteristicas da fisiologia cardiaca, entre elas a energética cardiaca, o
AEC, o inotropismo e o lusitropismo (Hare, 2003; Belge e cols., 2005; Massion e cols.,
2003; Danson e cols., 2005; Hare, 2004a); e em muitos destes casos tanto as EROS
quanto as ERS participam (Hare & Stamler, 2005). Em uma visao inicial, as EROS
inativavam a atividade biologica das ERN, gerando outras espécies toxicas e reativas,
como o peroxinitritom ja citado anteriormente (Gryglewski e cols., 1986). A S-
nitrosilagdo oferece um modo alternativo para as EROS e as ERN interagirem. EROS
em excesso podem impedir a S-nitrosilagdo protéica fisiolégica, ja que as EROS
podem tanto reagirem com os mesmos radicais tidis que sdo alvos da S-nitrosilagédo
quanto mudarem a propensédo da proteina de sofrer S-nitrosilagao (Xu e cols., 1998). A
descricdo acima da regulacdo do RyR pelas ERN e EROS se encaixa dentro deste

conceito.

Assim, o desequilibrio nitroso-oxidativo pode prejudicar a S-nitrosilagédo
protéica e desregular a energética cardiaca e o AEC (Hare, 2004b;Hare & Stamler,
2005). Este desequilibrio pode resultar tanto de formagéo excessiva de EROS quanto
de reducao da formacao de ERN. Porém, nossos resultados mostram que a Ang-(1-
7) é capaz de modular tanto producdo de EROS, quanto a produgdo de ON através
das NOS1 e NOS3.

As ac¢des rapidas, ndo-gendbmicas da aldosterona, particularmente em tecidos
nao-epitelias tais como: células da musculatura lisa vascular, linfécitos, células
endoteliais, midcitos cardiacos e células renais vem sendo especuladas. Nesses
tecidos foram observados os efeitos precoces causados pela aldosterona (< 15
minutos), que nao sao sensiveis aos inibidores spironolactona e eplerenona. (Booth e
cols., 2002, Connell e cols., 2005). Acredita-se que as acbes nao-gendmicas da
aldosterona sejam mediadas por meio de outro tipo de receptor (talvez um receptor de
membrana) que seja diferente do MR classico (Sakaie e cols., 2000) indetificado na
musculatura lisa vascular por Gross e cols., 2011, o GPR30. Foi demonstrado por nds

que respostas rapidas induzidas pela aldosterona no cardiomiocito também ocorrem
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de maneira similar a musculatura lisa vascular (Gross e cols., 2011). Foi observado
que o tratamento agudo com aldosterona aumenta o transiente de Ca®** e que o
tratamento com spironolactona, o antagonista classico de receptores de MR, nao foi
capaz de antagonizar tais efeitos. Este resultado sugere que em condi¢cdes onde o
receptor de MR estd inibido, o efeito sinérgico da aldosterona e Ang-(1-7) no transiente
de calcio esta exacerbado. Interessante que este mesmo efeito nao é observado nas
células tratadas apenas com aldosterona na presenca da spironolactona, sugerindo
que a presenca da Ang-(1-7) é fundamental para este efeito sinérgico exacerbado, em

condi¢des de inibicdo do MR..

Um ponto critico de sinalizagdo aldosterona é o contexto no qual ocorre a
ativagcdo de MR e GR. Nossos resultados indicaram que aldosterona promoveu um
downregulation do RNA mensageiro (mMRNA) que codifica para o MR e de maneira
inversa causa um up-regulation na transcricdo de mRNA que codifica para o GR.
Nossos resultados mostraram que a Ang-(1-7) antagoniza os efeitos da aldosterona
sobre a expressdo de genes que codificam o mRNA para ambos os receptores MR e
GR. Sabe-se que o estado redox da célula influencia diretamente a contribuicao
relativa a resposta desencadeada por cada receptor. A identificacdo de uma
convergéncia na sinalizacdo entre aldosterona e Ang-(1-7), sob condi¢gdes em que
ambos os receptores estdo ativados levou-nos a especular se Ang- (1-7) poderia ser
capaz de modular as acbes mediadas pelo balanco entre os receptores de MR e GR.
Um ponto a ser observado é que a Ang-(1-7) foi capaz de modular significativamente
os genes que codificam MR e GR. Esses resultados indicam que a agéo antioxidante
da Ang-(1-7) associada com a sua capacidade para manter a ativacdo da PKA
induzida pela aldosterona, confere a este peptideo a capacidade de manter a fungao
contratil e preservar o estado redox da célula em condicdes de excesso de

aldosterona.
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7. CONCLUSAO

Nossas descobertas de um cross-talk entre as vias de sinalizagdo da Ang-(1-7)
e aldosterona sob condicdes em que ambos os receptores sdo ativados em
cardiomiécitos desvendou uma sinalizacdo até entdo desconhecida que inclui vias
que possuem agdes sinérgicas (transiente de Ca?'), e agbes antagdnicas (estado
redox da célula) dando uma visdo mais aprofundada em como estas duas vias de
sinalizagdo interagem nas células cardiacas. A identificacdo de uma sinalizagao
cruzada entre aldosterona e Ang-(1-7), em condi¢cdes de ativacado tanto GR and MR
nos levaram a especular que a angiotensina-(1-7) pode ser capaz de modular o
equilibrio de agdes mediadas por MR/GR e além disso interferir diretamente na
expressdo desses receptores. Estas observacdes tém implicagbes terapéuticas
importantes, dado o fato de que o receptor de MR é um alvo importante para a
prevencao da descompensacao da funcdo do coragdo em pacientes com insuficiéncia
cardiaca. Por exemplo, a fungdo exercida pelo receptor de MR pode ser influenciada
pelo estado redox da célula (Rossier e cols., 2008), por esse motivo, é possivel que a
Ang- (1-7), impedindo o aumento de EROS induzida pela aldosterona possa modular a
resposta de MR a corticosterdides. (Ferreira e cols., 2010; Marques e cols., 2011).
Além de sua acado antioxidante, a via de producdo ON dependente da Ang-(1-7)
associada com a sua capacidade para manter a ativagdo da PKA induzida pela
aldosterona, podem conferir a este peptideo a capacidade de manter a fungao contratil
em condicdes de excesso de aldosterona. Além disso, a liberagdo de Ca** anormal
durante a diastole tem sido associada com o desenvolvimento de arritmias em
modelos de insuficiéncia cardiaca. Uma potencial implicagdo das nossas descobertas
é o fato de que a Ang-(1-7) através da redugéo de taxa de frequéncia de Ca** durante
a diastole na presenca de aldosterona possa proteger o coragé&o contra as arritmias

cardiacas que ameagam a vida.
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