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RESUMO

O sistema renina-angiotensina é importante na regulacdo cardiovascular e na geracdo e
conducdo do impulso cardiaco. Estudos j& demonstraram que a Angiotensina (Ang)-(1-7)
possui efeitos antiarritmicos e cardioprotetores em corag6es isolados de ratos. Contudo,
os efeitos da Ang-(1-7) nas arritmias cardiacas in vivo ainda ndo foram avaliados. Sendo
assim, o objetivo desse projeto foi investigar o efeito antiarritmico da Ang-(1-7) in vivo e
seus mecanismos de acdo. Para isso, arritmias foram induzidas em ratos com uma
combinacdo de halotano (1,5%) e adrenalina (5 a 20 pg/kg; via veia jugular). Eletrodos
foram posicionados para registros eletrocardiograficos. O protocolo experimental foi
composto por 10 min de registro das arritmias desencadeadas pela adrenalina, seguidos
de mais 10 min de registro das arritmias causadas por nova injecdo de adrenalina
associada a Ang-(1-7) (0,04; 4 ou 400 nM). Para avaliacdo dos mecanismos de acdo foi
utilizado A-779, antagonista do receptor da Ang-(1-7), L-NAME, inibidor inespecifico
das oxido nitrico (NO) sintases, e o DIZE, ativador da ECA2 [principal enzima
formadora de Ang-(1-7)]. Pardmetros hemodindmicos (pressdo arterial e frequéncia
cardiaca) foram analisados a partir de uma canula inserida na artéria femoral. Nossos
resultados indicaram que a Ang-(1-7) (4 nM) reduz significativamente a quantidade de
arritmias quando comparado ao controle [49+13 eventos arritmicos vs. 1614 eventos
arritmicos na presenca da Ang-(1-7)]. Esse efeito foi bloqueado pelo A-779, pelo L-
NAME e ndo provocou alteracBes nos parametros hemodinamicos. A injecdo do DIZE
também promoveu uma reducéo significativa das arritmias. A fim de confirmar os efeitos
antiarritmicos in vivo da Ang-(1-7), bem como analisar esses efeitos a nivel celular,
cardiomidcitos ventriculares de camundongos foram isolados e utilizados em trés técnicas
experimentais (analise da contratilidade, patch clamp e microscopia confocal). Uma
solucdo de halotano+isoproterenol foi administrada nos cardiomiécitos com o objetivo de
desencadear as arritmias. Nos experimentos de contratilidade foi confirmado que a Ang-
(1-7) e o DIZE diminuem significativamente a quantidade de arritmias sem alterar a forca
de contracdo. Para avaliar se a reducéo das arritmias esta relacionada com alteracfes na
excitabilidade dos cardiomidcitos, nds analisamos o potencial de acdo dessas células. Os
resultados mostraram um encurtamento do potencial de acdo e diminui¢do do potencial
de repouso dos cardiomiocitos tratados com Ang-(1-7) ou DIZE, o que pode ser

considerado um efeito cardioprotetor. Por fim, analisamos a participacao do calcio nesses
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efeitos utilizando a técnica de confocal e observamos que a Ang-(1-7) e o DIZE
diminuem a quantidade de waves. Nao houve alteracdo significativa na amplitude do
transiente de célcio mas, considerando o decaimento do transiente, foi observada uma
reducdo significativa desse parametro no grupo de células incubadas apenas com a Ang-
(1-7). Assim, concluimos que a Ang-(1-7) reduz as arritmias in vivo via Mas e liberacéo
de NO. Esse efeito foi confirmado pela administracdo do DIZE que também apresentou
efeito antiarritmico. Estes dados sugerem que a Ang-(1-7) e o DIZE podem ser Uteis para

o0 tratamento de sindromes arritmogénicas que levam a morte subita.

Palavras-chave: Arritmias cardiacas, Morte subita, Sistema renina-angiotensina,

Enzima-conversora de angiotensina 2, correntes ionicas.
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ABSTRACT

Angiotensin (Ang)-(1-7), a peptide of the renin-angiotensin system, has
cardioprotective and antiarrhythmic effects in isolated rat hearts. However, the effects of
this peptide on cardiac arrhythmias in vivo and details regarding its mechanisms of action
are unknown. The aim of this study was to investigate the effects of Ang-(1-7) on cardiac
arrhythmias in vivo and its mechanisms of action. Cardiac arrhythmias were induced in
Wistar rats using a combination of halothane (1.5%) and epinephrine (5 to 20pg/kg, iv).
Electrocardiographic records were made by placing an electrode in each rat limb. A 10-
minute period of arrhythmias was followed by an additional 10-minute period of
arrhythmias in the presence Ang-(1-7). To analyze the mechanisms of action, we used A-
779 [antagonist of Ang-(1-7) receptor], L-NAME (inhibitor of nitric oxide synthases) and
DIZE [activator of the ACE2, the main Ang-(1-7)-forming enzyme]. Blood pressure and
heart rate were evaluated by a cannula inserted into the femoral artery. Our data showed
that Ang-(1-7) significantly reduced cardiac arrhythmias when compared with control
[Control: 4913 and Ang-(1-7): 16x4 arrhythmic events]. This effect was blocked by A-
779 and L-NAME, without changes in the hemodynamic parameters. DIZE injection also
promoted a significant reduction in the arrhythmic events. To confirm these in vivo
antiarrhythmic effects of Ang-(1-7), ventricular cardiomyocytes were isolated from mice
and used in three experimental techniques (analysis of contractility, patch clamp and
confocal microscopy). Cardiomyocytes were perfused with a solution of halothane plus
isoproterenol in order to trigger arrhythmias. Contractility experiments confirmed that
Ang-(1-7) and DIZE significantly decrease the amount of arrhythmias without changing
the contraction force. To evaluate if this reduction in arrhythmias was associated to
alterations in the excitability of cardiomyocytes, we analyzed the action potential. The
results showed a shortening of the action potential and a decrease in the resting potential
of cardiomyocytes treated with Ang-(1-7) and DIZE. These actions can be considered as
cardioprotective effects. Finally, we analyzed the involvement of calcium in these effects
using confocal microscopy and it was observed that Ang-(1-7) and DIZE decreased the
amount of calcium waves. There were no significant changes in the amplitude of the
calcium transient, but considering the transient decay, we observed a significant reduction
in this parameter only in cells incubated with Ang-(1-7). Altogether, these results indicate
that Ang-(1-7) reduces cardiac arrhythmias in vivo through activation of Mas and nitric
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oxide release. This effect was confirmed by DIZE. These data suggest that Ang-(1-7) and

DIZE might be a feasible therapeutic agent to treat arrhythmogenic syndromes.

Key words: Cardiac arrhythmias, Sudden death, Renin-angiotensin system, Angiotensin-
converting enzyme 2, ionic currents.
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1- INTRODUCAO
1.1- Fisiologia cardiaca
1.1.1- Estrutura geral do coragéo

O coracdo exibe um conjunto amplo de atividades e capacidade funcional
executando uma enorme quantidade de trabalho durante a vida de um individuo (Berne &
Levy, 2009). Nos mamiferos, o coracdo encontra-se organizado em quatro cavidades,
dois atrios (cavidades superiores direita e esquerda) e dois ventriculos (cavidades
inferiores direita e esquerda) (Figura 1). Por essas cavidades circula o sangue sendo que,
0 é&trio direito recebe sangue ndo oxigenado através das veias cavas e 0 atrio esquerdo
recebe sangue recém-oxigenado pelos pulmdes através das veias pulmonares. O sangue é
ejetado do coracdo pelas artérias pulmonar e aorta que saem dos ventriculos direito e
esquerdo, respectivamente. O ventriculo direito atua como uma “bomba de volume”,
desenvolvendo pressdes relativamente baixas ao ejetar sangue venoso (rico em gas
carbonico) para circulacdo pulmonar e o ventriculo esquerdo ejeta o sangue com alta
pressdo para a circulacdo sisttmica. Esse sangue é arterial (rico em oxigénio) e nutri
todos os sistemas do organismo, incluindo o proprio coracdo (nutrido através das artérias
coronérias). E importante ressaltar que nessas cavidades ndo ocorre qualquer tipo de
mistura entre sangue arterial e venoso, ou seja, ndo existe nenhum tipo de comunicagéo
direta entre os atrios ou entre os ventriculos. Por outro lado, a comunicacdo atrio-
ventriculo € feita através das valvas cardiacas, sendo que a tricispide comunica o atrio e
ventriculo direitos e a mitral, atrio e ventriculo esquerdos. A arquitetura dessas estruturas
permite a passagem de sangue em um Unico sentido (do atrio para o ventriculo), o que
confere grande vantagem adaptativa, pois impede o refluxo sanguineo para os atrios

durante a contracdo ventricular (Guyton & Hall, 2006).
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Cabeca e extremidades superiores
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[}

Tronco e extremidades inferiores

Figura 1: Estrutura do coracéo e sentido do fluxo sanguineo através das camaras e valvas
cardiacas. (Modificado de Guyton & Hall, 2006).

Ja se sabe que o coragcdo é um 6rgdo mecanico e também elétrico. Seu musculo
(masculo estriado cardiaco) apresenta uma estrutura bem diferenciada quando comparado
com outros tecidos excitaveis, sendo que o muasculo cardiaco é constituido por células
que estdo intimamente acopladas entre si, 0 que permite que o 6rgao funcione como um
sincicio (Van Breemen, 1953; Conde-Garcia, 1998). As células do coracdo estdo
conectadas por membranas juncionais dotadas de regides especializadas, tanto para a
fixacdo mecénica e manutencéo da integridade estrutural do tecido cardiaco, como para a
transmissdo de corrente elétrica (SjOstrand et al, 1958). O processo que sincroniza a
ativacdo elétrica a atividade mecénica nas células musculares cardiacas ¢ chamado de

acoplamento excitagdo-contragéo.
1.1.2- Acoplamento excitagdo-contragdo

O coragdo de uma pessoa bate em média cerca de cem mil vezes por dia, durante

todos os dias de sua vida. Para tanto, é preciso um mecanismo que mantenha a
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periodicidade e estabilidade dos batimentos cardiacos. A cada ciclo cardiaco é preciso um
estimulo elétrico que seja capaz de gerar um potencial de acdo (PA) e, consequentemente,
um evento de despolarizacdo celular de maneira ciclica e periddica. Ha muito tempo ja se
sabe que existe uma correlacdo entre a excitabilidade elétrica e a contragdo muscular
cardiaca (0 que é chamado de acoplamento excitacdo-contracdo) (Fabiato & Fabiato,
1972; Bers, 2001). A transmissdo dos impulsos elétricos é feita célula a célula, por meio
das jungBes comunicantes, e desse processo participam jons importantes como Na*, K* e
Ca*. Geralmente, para que a contragdo ocorra no cardiomidcito, é necessario que a
membrana celular gere e propague um PA, que é uma variacdo rapida e intensa do

potencial elétrico encontrado na membrana das células excitaveis.

De acordo com Nerbonne & Kass (2005), o PA cardiaco pode ser dividido em 4
fases. A Figura 2 resume essas fases e a participacao relativa das diferentes correntes
ibnicas em cada uma delas. A fase 0 constitui a despolarizagdo da célula cardiaca,
caracterizada pela ativacdo dos canais rapidos para sodio permitindo o influxo de Na* no
citoplasma. Na fase 1 observa-se o inicio da repolarizacdo da ceélula cardiaca
(repolarizacdo parcial precoce) em funcdo da abertura de canais para potassio de
transientes rapidos que conduzem K* (Ito) para o meio extracelular. Ainda nessa fase
acontece a ativacdo dos canais para calcio, principalmente o canal que determina a
corrente do tipo L, lca.. Iniciando a fase 2, apés a ativacao da lc, € consequente influxo
de Ca*?, ocorre um atraso no processo de repolarizacio celular, caracterizando a fase de
platd. O platd representa um equilibrio entre a entrada de Ca* através dos canais de
membrana para esse ion e o efluxo de K" através de varios tipos de canais de potassio. E
importante ressaltar que os canais de calcio estdo concentrados nas projecdes de
membrana que formam o sistema de tubulos T, que esta localizado préximo a um
segundo sistema de membranas intracelular que forma o reticulo sarcoplasmatico (RS). A
proximidade entre esses dois sistemas é fundamental no acoplamento excitagdo-
contragcdo, uma vez que o calcio proveniente dos canais da membrana plasmatica ativam
os receptores de rianodina (RyR) presentes na membrana do RS. A ativacdo desses
receptores leva a abertura de canais no RS, o que desencadeia a liberacdo dos estoques de
calcio que estdo armazenados nessa organela, elevando de maneira muito rapida a
concentragdo intracelular desse ion e viabilizando seu envolvimento na contratilidade

celular. Esse mecanismo explica como estimulos elétricos estdo associados aos
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mecanismos contrateis inerentes as células cardiacas, garantindo um rapido acesso do
calcio a essa maquinaria. No final da fase 2 acontece ativacdo dos canais de potassio
aliada a inativacdo da corrente de calcio. A fase 3 é marcada pela repolarizacao final da
célula cardiaca. Nesse ponto, a corrente de potassio retificadora de entrada (lx;) possui
papel importante, pois é ativada pela hiperpolarizacdo da membrana e mantém o
potencial de repouso da célula numa faixa restrita, entre -80 e -90 mV. A restituicdo do
potencial de repouso do cardiomidcito caracteriza a fase 4 (Nerbonne & Kass, 2005;
Berne & Levy, 2009).

—> Quimica
smendp |etrostatica

Canais Canais para K* (i) 7 Canais para Canais para
rapidos Canais para Ca® K' (ik, Tk1s o) K" (ik, ik1)
para Na* Canais para K* (i, ix1, lo)

Figura 2: Principais correntes ibnicas e canais que geram as fases do PA na célula

cardiaca. Fase 0: As forcas quimicas e eletrostaticas favorecem a entrada de Na* gerando

+

a despolarizagdo. Fase 1: As forcas quimicas e eletrostaticas favorecem o efluxo de K

gerando uma repolarizacéo parcial precoce. Fase 2: Fase de platd onde o influxo de Ca*

é balanceado pelo efluxo de K*. Fase 3: As forgas quimicas que favorecem a saida de K*
predominam sobre as forgas eletrostaticas que favorecem a sua entrada. Fase 4: As forcas
quimicas que favorecem a saida de K* excedem um pouco as forcas eletrostaticas que
favorecem o influxo desse ion levando a restituicdo da fase de repouso. (Modificado de

Berne & Levy, 2009).
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1.1.3- Conducéo do impulso cardiaco e arritmias

A morte subita (MS) é considerada um grande problema de satde publica mundial
sendo ocasionada por uma parada inesperada do sistema circulatorio devido a presenca de
disfungdes cardiovasculares e cardiopatias (Chekakie, 2013). A MS pode ser definida
como uma morte repentina por causas cardiacas ocorrendo no prazo de uma hora desde o
inicio dos sintomas (Kong et al, 2011). Além dos fatores desencadeadores (isquemia
aguda, atividade fisica, estresse mental e desequilibrios eletroliticos) somados a um
substrato apropriado (hipertrofia, isquemia do miocardio e canalopatias), as sindromes
arritmogénicas podem aumentar o risco de taquicardias ventriculares que levam a MS
(Stengl, 2010).

As arritmias sdo caracterizadas como mudangas no ritmo, regularidade, origem e
conducdo do impulso cardiaco (Thaler, 2010). No coracdo os estimulos elétricos sdo
gerados no atrio direito pelas células do no6 sinusal (NSA) capazes de desencadear um PA
e, consequentemente, um evento de despolarizacdo celular. As células do NSA
participam do controle da atividade ritmica do coracdo, pois a cada estimulo elétrico
gerado pelo NSA ocorre uma onda de contragdo no coragdo. O impulso é entdo passado
por vias internodais até o nd atrio ventricular. Apés um pequeno atraso, esse estimulo é
conduzido pelo feixe de His, localizado no septo interventricular, para as fibras de
Purkinje e endocardio do apice, de onde sera transmitido para o miocardio ventricular
(Figura 3) (Machado 2012).
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Figura 3: Esquema de um coracdo mostrando a via de propagacdo do estimulo elétrico

gerado no no sinusal (Machado 2012). AV: atrioventricular; SA: sinusal.

O estabelecimento do percurso do estimulo que precisa ocorrer de maneira
ordenada e especifica e do tempo de sua duracdo (em média 0,19 s) é de fundamental
importancia para que ocorra a contra¢do sincronizada de toda a musculatura cardiaca.
Qualquer alteracdo na geracdo e/ou propagacdo desse impulso elétrico pode levar as
arritmias cardiacas que podem ser visualizadas em determinados equipamentos como, por
exemplo, no eletrocardiograma (ECG). O ECG fornece uma representacdo grafica dos
processos de despolarizacdo e repolarizacdo das células do miocardio proporcionando
informacdes importantes sobre a frequéncia e ritmo cardiacos (Figura 4). Um tracado
eletrocardiografico classico contém as ondas P, T e o complexo QRS. A onda P é
constituida pela soma das despolarizag¢Ges atriais. O complexo QRS é formado por trés
ondas distintas: Q, R e S. A formacédo desse complexo deve-se aos potencias gerados
quando os ventriculos se despolarizam, enquanto que a onda T representa a repolarizacao

ventricular.
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Onda P: Despolarizacao atrial Q . .
P ; s Onda T. Repolarizacao ventricular

Complexo QRS: Despolarizacdo ventricular

Figura 4: Esquema de um tracado eletrocardiografico mostrando os processos de

despolarizacéo e repolarizacdo das células do miocéardio.

As causas que podem originar arritmias cardiacas incluem: hipoxia e isquemia do
miocardio devido a desordens pulmonares ou embolia; irritabilidade como miocardites;
estimulacdo simpatica desencadeada por hipertireoidismo, insuficiéncia cardiaca
congestiva e stress emocional; uso de drogas e farmacos; alteracfes i6nicas de célcio e
magnésio; bradicardias; e hipertrofia atrial e ventricular (Thaler, 2010). Ainda podemos
destacar outras situacdes que desencadeiam arritmias como: 1) um aumento na
excitabilidade da membrana celular, levando ao surgimento de taquicardias induzidas por
ganho de automaticidade ou “atividade de gatilho”; 2) um defeito na formacgdo do
impulso elétrico no NSA, o que geralmente causa bradicardia sinoatrial, pausa sinoatrial
ou sindrome bradi-taquicardica e 3) uma reducdo na conducdo normal célula-célula
levando, com isso, a um bloqueio do sistema de conduc¢éo cardiaco ou a uma reducédo da
propagacao do sinal elétrico em determinadas regides do miocérdio (Rokita & Anderson,
2012). Apesar de avancos no diagnostico e no tratamento dos diversos tipos de arritmias
cardiacas, 0 custo para o tratamento e o niUmero de mortes causadas por essas disfuncdes
continuam elevados tanto em paises desenvolvidos, quanto naqueles em
desenvolvimento. Segundo dados do Ministério da Salde, cerca de 5% da populacéo
brasileira sofre com algum tipo de arritmia. Isolada, ela pode ndo representar riscos

graves, mas sem acompanhamento médico o problema pode se agravar e causar MS.
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1.2- Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) é bem mais reconhecido por suas agdes
sistémicas, como regulacdo da pressao arterial, volume sanguineo e natriurese (Tikellis et
al, 2012). Classicamente, esse sistema € definido como uma cascata enzimatica onde a
renina, uma aspartil-protease, hidrolisa o angiotensinogénio produzido pelo figado,
formando o decapeptideo biologicamente inativo Angiotensina | (Ang ) que apresenta a
sequinte cadeia de aminodacidos: Asp-Arg?-Val®-Tyr*-1le>-His®-Pro’-Phe®-His®-Leu.
Através da enzima conversora de angiotensina (ECA), a Ang | é convertida no
octapeptideo Angiotensina Il (Ang 11) composta por Asp*-Arg®-Val®-Tyr*-1le>-His°-Pro’-
Phe® (Page & Helmer, 1940; Skeggs et al, 1956) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica do sistema renina-angiotensina (SRA). ECA,
enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; ATy,
receptor tipo 1 de Ang Il; AT, receptor tipo 2 de Ang IlI; ATn, outros receptores para
angiotensina; Mas, receptor de Ang-(1-7); NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil-
endopeptidase; PCP, prolil-carboxipeptidase. (Modificado de Ferreira & Santos, 2005).



24

Sabe-se que a Ang Il esta relacionada com a promog¢do do aumento da pressdo
arterial por induzir vasoconstricdo periférica, além de promover o aumento do volume
sanguineo ao estimular o sistema nervoso simpatico. Além disso, ela participa da
producdo e liberacdo de aldosterona que promove aumento da sede e retencéo de sodio,
influenciando a presséo arterial sistémica (Thomas et al, 2008). A Ang Il age em
receptores acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana, denominados AT,
e AT,. A maioria das acdes da Ang Il é mediada via receptor AT; (Steckelings et al,
2005). Por exemplo, no coracdo a Ang Il ligada ao receptor AT, pode causar mudancas
no influxo de célcio intracelular e mudancas na fase de platd do PA cardiaco (Dempsey et
al, 1971; Hoffmann et al, 2001). Além da Ang Il, a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]

também merece destaque dentre os componentes do SRA.

1.3- Angiotensina-(1-7)

A Ang-(1-7) (Asp*-Arg®-Val*-Tyr*1le>-His®-Pro’) é formada principalmente por
meio de uma enzima homologa a ECA, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2),
que apresenta alta afinidade pela Ang Il (Ortiz-Pérez et al, 2013). Além dessa via, a
hidrélise da Ang | pela endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP) pode
formar a Ang-(1-7) diretamente, apesar dessa via ndo ser muito eficiente sob os pontos de
vista fisioldgico e catalitico (Dilauro & Burms, 2009; Ferreira & Santos, 2005; Santos et
al, 2008; Santos et al, 2003). Ang | também pode ser clivada em Ang-(1-9) e,
posteriormente, em Ang-(1-7) pela ECA ou pela PEP (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo esquematica das vias de formacdo da Ang-(1-7). ECA, enzima

conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; NEP,

endopeptidase neutra; PEP, prolil-endopeptidase. (Modificado de Gomes et al, 2012).

A partir de evidéncias farmacoldgicas obtidas com o A-779, um antagonista
seletivo da Ang-(1-7), foi identificado um receptor especifico para esse peptideo,
denominado receptor Mas que, como o0s receptores AT; e AT, da Ang Il, também
apresenta dominio transmembrana e € ligado a proteina G (Santos et al, 2003). Em
condicGes fisiologicas, a concentracdo de Ang-(1-7) no plasma sanguineo é da ordem de
picomolar (Joyner et al, 2007; Pendergrass et al, 2008) e a manutencdo dessa
concentracdo é muito importante para a homeostase de todo o sistema cardiovascular
(Ferrario, 2010).

A Ang-(1-7) possui diversos efeitos contra regulatérios aos da Ang Il. Por
exemplo, ela apresenta atividade vasodilatadora, aumento do fluxo urinario e da excrecéo
de sddio, reducdo do volume sanguineo, além de ser antioxidante, antitrombdtica e
antiproliferativa (Handa et al, 1996; Kucharewicz et al, 2002; Tallant e Clark, 2003;
Sampaio et al, 2007a; Fraga-Silva et al, 2011; Mordwinkin et al, 2012). A interacdo da
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Ang-(1-7) com o Mas resulta também em efeitos anti-hipertensivos (Ferrario et al, 1998),
melhora da funcdo endotelial (Faria-Silva et al, 2005) e estimulo da liberacdo de
bradicinina (Brosnihan et al, 1996). Atualmente, o SRA vem sendo considerado uma
cascata enzimatica cada vez mais complexa, destacando-se dois eixos, ou seja, 0 €ixo
classico composto pela ECA, Ang Il e receptor AT; (com atividades inflamatorias,
proliferativas e fibrdticas) e um segundo eixo formado pela ECA2, Ang-(1-7) e Mas (com

atividades que modulam o eixo classico) (Herath et al, 2013) (Figura 7).

I Ang | I
CI Ang Il | Ang-(1-7) | D

ECA2

Vasoconstricdo Vasodilatacao
Disfun¢ao endotelial *Proliferagﬁo
Fibrose VHipertrofia
Aterosclerose VFibrose

Morte celular ¥ Trombose
Arritmogénese Antiarritmogénese

Figura 7: Eixos do sistema renina-angiotensina. Ang I: Angiotensina I; Ang II:
Angiotensina Il; Ang-(1-7): Angiotensina-(1-7); ECAZ2: enzima conversora de
angiotensina 2; AT;: receptor tipo 1 da Ang Il; Mas: receptor da Ang-(1-7); G: proteina
G. (Modificado de Santos et al, 2003).

A presenca de componentes do SRA em tecidos especificos (por exemplo,
coragdo, cérebro e rins) sugere a existéncia de SRA locais (Flores-Munoz et al, 2012). No
coracdo, o SRA apresenta papel crucial na regulacéo cardiovascular, sendo importante na
geracdo e conducdo do impulso cardiaco. J& foi descrito que a Ang-(1-7) € capaz de
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prevenir taquiarritmias e fibrilagdes ventriculares e atriais em coragdes isolados de ratos e
cdes (Ferreira et al, 2001; Liu et al, 2011), aumentar o débito cardiaco, melhorar a
perfusdo coronariana e reduzir areas de infarto, hipertrofia e fibrose (Loot et al, 2002;
Sampaio et al, 2003; Marques et al, 2011; Flores-Munoz et al, 2012). Estudos também
mostraram que camundongos deficientes para o Mas apresentam disfungdo cardiaca
evidenciada pela diminuicdo da tensdo sistdlica (tensdo de contracdo do coracdo),
diminuicdo da velocidade de contracdo e relaxamento do miocardio, além da reducdo da
pressdo no ventriculo esquerdo e da frequéncia cardiaca (Gembardt el at, 2003; Castro et
al, 2006). Como mencionado anteriormente, a Ang-(1-7) é capaz de melhorar a funcéo
contratil e reduzir a duracdo e a severidade de arritmias cardiacas durante periodos de
isquemia/reperfusdo em modelos de coracgdo isolado de ratos (Ferreira et al, 2001; Santos
et al, 2004). No entanto, o efeito antiarritmico da Ang-(1-7) em modelos in vivo, bem

como os mecanismos envolvidos nessa ac¢ao, ainda ndo foram totalmente analisados.

O coracdo é um importante alvo da Ang-(1-7) onde exerce seus efeitos
diretamente nos cardiomidcitos (Gomes et al, 2012). Alguns trabalhos ja demonstraram a
expressao da Ang-(1-7) em cardiomidcitos de ratos e em células do NSA, fornecendo,
assim, um suporte morfolégico para os possiveis efeitos antiarritmogénicos desse
peptideo (Ferreira et al, 2012). Além disso, as expressdes da ECA e ECA2 também foram
observadas em cardiomiocitos e em células endoteliais (Kohlstedt et al, 2013), assim
como a presenca dos receptores da Ang Il (AT, e AT,) e do Mas (Burrel et al, 2005;
Santos et al, 2006; Alenina et al, 2008). As drogas antiarritmogénicas sdo importantes
para a manutencgéo do ritmo sinusal e para a prevencéo de eventos de fibrilacéo atrial e/ou
ventricular que podem levar a MS. Ainda ndo existe uma droga antiarritmica ideal devido
aos diversos tipos de arritmias (por exemplo, arritmias de origem sinusal, foco ectopico,
arritmias de reentrancia e arritmias ventriculares e/ou atriais sustentadas ou nao) (Thaler,
2010). Sendo assim, os varios tipos de arritmias podem exigir diferentes tipos de drogas,
com efeito no PA cardiaco ou em canais ionicos de Na*, K* ou Ca?* para seu tratamento
(Hashimoto, 2007). As alteracdes nas correntes de calcio, por exemplo, estdo muito
relacionadas com a insuficiéncia cardiaca e desenvolvimento de arritmias (Gomes et al,
2010).
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2- JUSTIFICATIVA

A acéo cardioprotetora da Ang-(1-7) tem sido cada vez mais reconhecida. A
avaliacdo dos possiveis efeitos antiarritmogénicos in vivo da Ang-(1-7), dos mecanismos
de acdo envolvidos nesse efeito e de sua interferéncia em canais e correntes idnicas de
cardiomidcitos sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos que possam ser utilizados durante sindromes arritmogénicas que podem
levar & MS. A Ang-(1-7) pode ser vista como uma alternativa as drogas antiarritmicas ja

utilizadas na clinica com a vantagem de ser um peptideo endégeno do organismo.
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3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo geral

Avaliar a atividade antiarritmogénica in vivo da Ang-(1-7), bem como investigar

0s mecanismos de ac¢do envolvidos nesse efeito.

3.2- Objetivos especificos

e Verificar a acdo antiarritmogénica da Ang-(1-7) (0,04 nM; 4 nM e 400 nM)

utilizando um modelo in vivo a partir de registros eletrocardiograficos;

e Verificar o papel do receptor Mas nos efeitos antiarritmogénicos in vivo da Ang-

(1-7) a partir de registros eletrocardiograficos;

o Verificar o papel do 6xido nitrico nos efeitos antiarritmogénicos in vivo da Ang-
(1-7) a partir de registros eletrocardiograficos;

e Confirmar os efeitos antiarritmogénicos in vivo da Ang-(1-7) utilizando o
composto aceturato de diminazeno (DIZE) (ativador da ECA2) a partir de
registros eletrocardiogréaficos;

e Verificar o papel do receptor Mas nos efeitos antiarritmogénicos in vivo do DIZE

a partir de registros eletrocardiograficos;

e Verificar o papel do 6xido nitrico nos efeitos antiarritmogénicos in vivo do DIZE

a partir de registros eletrocardiogréaficos;

e Auvaliar os efeitos da injecdo in vivo da Ang-(1-7) em parametros hemodinamicos:

pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC);

e Auvaliar os efeitos da Ang-(1-7) e do DIZE na contratilidade de cardiomidcitos

ventriculares isolados em um modelo de arritmia;

e Investigar os efeitos da administracdo da Ang-(1-7) e do DIZE nas variaveis do

PA (amplitude, duracéo e potencial de repouso) em cardiomidcitos ventriculares
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isolados em um modelo de arritmia utilizando a técnica de whole-cell patch

clamp;

e Avaliar a influéncia da administracdo da Ang-(1-7) e do DIZE sobre o
desencadeamento das ondas de calcio (waves) em cardiomiocitos ventriculares

isolados em um modelo de arritmia utilizando a técnica de microscopia confocal;

e Avaliar os efeitos da administracdo da Ang-(1-7) e do DIZE no transiente de
calcio de cardiomiocitos ventriculares isolados em um modelo de arritmia

utilizando a técnica de microscopia confocal.
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4- METODOLOGIA
4.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso corporal entre 200 e 300g
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para os experimentos de eletrofisiologia
cardiaca e microscopia confocal foram utilizados camundongos Black C57 machos com
peso corporal entre 20 e 30g também provenientes do CEBIO. Os animais tiveram livre
acesso a agua e racdo e foram acondicionados em biotério apropriado com controle de
temperatura e luminosidade (7-19 h). Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA-UFMG) sob o protocolo n® 3/2014.

4.2- Peptideos e drogas

A Ang-(1-7) foi diluida em solucdo de salina estéril. Uma curva dose-resposta
para a Ang-(1-7) foi realizada com as concentracGes de 0,04 nM; 4 nM e 400 nM, sendo
gue a concentracdo em que se obteve a melhor resposta foi utilizada para os demais
experimentos. Para a analise dos mecanismos de acdo da Ang-(1-7) as seguintes drogas
foram utilizadas: i) A-779, antagonista especifico do Mas (40 nM) e ii) N®-nitro-L-
arginine methyl Ester (L-NAME), inibidor da 6xido nitrico sintase (10 mg/kg, i.p.). Além
disso, foi avaliado o efeito do DIZE (5 mg/kg), ativador da ECA2. As concentracdes
dessas Ultimas drogas foram baseadas na literatura (Clayton et al, 1998; Kubo-Inoue et al,
2002; Moura et al, 2005; Trask et al, 2007). A adrenalina foi diluida em salina estéril para
a confeccdo de solugbes com as seguintes concentragdes: 5 ug/mL; 10 pug/mL; 15 pg/mL
e 20 pg/mL. Para os experimentos de eletrofisiologia foi utilizado halotano (0,9 mM,
equivalente a inalacdo a 1,5%) em conjunto com o agonista beta-adrenérgico
isoproterenol (100 nM). Durante os experimentos utilizando células isoladas foram
administrados: Ang-(1-7) (4 nM) e DIZE (100 pM). As concentragbes dessas drogas
foram baseadas em um célculo que considerou o volume de solugdo que chega a célula,

levando em conta o volume sanguineo dos camundongos de 6% de sua massa corporal.

4.3- Procedimentos cirurgicos
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Os ratos permaneceram anestesiados durante os experimentos a partir de um
pequeno set de respirador para pequenos animais que disponibilizou um volume de 3-5
mL de halotano a cada 40-50 respira¢Ges/min. Apos a anestesia dos animais, uma canula
feita a partir da fusdo de um tubo de polietileno PE-50 de aproximadamente 15 cm com
um tubo de polietileno PE-10 de aproximadamente 2 cm foi implantada na veia jugular.
A cénula foi preenchida com solugdo fisiologica (NaCl 0,9%) e a extremidade livre do
PE-50 ocluida com um alfinete de metal. Os animais anestesiados foram colocados em
decubito dorsal e os pelos da regido cirdrgica foram retirados. Apos a assepsia da pele
com alcool iodado, uma incisdo foi realizada e a musculatura divulsionada para
visualizagdo da veia jugular. A canula foi introduzida na veia para a injecdo de

adrenalina, Ang-(1-7) e dos inibidores e blogueadores do SRA.

Eletrodos de agulha foram posicionados subcutaneamente em cada membro para
os registros eletrocardiograficos na derivacdo DIl. O ECG e a FC foram monitorados

continuamente por um amplificador de ECG (MP100, Biopac System Inc., EUA).

Para a analise dos pardmetros hemodindmicos, 0s mesmos procedimentos
cirtrgicos foram realizados poréem, ap0s a anestesia do animal, foi inserida também uma
canula na artéria femoral. A cénula foi preenchida com solucédo salina (NaCl 0,9%) e a
extremidade livre foi ocluida com um alfinete. Apos a calibragdo prévia do equipamento,
a PAM e FC foram registradas através de um sistema de aquisicdo de dados (MP100,

Biopac System Inc., EUA) utilizando transdutores de presséo.

4.4- Protocolos experimentais

Para a inducdo das arritmias cardiacas, foi utilizado o modelo de anestesia com
halotano (1,5%) associado a injecdo de adrenalina (5; 10; 15 e 20 pg/kg) (Miletich et al,
1978; Kagawa et al, 2005). A dose arritmogénica da adrenalina foi definida como a dose
que produziu trés ou mais contracdes prematuras ventriculares (CPV) dentro de 30 s ap6s
a injecdo (Miletich et al, 1978, Laster et al, 1990; Kagawa et al, 2005). Esperou-se 10-30
min entre as injecOes até a FC tornar-se estavel. As arritmias verificadas no ECG foram
analisadas obedecendo a convencdo de Lambeth sobre diretrizes para o estudo de
arritmias (Walker et al, 1988). De acordo com essa convencao, a incidéncia de arritmias

deve ser analisada separadamente dentro das principais categorias, sendo que as CPV sao
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definidas por um tracado eletrocardiografico que apresenta um complexo QRS com alta
amplitude, auséncia de onda P ou por um ritmo irregular de batimentos cardiaco (definido
por irregularidades no segmento R-R). A taquicardia ventricular (TV) é definida como 3

ou mais CPV consecutivas.

Com o objetivo de analisar seus efeitos antiarritmogénicos, a Ang-(1-7) foi
injetada na veia jugular concomitante a dose de adrenalina que causou 3 ou mais CPV, ja
estabelecida para cada animal (Figura 8).

Comparacao da quantidade de arritmias:

Inilcio [ | Término
10 min 10 min 10 min
Estabilizacdo Anilise Anélise

Estabelecimentodadose Injecdaode Ang-(1-7)+
arritmogénicade Adrenalinanadose
Adrenalina (5-20 ug/kg) estabelecida

Figura 8: Protocolo experimental para a analise dos efeitos antiarritmicos da Ang-(1-7)

em modelo in vivo.

Para a avaliacdo dos mecanismos de acdo da Ang-(1-7), foram utilizados A-779,
L-NAME e DIZE (Figura 9). Apos 10 min de estabilizacdo, foi injetada adrenalina para
estabelecimento da dose arritmogénica. Depois de 10 min de registro, uma das seguintes
injecOes foi realizada: i) Ang-(1-7) + A-779; ii) A-779; iii) Ang-(1-7) em animais
previamente (20 min antes) tratados com L-NAME; e iv) salina em animais previamente
(20 min antes) tratados com L-NAME. O efeito do DIZE foi avaliado sozinho, associado
ao A-779 (com injecdo simultanea desses dois compostos ou com um intervalo de 1 min

na injecdo entre eles) ou associado ao L-NAME [similar ao protocolo da Ang-(1-7)]. A
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fim de avaliar os efeitos do veiculo (salina) utilizado para a diluicdo do peptideo e das
drogas, foi injetada adrenalina para estabelecimento da dose arritmogénica seguida da
injecdo da mesma dose de adrenalina mais salina. O volume injetado foi de 100 uL para

todas as drogas e peptideos. Apds 0s experimentos, os animais foram eutanaziados por

decaptacdo.
Comparac¢ao da quantidade de arritmias:
Inicio J ' Término
10 min A 10 min A 10 min
Estabilizagdo Anilise Andlise

Estabelecimento da dose i) Injecdo de A-779 + Ang-(1-7) + Adrenalina;
arritmogénicade ii) Injecdo de A-779 + Adrenalina;

Adrenalina (5-20 pg/kg) ili) Injecdo de L-NAME + Ang-(1-7) + Adrenalina;
iv) Injecdo de L-NAME + Adrenalina;
v) Injecdo de DIZE + Adrenalina;
vi) Injecdo de A-779 + DIZE + Adrenalina;
vii) Injecao de A-779 + 1 min + DIZE + Adrenalina;
viii) Injecdo de L-NAME+ DIZE + Adrenalina;
ix) Injecdo de Adrenalina + Salina;

Figura 9: Protocolo experimental para a analise dos mecanismos de acdo da Ang-(1-7)

em modelo in vivo.

4.5- Isolamento cardiomidécitos ventriculares

Os cardiomidcitos ventriculares de camundongos foram isolados conforme
protocolo descrito anteriormente (Liao et al, 2010) com pequenas modificagcdes. Nesse
processo, os animais foram heparinizados (10 U/mL; i.p.) e deixados em repouso por um
periodo de 10-15 min, quando entdo foram eutanaziados por decaptacdo. O esterno desses
animais foi seccionado para que o coragéo fosse retirado e rapidamente imerso em placa
contendo solucdo de salina fisiologica CIB (CIB em mM: 130 NaCl; 5,4 KCI; 0,5 MgCly;
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0,33 NaH,POy; 25 HEPES e 22 glicose) mantida resfriada e sem calcio. Nessa solucdo, 0s
coragcOes passaram por um processo de limpeza onde os fragmentos de pulmao e vasos
foram removidos deixando apenas o tronco aortico intacto. Através do tronco adrtico, 0s
coragbes foram canulados e montados em um sistema de Langendorff de pressao
constante. Quando montados no sistema, os coragdes foram perfundidos com solucgéo de
CIB sem célcio a 37 °C para que todo 0 sangue que estivesse armazenado nas camaras
cardiacas pudesse ser eliminado. Apos a limpeza, os coragdes foram perfundidos com
solucdo salina CIB a 37 °C, durante 5 min, contendo 0,5 mM de célcio e as enzimas
colagenase 0,8 mg/mL, tripsina 0,067 mg/mL e protease 0,067 mg/mL. Apds esse
processo, 0s atrios e o ventriculo direito foram removidos. O ventriculo esquerdo foi
entdo fragmentado e imerso em solugdo de CIB contendo 1,2 mM de célcio e as mesmas
enzimas da solucdo anterior. O tecido ventricular esquerdo foi mantido sob essas
condicBes por 15 min a 37 °C. Apos esse processo de digestdo enzimatica, as células
isoladas foram centrifugadas. A solucdo foi entdo descartada e o pellet de células
resultante foi ressuspendido em CIB a 37 °C contendo 1,8 mM de calcio e albumina 2
mg/mL. Apds 5 min essas células foram novamente centrifugadas e o pellet resultante foi
ressuspendido em solucdo salina de Tyrode (em mM: 140 NaCl; 5,4 KCI; 0,5 MgCly;
0,33 NaH,POy; 1,8 CaCl,; 5 HEPES e 11 glicose) com albumina 2 mg/mL, onde foram

mantidas por até 8 h para a realizacdo dos experimentos.

4.6- Analise da contratilidade

Apos o processo de isolamento dos cardiomidcitos ventriculares, foram realizadas
as técnicas de contratilidade celular por deteccdo de bordas, patch clamp e microscopia
confocal. Para a andlise da contratilidade celular, as células foram plaqueadas em uma
camara acoplada a um microscopio invertido (Eclipse, TS 100, Nikon, Japdo). Durante os
experimentos de contratilidade, as celulas foram mantidas em uma solugdo de Tyrode
nutridora contendo em mM: 140 NaCl; 1 MgCl,; 10 HEPES; 5,4 KCI; 1,8 CaCl,; 10
glicose ajustada para pH 7.4 com NaOH. Todos os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente (25-30 °C). Os cardiomiocitos foram estimulados, atraves de um
estimulador de campo conectado a um par de eletrodos de platina imersos na camara

contendo as células, com pulsos de voltagem de 4 ms de duragdo e intensidade de 80 V
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bifésico. A frequéncia de estimulacéo foi ajustada a 2 Hz. As células foram visualizadas
em um computador com uma camera NTSC (MyoCamCCD100V, lonoptix, Milton, MA,
USA). Esta imagem foi utilizada para mensurar o encurtamento celular (indice de
contratilidade) em resposta a um estimulo elétrico usando um sistema de video detector
de bordas (lonoptix, Milton, MA, USA). A imagem foi obtida usando-se uma frequéncia
de aquisicdo de 240 Hz. O encurtamento celular foi calculado baseando-se na saida
obtida no sistema de deteccdo de bordas do conversor lonWizard A/D (lonoptix, Milton,
MA, USA). Entre 8-16 contracdes consecutivas foram utilizadas para realizar a média de
contracdo de uma determinada célula. Os parametros avaliados foram: fracdo de
encurtamento da célula cardiaca, quantidade de arritmias, velocidade maxima de
contracdo e relaxamento, tempo para atingir a contracdo méaxima (time-to-peak) e tempo a

50% do relaxamento.

4.7- Patch clamp

Os registros eletrofisiologicos foram obtidos utilizando-se um amplificador de
patch clamp (HEKA EPC9.2) na modalidade Whole-cell current-clamp para obtencéo
dos registros de PA. Uma pipeta de vidro contendo um eletrodo de prata imerso em
solucdo eletrolitica foi aproximada da célula de interesse com a ajuda de um
micromanipulador. Ap6s o contato da ponta da pipeta com a membrana da célula, uma
pequena tensdo foi aplicada no interior da pipeta através de um tubo conectado ao sistema
e um selo elétrico foi formado entre o vidro e a membrana da célula de modo que a
resisténcia elétrica a passagem de corrente por essa regido de contato célula-pipeta
atingisse valores da ordem de GQ. Uma segunda tensdo foi entdo aplicada a essas células
para que o fragmento da membrana em contato com a abertura da pipeta (patch) se
rompesse, mantendo-se, contudo, o selo formado entre a borda da abertura da pipeta e a
membrana, 0 que caracteriza a configuragdo Whole-cell. Dessa forma, foi possivel aferir
alteracbes do potencial de membrana aplicando-se pulsos elétricos de duragdo e
amplitude controlada pelo eletrodo presente na pipeta, utilizando como referéncia um
eletrodo imerso na solucdo da placa que banha a célula. Apds o estabelecimento dessa
configuracdo, as células foram mantidas em repouso por 3 min para que a solucdo da

pipeta se equilibrasse com o meio intracelular. Durante esses experimentos foram
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utilizadas pipetas de vidro com resisténcias variando entre 1-2 MQ e células que
apresentaram resisténcia em série maior que 8 MQ apods o estabelecimento da

configuracdo Whole-cell ndo foram utilizadas na analise.

Para a mensuracdo do PA nas células ventriculares isoladas, foi aplicado um pulso
de 1000 pA com duracdo de 3-5 ms, com frequéncia de 1 Hz, acompanhando entdo a
variacdo da voltagem desenvolvida através da membrana. Apos a estabilizacdo do PA,
cada celula foi perfundida com solugdo de Tyrode acrescida das seguintes substancias
durante um tempo de 5 min: i) halotano 0,9 mM; ii) isoproterenol 100 nM; iii) halotano
0,9 mM + isoproterenol 100 nM; iv) halotano 0,9 mM + isoproterenol 100 nM + Ang-(1-
7) 4 nM; ou v) halotano 0,9 mM + isoproterenol 100 nM + DIZE 100 pM. Os PAs
medidos durante esses experimentos foram adquiridos a uma frequéncia de amostragem
de 10 KHz, digitalizados e armazenados em um computador para analise das seguintes
variaveis: potencial de repouso da membrana, amplitude do PA, tempo para repolarizacédo

do PA em 10%, 50% e 90% da repolarizacéo e taxa méxima de despolarizacéo.

4.8- Microscopia confocal

Para medida dos transientes citoplasmaticos de calcio evocados por estimulacao
de campo, as células foram marcadas com Fluo-4 em sua forma acetoximetil (AM) éster
na concentracdo de 5 UM por meio da incubacgdo dos cardiomidcitos isolados por 30 min
(temperatura ambiente) em solucdo de Tyrode protegida da exposicdo a luz e em leve
agitacdo. As células foram entdo centrifugadas e ressuspendidas em solucdo de Tyrode
onde permaneceram por mais 10 min para desesterificacdo da forma AM ester. A solucédo
estoque de 5 mM de Fluo4 AM ester foi confeccionada em solugdo de DMSO. As
mudancas no transiente de célcio foram medidas através do método de microscopia
confocal utilizando o sistema de microscopia confocal Zeiss LSM 510 meta (Zeiss,
Alemanha). Para tanto, as células marcadas com Fluo4 AM ester e banhadas com solugéo
de Tyrode foram depositadas em uma laminula acoplada a uma placa contendo um par de
eletrodos paralelos e imersos na solucéo atraves dos quais foi feita a excitacdo das células
com uma frequéncia de 2 Hz em pulsos de 4 ms e 80 V bifasico. Foi incidida uma luz
monocromatica de 488 nm obtida através de um laser de ions de argdnio e a luz emitida

durante a interacdo do fluoroforo (fluo-4 AM) com o célcio foi transmitida para um
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detector do tipo tubo fotomultiplicador apds passar por um filtro passa-alta de 505 nm. A
linha de varredura (fixada em 512 pixels) foi posicionada ao longo do eixo transversal
dos cardiomidcitos evitando-se as regides nucleares. A resolucdo espacial variou de 0,1 a
0,3 pum/pixel e a resolucdo temporal utilizada foi de 1,92 ms/linha para as medidas de
[Ca*?]i. O tamanho do pinhole foi ajustado para 279 UM, equivalente & uma fatia 6ptica <
2.0 um. As mudangas na fluorescéncia (F) foram normalizadas pela fluorescéncia basal
(F0). Os dados foram registrados com a ajuda do software AIM 2009 (Zeiss, Alemanha) e

analisados utilizando o software Image-J.

4.9- Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + E.P.M. Apl6s os testes de
normalidade, os resultados foram analisados utilizando os testes de Wilcoxon pareado
para comparar as medidas de duas amostras dependentes (quantidade de arritmias antes e
apos a injecdo dos compostos) ou One-way ANOVA seguido do pds-teste de Newman-
Keuls com o auxilio do programa Graph Pad Prism 5.0. Foi considerado como

significativo um p com valor < 0,05.
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5- RESULTADOS
5.1- Efeitos antiarritmogénicos da Ang-(1-7)

As arritmias cardiacas foram analisadas de acordo com a convencéo de Lambeth
sobre diretrizes para o estudo de arritmias (Walker et al, 1988). De acordo com essas
diretrizes, em nosso estudo foram observadas arritmias ventriculares classificadas como
CPV definidas por um tracado eletrocardiografico com alta amplitude do complexo QRS,
auséncia de onda P ou por um ritmo irregular de batimentos cardiacos (definido por
irregularidades no segmento R-R) (Figura 10).

3|
w

Figura 10: Registros eletrocardiograficos mostrando os eventos arritmicos analisados de
acordo com a convencdo de Lambeth. A: controle, B: alta amplitude do complexo QRS,

C: auséncia de onda P, D: ritmo irregular, E: taquicardia ventricular.
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Analisamos os efeitos da Ang-(1-7) nas arritmias cardiacas em trés concentracoes
diferentes (0,04 nM, 4 nM e 400 nM) (Figura 11). Foi observado que a Ang-(1-7) na
concentracdo de 4 nM apresenta atividade antiarritmogénica significativa [controle:
49+13 eventos arritmicos e Ang-(1-7): 16+4 eventos arritmicos]. O mesmo ndo foi
encontrado para as concentracdes de 0,04 nM [controle: 3310 eventos arritmicos e Ang-
(1-7): 51£7 eventos arritmicos] e 400 nM [controle: 54+19 eventos arritmicos e Ang-(1-
7): 96+15 eventos arritmicos]. Devido ao seu efeito significativo, a concentracdo de 4 nM

de Ang-1-7 foi utilizada nos demais experimentos.
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Figura 11: Efeitos da Ang-(1-7) em trés concentracdes diferentes [0,04 nM (n=5), 4 nM
(n=11) e 400 nM (n=5)] nas arritmias cardiacas. A Ang-(1-7) 4 nM reduziu de forma
significativa a quantidade de arritmias quando comparado ao respectivo controle (injecéo
de adrenalina + salina). Resultados expressos como média £ E.P.M. (*p<0,05; teste de
Wilcoxon pareado entre os grupos Adrenalina 1 x Ang-(1-7) 0,04 nM; Adrenalina 2 x
Ang-(1-7) 4 nM e Adrenalina 3 x Ang-(1-7) 400 nM).
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Como controle da preparagéo foi injetado adrenalina mais salina para andlise de
possiveis efeitos do veiculo utilizado para a dilui¢do de todas as drogas e peptideos. Nao
houve alteracdo significativa apo6s administracdo de salina [controle: 46+17 eventos

arritmicos e adrenalina+salina: 68+10 eventos arritmicos] (Figura 12).

100+

40+

eventosMM0Omin

20+

Quantidade de Arritmias

Adrer:lalina Adrenalina+Salina

Figura 12: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo de salina (n= 6). A injecdo de
salina nédo alterou de forma significativa a quantidade de arritmias. Resultados expressos
como média + E.P.M. (p>0,05; teste de Wilcoxon).

5.2- Mecanismos de acdo da Ang-(1-7)

A primeira ferramenta farmacoldgica utilizada para a analise dos mecanismos de
acdo da Ang-(1-7) foi o A-779, antagonista do receptor Mas. Nossos resultados
mostraram que a injecdo de A-779 junto com Ang-(1-7) ndo foi capaz de diminuir
significantemente os eventos arritmicos [controle: 45+12 eventos arritmicos e Ang-(1-7)
+ A-779: 38112 eventos arritmicos], indicando que o efeito da Ang-(1-7) é dependente
do Mas (Figura 13).
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Figura 13: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo A-779 + Ang-(1-7) + adrenalina
(n=6). O bloqueio do Mas aboliu completamente o efeito da Ang-(1-7) nas arritmias

cardiacas. Resultados expressos como média + E.P.M. (p>0,05; teste de Wilcoxon).

A injecdo individual de A-779 ndo provocou alteracbes significativas nas
arritmias cardiacas [controle: 42+14 eventos arritmicos e A-779: 41+14 eventos
arritmicos] (Figura 14).
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Figura 14: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo A-779 + adrenalina (n=6). A
injecdo do A-779 ndo alterou de forma significativa a quantidade de arritmias quando
comparado ao respectivo controle (injecdo de adrenalina + salina). Resultados expressos

como média + E.P.M. (p>0,05; teste de Wilcoxon).

Ja foi descrito que o NO participa da cascata de sinalizacdo da Ang-(1-7) sendo
liberado apds a ligacdo da Ang-(1-7) com o Mas (Gomes et al, 2010). Assim, de acordo
com esses resultados, observamos que a inje¢cdo de L-NAME bloqueou o efeito de
reducdo das arritmias cardiacas [controle: 155 eventos arritmicos e Ang-(1-7) + L-
NAME: 53+21 eventos arritmicos] (Figura 15).
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Figura 15: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo de L-NAME + Ang-(1-7) +
adrenalina (n=5). A inibicdo da NO sintase aboliu completamente o efeito da Ang-(1-7)
nas arritmias cardiacas. Resultados expressos como media + E.P.M. (*p<0,05; teste de

Wilcoxon).

A administragdo individual de L-NAME aumentou de forma significativa as
arritmias cardiacas [controle: 539 eventos arritmicos e L-NAME: 127+31 eventos

arritmicos] (Figura 16).
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Figura 16: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo L-NAME + adrenalina (n=6). A
injecdo de L-NAME aumentou de forma significativa a quantidade de arritmias quando
comparado ao respectivo controle (injecdo de adrenalina + salina). Resultados expressos

como média = E.P.M. (*p<0,05; teste de Wilcoxon).

Para confirmar nossos resultados, injetamos um ativador da ECA2 (DIZE) com o
objetivo de aumentar a quantidade de Ang-(1-7) endogena. Observamos que o DIZE foi
capaz de reduzir de forma significativa a quantidade de eventos arritmicos [controle:
38+12 eventos arritmicos e DIZE: 1248 eventos arritmicos] (Figura 17).
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Figura 17: Eventos arritmicos antes e depois da injecao de DIZE (n=6). O DIZE reduziu
de forma significativa a quantidade de arritmias quando comparado ao controle (injecéo
de adrenalina + salina). Resultados expressos como média £ E.P.M. (*p<0,05; teste de

Wilcoxon).

Surpreendentemente, o co-tratamento com o A-779 ndo bloqueou o efeito do
DIZE na reducdo da quantidade de arritmias, sugerindo que o Mas néo participa desse
efeito do DIZE [controle: 30+4 eventos arritmicos e DIZE+A-779: 611 eventos

arritmicos] (Figura 18).
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Figura 18: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo de DIZE + A-779 + adrenalina
(n=5). O bloqueio do Mas ndo aboliu o efeito do DIZE nas arritmias cardiacas.
Resultados expressos como média + E.P.M. (*p<0,05; teste de Wilcoxon).

Para confirmar esse dado, injetamos A-779 e esperamos um intervalo de tempo de
1 min para injetar o DIZE. Novamente, observamos uma redugdo significativa dos
eventos arritmicos [controle: 24+17 eventos arritmicos e A-779+1min+DIZE: 10+7

eventos arritmicos] (Figura 19).
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Figura 19: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo de A-779 + 1min + DIZE +
adrenalina (n=5). O bloqueio do Mas n&o aboliu o efeito do DIZE nas arritmias cardiacas.
Resultados expressos como média + E.P.M. (*p<0,05; teste de Wilcoxon).

Em outro grupo de animais injetamos L-NAME mais DIZE e foi observada uma
reducdo significativa das arritmias [controle: 36+9 eventos arritmicos e L-NAME+DIZE:
1749 eventos arritmicos], indicando que a inibi¢cdo da NO sintase ndo abole o efeito do

DIZE nas arritmias cardiacas (Figura 20).

50+

40+

30+ g

204

eventos/A0min

104

Quantidade de Arritmias

ﬂ T —
Adrenalina L-NAME+DIZE+Adrenalina

Figura 20: Eventos arritmicos antes e depois da injecdo de L-NAME + DIZE +
adrenalina (n= 8). A inibicdo da NO sintase ndo aboliu o efeito do DIZE nas arritmias

cardiacas. Resultados expressos como média + E.P.M. (*p<0,05; teste de Wilcoxon).
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A fim de verificar se as amostras de animais utilizadas representaram a populagéo
e se ndo houve flutuagGes entre os grupos, comparamos 0s controles de todos 0s grupos
experimentais. Ndo houve diferenca significativa na quantidade de arritmias entre todos

0s grupos controles (Figura 21).
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Figura 21: Comparacdo da quantidade de eventos arritmicos entre todos 0s grupos
controles (injecdo de adrenalina + salina). N&o houve diferenga significativa entre os
grupos. Resultados expressos como média + E.P.M. (p>0,05; One-way ANOVA seguido

de Newman-Keuls).

5.3- Analise de parametros hemodinamicos

Foi observado que a Ang-(1-7) (4 nM) n&o alterou os padrdes hemodinamicos de
PAM [estabilizagéo: 74,4+3,1 mmHg; adrenalina: 106,1+4,8 mmHg e adrenalina+Ang-
(1-7): 114,4+4,4 mmHg] e de FC [estabilizagdo: 287,5+4,9 bpm; adrenalina: 320,5+19,6
bpm e adrenalina+Ang-(1-7): 33717 bpm) (Figura 22).
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Figura 22: Efeitos da adrenalina associada ou ndo a Ang-(1-7) na (A) presséo arterial
média (PAM) e na (B) frequéncia cardiaca (FC). Nao houve diferencas significativas
entre a injecdo de adrenalina sozinha e a administracdo de adrenalina + Ang-(1-7) nesses
parametros (n= 20). Resultados expressos como média + E.P.M (*p<0,05; Estabilizacao
vs. Adrenalina e Estabilizagéo vs. Ang-(1-7) + Adrenalina. One-way ANOVA seguido do

pos-teste de Newman-Keuls).

5.4- Analise das arritmias e da contratilidade de cardiomiécitos isolados

A fim de confirmar os efeitos antiarritmicos da Ang-(1-7), bem como analisar 0s
mecanismos envolvidos nessa protecdo a nivel celular, cardiomidcitos ventriculares
foram isolados e utilizados em trés técnicas experimentais (contratilidade, patch clamp e
microscopia confocal). A partir da técnica de contratilidade foi observado que a Ang-(1-
7) e o DIZE provocaram uma reducdo significativa na quantidade de arritmia (Controle:
1,5+0,5; Hal: 1,2+0,6; Iso: 2,2+0,8; Hal+lIso: 29,9+4,1; Hal+lso+Ang-(1-7): 5,6+1,8 e
Hal+lso+DIZE: 5,4+1,5 eventos arritmicos). Além disso, a proporcdo de células que
desenvolveram eventos arritmicos foi reduzida na presenca da Ang-(1-7) ou do DIZE
(Figura 23). Essas arritmias correspondem a contragdes extras ndo advindas da
estimulacdo de campo através dos eletrodos imersos nas placas e/ou de eventos de nao
responsividade celular a estimulagdo de campo, como pode ser observado nos tragados

representativos da Figura 24.
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Figura 23: Quantificacdo das arritmias a partir da técnica de contratilidade celular. A:
Quantidade de arritmia por minuto, por célula. B: Proporcdo de células que
desenvolveram ou n&o eventos de arritmia. Hal: halotano; Iso: isoproterenol. Controle (n=
22); Hal (n=17); Iso (n=17); Hal+lso (n=18); Hal+lso+Ang-(1-7) (n=18); Hal+Iso+DIZE
(n=18). Resultados expressos como media + E.P.M (*p<0,05 em relagcdo ao grupo
controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo Hal+Iso. One-way ANOVA seguido pelo pds-

teste de Newman-Keuls).
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Figura 24: Representacédo do tracado de contratilidade mostrando alteragdes na contracao
(arritmias). A: controle; B: halotano; C: isoproterenol; D: halotano + isoproterenol; E:
halotano + isoproterenol + Ang-(1-7); F: halotano + isoproterenol + DIZE. As setas

indicam os eventos arritmicos.
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Além disso, foi observado um aumento significativo na fragdo de encurtamento
nos grupos isoproterenol, halotano + isoproterenol, halotano + isoproterenol + Ang-(1-7)
e halotano + isoproterenol + DIZE quando comparados ao grupo controle (Controle:
12,4+0,6; Hal: 12,1+0,6; Iso: 17,0+£0,6; Hal+lso: 15,4+0,5; Hal+Iso+Ang-(1-7): 15,1+0,7

e Hal+1so+DIZE: 17,5+0,4 porcentagem de encurtamento) (Figura 25).
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Figura 25: Fracdo de encurtamento dos cardiomidcitos. Um aumento significativo foi
observado nos grupos isoproterenol, halotano + isoproterenol, halotano + isoproterenol +
Ang-(1-7) e halotano + isoproterenol + DIZE. Hal: halotano; Iso: isoproterenol. Controle
(n=22); Hal (n=17); Iso (n=17); Hal+lso (n=18); Hal+lso+Ang-(1-7) (n=18);
Hal+Iso+DIZE (n=18). Resultados expressos como média + E.P.M (*p<0,05 em relacao

ao grupo controle; One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls).

Resultados similares foram encontrados em relacdo as taxas maximas de
contragéo [Controle: 330,3+27,8; Hal: 321,8+31,6; Iso: 535,5+34,9; Hal+1so0: 472,7+29,9;
Hal+lso+Ang-(1-7): 525,7+33,2 e Hal+Iso+DIZE: 642,9+41,1 m/s] e de relaxamento
(dL/dt) [Controle: 277,4+19,7; Hal: 280,3£29,6; Iso: 404,6+34,5; Hal+Iso: 398,3+25,2;
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Hal+Iso+Ang-(1-7): 442,6+25,3; e Hal+lso+DIZE: 518,0+36,8 m/s]. Porém, no grupo de
células incubadas com DIZE houve um aumento adicional desses parametros quando

comparado ao grupo halotano+isoproterenol (Figura 26).
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Figura 26: Taxa maxima de (A) contracdo e (B) relaxamento. Hal: halotano; Iso:
isoproterenol. Controle (n=22); Hal (n=17); Iso (n=17); Hal+Iso (n=18); Hal+Iso+Ang-
(1-7) (n=18); Hal+Ilso+DIZE (n=18). Resultados expressos como média + E.P.M
(*p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo Hal+lso. One-way

ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls).

Os experimentos de contratilidade também demonstraram uma diminuicdo do
tempo para atingir 0 pico maximo de contracdo (time-to-peak) nos grupos isoproterenol,
halotano + isoproterenol, halotano + isoproterenol + Ang-(1-7) e halotano + isoproterenol
+ DIZE em relacdo ao controle (Controle: 107,5+4,0; Hal: 100,6+3,8; Iso: 84,3+3,1;
Hal+lIso: 91,1+4,3; Hal+Iso+Ang-(1-7): 82,7+3,2 e Hal+Iso+DIZE: 80,8+3,0 ms). Isso
também foi evidenciado na velocidade de relaxamento (Controle: 57,9+4,5; Hal:
50,7+£2,9; Iso: 43,1+2,3; Hal+lso: 41,9£1,7; Hal+lso+Ang-(1-7): 39,4+15 e
Hal+1so+DIZE: 39,7£1,8 ms) (Figura 27).
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Figura 27: Tempo para atingir o pico maximo de contracdo (time-to-peak) (A) e tempo
para atingir 50% de relaxamento (B). Hal: halotano; Iso: isoproterenol. Controle (n=22);
Hal (n=17); Iso (n=17); Hal+Iso (n=18); Hal+Iso+Ang-(1-7) (n=18); Hal+lso+DIZE
(n=18). Resultados expressos como média = E.P.M (*p<0,05 em relacdo ao grupo

controle; One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls).

5.5- Analise do potencial de agéo

Para avaliar se a reducdo in vivo das arritmias causada pela Ang-(1-7) esta
relacionada com alteracBes na excitabilidade dos cardiomidcitos, o que poderia alterar o
acoplamento excitacdo-contracdo, nés analisamos o PA. Assim, através da técnica de
patch clamp foi observado que a Ang-(1-7) e o DIZE promovem um encurtamento do PA
(Figura 28).
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Figura 28: Figura representativa dos tracados do potencial de acdo. A: controle; B:
halotano; C: isoproterenol; D: halotano + isoproterenol; E: halotano + isoproterenol +

Ang-(1-7); F: halotano + isoproterenol + DIZE.

A Ang-(1-7) e o DIZE promoveram uma reducdo significativa na fase de
repolarizacdo do PA (RPA90%) (Controle: 109,6+8,0; Hal: 112,2+24,0; Iso: 103,0£9,3;
Hal+Iso: 105,2+8,8; Hal+lso+Ang-(1-7): 64,8453 e Hal+lso+DIZE: 62,946,8 ms).
Considerando as outras fases de repolarizacdo (RPA10% e RPA50%), esses compostos
preveniram um aumento significativo do tempo de repolarizacdo quando administrados

juntamente com o halotano + isoproterenol (Figura 29).
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Figura 29: Tempo para repolarizacdo do potencial de agédo (RPA) a (A) 10%, (B) 50% e

(C) 90%. Hal: halotano; Iso: isoproterenol. Controle (n= 54); Hal (n=11); Iso (n=12);
Hal+lso (n=18); Hal+Ilso+Ang-(1-7) (n=23); Hal+lso+DIZE (n=13). Resultados
expressos como média + E.P.M (*p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em
relacdo ao grupo Hal+Iso. One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls).

Além disso, esses compostos também promoveram significativa hiperpolarizacao
do potencial de repouso quando comprado ao controle (Controle: -68,0+0,4; Hal: -
68,0+0,6; Iso: -73,0+2,8; Hal+lso: -70,8+1,0; Hal+lso+Ang-(1-7): -72,9£1,1 e
Hal+1so+DIZE: -73,9+1,3 mV) (Figura 30).
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Figura 30: Potencial de repouso. A Ang-(1-7) e o DIZE promoveram uma reducdo
significativa do potencial de repouso quando comparado ao controle. Hal: halotano; Iso:
isoproterenol. Controle (n= 54); Hal (n=11); Iso (n=12); Hal+Iso (n=18); Hal+Iso+Ang-
(1-7) (n=23); Hal+lso+DIZE (n=13). Resultados expressos como média = E.P.M
(*p<0,05 em relagdo ao grupo controle. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de

Newman-Keuls).

Considerando a amplitude do PA, apenas o isoproterenol sozinho induziu um
pequeno aumento nesse parametro (Controle: 114,3+1,0; Hal: 110,7£3,5; Iso: 116,6+1,7;
Hal+Iso: 106,7+2; Hal+Ilso+Ang-(1-7): 108,4+2,0 e Hal+Iso+DIZE: 108,2+1,9 mV)
(Figura 31).
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Figura 31: Amplitude do potencial de acdo. Houve diferenca significativa apenas com a
administracdo de isoproterenol sozinho. Hal: halotano; Iso: isoproterenol. Controle (n=
54); Hal (n=11); Iso (n=12); Hal+lso (n=18); Hal+lso+Ang-(1-7) (n=23); Hal+Iso+DIZE
(n=13). Resultados expressos como meédia + E.P.M (*p<0,05 em relacdo ao grupo

controle. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls).

Analisando a taxa de despolarizacdo maxima do PA (dV/dt) houve uma reducao
significativa nos grupos halotano, halotano + isoproterenol, halotano + isoproterenol +
Ang-(1-7) e halotano + isoproterenol + DIZE quando comparado ao controle (Controle:
201,6+8,2; Hal: 140,7£11,4; Iso: 198,1+15,3; Hal+lso: 143,9+11,3; Hal+Iso+Ang-(1-7):
147,649,7 e Hal+Iso+DIZE: 134,7+11,4 mV) (Figura 32).
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Figura 32: Despolarizagdo maxima do PA (dV/dt). Hal: halotano; Iso: isoproterenol.
Controle (n= 54); Hal (n=11); Iso (n=12); Hal+lIso (n=18); Hal+lso+Ang-(1-7) (n=23);
Hal+1so+DIZE (n=13). Resultados expressos como média + E.P.M (*p<0,05 em relacéo

ao grupo controle. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls).

5.6- Analise do transiente de calcio

No nosso estudo observamos que tanto a Ang-(1-7) como o DIZE foram capazes
de reduzir de forma significativa a quantidade das waves de calcio (Controle: 0,3+0,1;
Hal: 0,4+0,1; Iso: 1,0+0,1; Hal+lso: 3,9+0,2; Hal+lso+Ang-(1-7): 2,2+0,1 e

Hal+Iso+DIZE: 2,0+0,1 nimero de waves/10s/célula (Figura 33).
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Figura 33: Efeitos da Ang-(1-7) e do DIZE na quantidade de waves de calcio. Figura
representativa das waves ap6s o transiente de calcio (A: controle; B: halotano; C:
isoproterenol; D: halotano + isoproterenol; E: halotano + isoproterenol + Ang-(1-7); F:
halotano + isoproterenol + DIZE) (painel superior). O grafico mostra que a Ang-(1-7) e o
DIZE reduziram significativamente a quantidade de waves. Hal: halotano; Iso:
isoproterenol (painel inferior). Controle (n=92); Hal (n=37); Iso (n=41); Hal+Iso (n=75);
Hal+Iso+Ang-(1-7) (n=69); Hal+Iso+DIZE (n=76). Resultados expressos como media +
E.P.M (*p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo Hal+lIso.

One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls).
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Analisando a amplitude do transiente de calcio (F/FO) no citoplasma, nos
observamos que apenas o isoproterenol aumentou de forma significativa esse parametro
(Controle: 3,0+0,1; Hal: 3,3+0,1; lIso: 4,0+0,2; Hal+lso: 3,1+0,1; Hal+Iso+Ang-(1-7):
3,0+0,1 e Hal+Iso+DIZE: 3,2+0,1). Entretanto, o decaimento da fluorescéncia, que
determina a recaptacdo do calcio, aumentou significativamente nos grupos isoproterenol,
halotano + isoproterenol e halotano + isoproterenol + Ang-(1-7) (Controle: 225,6+11,6;
Hal: 208,6+15,5; Iso: 148,1+11,9; Hal+Iso: 171,9+15,8; Hal+Iso+Ang-(1-7): 170,7+10,9
e Hal+1so+DIZE: 216,9£20,9 ms) (Figura 34).
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Figura 34: Efeitos da Ang-(1-7) e do DIZE no manejo de célcio. (A) Figura
representativa do tracado do transiente de calcio. O ponto mais superior do tracado é o
instante no qual se considera a intensidade maxima de fluorescéncia (F). O ponto mais
inferior é considerado o background de fluorescéncia (FO), sendo que a razdo entre esses
dois pontos corresponde a variagdo global de Ca*® (F/F0). Assim, a curva representa a
amplitude do transiente de calcio e o decaimento da recaptacéo de Ca*® (melhor ajuste
monoexponencial). (B) F/FO; e (C): decaimento da recaptacdo de Ca*. Hal: halotano;
Iso: isoproterenol. Controle (n=92); Hal (n=37); lIso (n=41); Hal+lso (n=75);
Hal+Iso+Ang-(1-7) (n=69); Hal+Iso+DIZE (n=76). Resultados expressos como media +
E.P.M (*p<0,05 em relacdo ao grupo controle. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste

de Newman-Keuls).
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6- DISCUSSAO

Nosso modelo experimental para a indugdo das arritmias ja estd bem consolidado
na literatura (Miletich et al, 1978; Weigth et al, 1998; Kawai et al, 2002; Kagawa, et al
2005). Brevemente, em relacdo ao modelo de arritmias cardiacas in vivo utilizado nesse
estudo, ele é baseado no fato do halotano alterar a velocidade de conducéo
intraventricular do impulso e na potencializacdo desse efeito pela adrenalina (Takada et
al, 1993). A adrenalina sintética injetada € um composto simpatomimeético, ou seja, ela é
capaz de reproduz os efeitos provocados pela estimulacdo dos nervos simpaticos. Quando
injetada em altas concentracGes ela pode provocar aumento do ritmo e débito cardiaco, do
consumo de oxigénio e também irritabilidade das células NSA (principalmente quando
sua injecdo estd associada a anestésicos como o halotano). Anestésicos volateis podem
afetar diretamente as correntes i6nicas diminuindo a conducdo do impulso o que pode
desencadear alteracBes no ritmo cardiaco (Weigth et al, 1998). O halotano é
tradicionalmente considerado como pro-arritmico predispondo 0 coragdo a arritmias
ventriculares (Teixeira-Neto et al, 2000). Possivelmente, ele age como um detergente
alterando a fluidez e expansado da membrana plasmatica o que pode gerar desestabilizacéo
do potencial de membrana dos cardiomidcitos resultando em arritmias (Miletich et al,
1978).

Desde a sua descoberta, a Ang-(1-7) se tornou alvo de diversas pesquisas na area
de fisiologia cardiovascular e vérios estudos mostram os efeitos cardioprotetores desse
peptideo (Ferreira et al, 2001; Gembardt el at, 2003; Santos et al, 2004; Castro et al,
2006). Nesse trabalho observamos que a Ang-(1-7) apresenta atividade antiarritmica in
vivo. Esse efeito ocorreu de forma aguda apds a injecdo desse peptideo na veia jugular de
ratos nos quais foram induzidos eventos arritmicos. Além disso, ele foi bifasico, sendo
que a concentracdo que provocou uma significativa reducdo das arritmias foi a de 4 nM.
Esse efeito bifasico da Ang-(1-7) também ja foi observado em outros estudos. Por
exemplo, foi demonstrado que a Ang-(1-7), em concentracdes maiores, é capaz de
facilitar as arritmias de reperfusdo (Neves et al, 1997) e camundongos transgénicos que
superexpressam a ECA2, o que possibilitaria um aumento nos niveis de Ang-(1-7),
morrem em decorréncia de arritmias cardiacas (Donoghue et al 2003). Esses dados
corroboram com 0s nossos resultados que mostram um efeito arritmico da Ang-(1-7) em

concentragBes maiores. E importante ressaltar que a concentracio fisioldgica de Ang-(1-
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7) na circulagdo sanguinea é de aproximadamente 20 pg/mL (McKinney et al, 2014).
Alguns autores sugerem que concentracGes suprafisiologicas, na ordem de micromolar,
de Ang-(1-7) séo capazes de ativar o receptor AT; (Brosnihan et al, 1996, Bosnyak et al,
2012).

Em concordancia com a literatura, o efeito antiarritmico provocado pela
administracdo da Ang-(1-7) ocorreu via ativagdo do Mas (Santos et al, 2003), uma vez
que a presenga do antagonista seletivo desse receptor, o A-779, foi capaz de bloquear o
efeito antiarritmico da Ang-(1-7). Além da ativacdo do receptor Mas, a acdo
antiarritmogénica da Ang-(1-7) esta relacionada com a liberacdo de NO. Ja foi
demonstrado que a Ang-(1-7) via Mas ativa a proteina fosfatidilinositol 3-quinase B o
que leva a ativacdo da proteina quinase B (Akt) com consequente fosforilagcdo da enzima
oxido nitrico sintase determinando a geracdo de NO em cardiomidcitos ventriculares
(Dias-Peixoto et al 2008). De fato, cardiomidcitos ventriculares isolados tratados com
Ang-(1-7) apresentam producéo significativa de NO (Gomes et al, 2010). A injecdo de
Ang-(1-7) na veia jugular de ratos hipertensos promoveu um aumento na produgéo de NO
no coracdo (Costa et al, 2010) e cultura de células endoteliais incubadas com a Ang-(1-7)
apresentaram producdo significativa de NO ap6s 5 min do estimulo sendo que a
fosforilacdo e ativacdo da Akt ocorreu 1 min apds a incubacdo com a Ang-(1-7) (Sampaio
et al, 2007b).

De acordo com esses dados, utilizando o L-NAME, nds demonstramos que o0 NO
esta envolvido nos efeitos antiarritmicos in vivo da Ang-(1-7). Com o blogueio dessa
enzima a quantidade de eventos arritmicos permaneceu alta o que evidencia que o NO é
importante para a reducdo das arritmias. E importante ressaltar que a manutencdo dos
niveis basais de NO é crucial, pois a injecdo apenas de L-NAME deixou 0s animais mais
propensos ao desenvolvimento de arritmias. De fato, jA foi demonstrado que o NO
participa de efeitos antiarritmicos durante eventos de isquemia e reperfusao (Kisvari et al,
2014). Estudos in vivo utilizando coracgdes de cdes e porcos mostraram uma diminuicéo
da producéo de NO durante a oclusao de arteria coronaria. Essa reducao na quantidade de
NO contribuiu para o desenvolvimento de arritmias ventriculares fatais, indicando que a
manutencdo da sintese de NO pelas enzimas enddgenas ou através da administracdo de
compostos doadores de NO pode gerar uma cardioprotecdo (Kiss et al, 2010). O efeito

cardioprotetor do NO e mediado por uma serie de eventos, por exemplo, atenuacdo do
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stress oxidativo no miocérdio via diminuicdo da producdo de superdxido (inibindo as
enzimas xantina oxidase e xantina desidrogenase que geram 0s superoxidos). O NO
também atua diretamente na funcdo mitocondrial, uma vez que ele pode interagir com a
cadeia transportadora de elétrons e proteinas desacopladoras diminuindo a producéo de
superoxido por essa organela (Burwell e Brookes, 2008; Kiss et al, 2010). Além disso, o
NO pode promover diminui¢do da severidade das arritmias via acdo direta em jungdes
comunicantes (GAP junctions) ou em canais i6nicos promovendo aumento intracelular de
GMPc e diminuicdo do transiente de calcio (Gonczi et al, 2009). O NO também participa
do controle da contratilidade do coracdo e da FC, contribui para o remodelamento
cardiaco apos infarto e protege contra isquemia, além de modular o sistema nervoso
simpatico (Rastaldo et al, 2007). Ja se sabe que esse gas pode ser produzido por trés
isoformas de enzimas via conversdo de L-arginina em L-citrulina: 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), neuronal (NNOS) ou induzida (iNOS), sendo que essas trés isoformas
sdo expressas em coracdes de mamiferos (Rastaldo et al, 2007). A inibicdo da nNOS e da
eNOS, encontradas tipicamente associadas a membrana do RS e das cavéolas do coracéo,
provoca diminuicdo da contracdo cardiaca e do transiente de calcio, 0 que mostra a
existéncia de uma sinalizacdo via NO que é essencial para a transducdo de sinais
cardiacos (Jian et al, 2014). J& existem evidéncias que o NO apresenta efeitos
antiarritmicos em modelos animais e em humanos (Burger & Feng, 2011), porém 0s

mecanismos especificos de sua acdo ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

A atividade cardioprotetora da Ang-(1-7) também pode ser explicada de forma
indireta por meio da potenciacdo dos efeitos da bradicinina (BK) (Paula et al, 1995;
Almeida et al, 2000) ou através do antagonismo dos efeitos deletérios da Ang Il (Santos
et al, 2000). Considerando a potenciacdo dos efeitos da BK, ja se sabe que existe uma
interdependéncia entre 0 SRA e o sistema calicreina-cinina (SCC). Esse ultimo sistema
esta envolvido na regulacdo da pressdo arterial, inflamac&o, homeostase cardiovascular,
respostas analgésicas, proliferacdo celular e liberacdo de citocinas (Naffah-Mazzacoratti
et al, 2014). Um dos principais produtos do SCC € a BK que no sistema cardiovascular
apresenta acdo vasodilatadora estimulando a liberacdo de NO. Estudos j& mostraram que
a Ang-(1-7) ndo sé atua como substrato para ECA, mas também inibe essa enzima (Paula
et al, 1995; Almeida et al, 2000). Por sua vez, a ECA também degrada a BK. Assim, se a
ECA for inibida, a degradacdo da BK diminui potencializando seus efeitos (Su JB, 2013).



66

Existe entdo, um cross-talk entre 0 SRA e 0 SCC o que pode ajudar a explicar os efeitos
benéficos da Ang-(1-7), como por exemplo, através da inibicdo da ECA e diminuicdo da

degradacédo da BK no coracao.

E importante destacar que a Ang-(1-7) ndo provocou alteracdes na PAM e na FC,
indicando que os efeitos antiarritmicos desse peptideo foram independentes de mudancas
em parametros hemodindmicos. O aumento da PAM observada nos grupos adrenalina e
adrenalina + Ang-(1-7) pode ser atribuido a injecdo da adrenalina sintética que é um
composto simpatomimético, ou seja, capaz de reproduz os efeitos provocados pela
estimulacdo dos nervos simpaticos. Considerando os parametros hemodindmicos, a
adrenalina quando injetada intravenosamente desencadeia aumento da resisténcia

vascular periférica causando aumento da PAM (Teixeira-Neto et al, 2001).

O DIZE é um composto utilizado para o tratamento da tripanossomiase e
leishmaniose animais, pois ele impede a replicacdo do DNA e a atividade mitocondrial
dos patogenos causadores dessas doencas (Hwang et al, 2010; Stewart et al, 2010;
Kuriakose & Jude, 2014). Considerando os estudos sobre o SRA, ja foi demonstrado que
esse composto é capaz de ativar a ECA2 (Kulemina & Ostrov, 2011; Kuriakose & Jude,
2014). O DIZE quando administrado 2 dias antes da inducéo de isquemia do miocéardio
em ratos aumenta a atividade da ECA2 e é capaz de promover a diminuic¢do de areas de
infarto, aumentando o nimero de células progenitoras cardiacas e modulando a producéo
de citocinas pré-inflamatérias (Qui et al, 2013). Ele afeta o sistema imune diminuindo a
producdo de citocinas pré-inflamatoérias como as interleucinas 6 e 12 e o fator de necrose
tumoral (TNF-a) (Kuriakose & Jude, 2014), o que sugere que o DIZE é um composto que
tem efeito anti-inflamatério. Em nosso trabalho foi demonstrado que o DIZE apresenta
um evidente efeito antiarritmico. Contudo, ao contrario do que esperdvamos esse efeito
foi extremamente agudo, ou seja, assim que o DIZE foi injetado o0s ratos néo
apresentavam mais eventos arritmicos ou, quando tinham, esses eventos eram
esporadicos. Assim, acreditamos que ndo havia tempo suficiente para o DIZE ativar a
ECAZ2 e estimular a producédo de Ang-(1-7). Dessa forma, é possivel que essa resposta
imediata provocada pelo DIZE n&o esteja totalmente associada a producéo de Ang-(1-7),
mas ao contrario, esse composto poderia interagir diretamente com fatores ou estruturas
celulares ainda ndo identificadas, modulando o desencadeamento de arritmias. De fato, ja

foi descrito que a ECA2 atua também como receptor de alguns virus como o virus Sars-
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CoV causador da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (Clarke & Turner, 2012). Além
disso, estruturalmente a ECA2 pode ser entendida como uma quimera, apresentando
homologia na regido catalitica com a ECA e na regido transmembrana com a colectrina
que é uma chaperona molecular (Clarke & Turner, 2012). Essas caracteristicas mostram
que a ECAZ2 apresenta potencial para desencadear outras funcdes bioldgicas adicionais, as
quais poderiam ser moduladas pelo DIZE reduzindo as arritmias. E importante considerar
que o DIZE apresenta rapida absorcdo e pode atravessar a membrana plasmatica das
células via difusao simples (Kuriakose & Uzonna, 2014), o que corrobora ainda mais com
o répido curso temporal em reduzir as arritmias cardiacas. Porém, ainda sdo necessarios
outros experimentos para a elucidacdo de como o DIZE e a ECA2 interagem e se eles
realmente interagem em nosso modelo. Apesar disso, 0s nossos dados permitem concluir
que o DIZE pode atuar de forma aguda e sua acdo ndo é bloqueada pelo A-779, o que
mostra uma independéncia da ativacdo do Mas. Além disso, o0 NO ndo participa dos
efeitos do DIZE, pois houve uma reducdo significativa das arritmias mesmo com a
administracdo de L-NAME precedente a administracdo do DIZE.

Uma vez demonstrado o grande potencial antiarritmico in vivo da Ang-(1-7) e do
DIZE, nds resolvemos investigar como os cardiomidcitos isolados reagiriam em um
modelo similar ao utilizado in vivo (agonista adrenérgico associado ao anestésico
halotano), focando na contratilidade, excitabilidade e manejo intracelular de célcio. E
importante ressaltar que nos experimentos a nivel celular foram necessarias trés
modificacdes em relacdo ao modelo de experimentacao in vivo: 1) O uso do isoproterenol
como agonista adrenérgico em substituicdo a adrenalina. Essa alteracdo foi realizada com
0 objetivo de estudar de maneira mais especifica o efeito da estimulacdo simpética nos
cardiomidcitos isolados, uma vez que a estimulacdo beta-adrenérgica € responsavel pelos
efeitos inotropicos, lusitropicos e cronotropicos no coracdo (Bers, 2001). 2) O uso do
halotano solubilizado na concentracdo de 0,9 mM que, de acordo com a literatura,
equivale a inalacdo de halotano 1,5% (Eskinder et al, 1991). 3) O uso de camundongos
como modelo animal de experimentacdo. Essa alteracdo foi feita com base na observacéo
de que a preparacdo de células ventriculares de ratos é muito mais susceptivel ao
desenvolvimento de alteracBes celulares mesmo na auséncia da administracdo de

qualquer substancia, o que comprometia a avaliacdo dos resultados.
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A partir dos experimentos de contratilidade celular, verificamos um efeito agudo
da Ang-(1-7) e do DIZE. Isso porque logo apds a perfusdo desses compostos houve
reducdo do numero de eventos arritmogénicos por minuto, por célula. Também houve
reducdo na proporcdo de células que desencadearam arritmias (presenca de contracdes
espontaneas desencadeadas sem estimulacao prévia). Esses dados estdo de acordo com 0s
resultados obtidos in vivo.

E importante destacar que, aparentemente, 0 aumento dos parametros contrateis
dos cardiomidcitos esta relacionado com a administracdo do isoproterenol, uma vez que
ele é um agonista beta-adrenérgico. Com excecdo dos efeitos do DIZE na taxa maxima de
contracdo e de relaxamento, o halotano, a Ang-(1-7) e o DIZE ndo interferiram nos
efeitos do isoproterenol. A ativacdo dessa via nos cardiomiécitos induz a producdo de
AMPc através da adenilato ciclase. O aumento na concentracdo de AMPc induz a
ativacdo da proteina quinase A (PKA) que, por sua vez, provoca a fosforilacdo de
diversos componentes envolvidos no acoplamento excitagcdo-contracdo e desencadeia o
aumento nas respostas inotrépicas e lusitropicas observadas pela estimulacéo adrenérgica.
Especificamente, ocorre a fosforilagdo dos RyRs aumentando sua probabilidade de
abertura (Bers 2001), que em conjunto com a fosforilacdo do canal para célcio Cavl.2,
induz um aumento na amplitude do transiente de calcio citoplasmatico. Além disso, a
PKA fosforila a fosfolambam, removendo a inibico da Ca"*-ATPase do RS (SERCA) e
conferindo um efeito lusitropico positivo. Assim, mesmo com a perfusdo da Ang-(1-7) e
do DIZE o aumento na fracdo de encurtamento e o efeito lusitrépico positivo foram
mantidos, sugerindo que esses compostos atuam reduzindo a propensao celular a arritmia
sem alterar a sinalizacio beta-adrenérgica induzida pelo isoproterenol. E importante
ressaltar que muitos medicamentos antiarritmicos disponiveis na clinica provocam uma
melhora do quadro de arritmia mas, podem causar reducdo da forca de contracdo, sendo
dessa forma contra indicados para pacientes que também apresentem insuficiéncia

cardiaca.

Considerando a derivada da taxa maxima (dL/dt) de contracdo e de relaxamento,
foi observado um aumento em relagdo ao controle em todos os grupos que foram
perfundidos com o isoproterenol. Mais uma vez, iSSO mostra que esse evento esta
relacionado a cinética de ligacdo e desligamento do calcio aos miofilamentos, a qual é

drasticamente alterada pela ativacdo da via adrenérgica pelo isoproterenol. Entretanto, é
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importante notar que o DIZE ainda promoveu um aumento adicional nesses parametros,

fato que ainda ndo sabemos explicar.

Analisando a excitabilidade dos cardiomidcitos através dos experimentos de patch
clamp demonstramos que apds a administracdo de Ang-(1-7) ou DIZE houve
hiperpolarizacdo do potencial de repouso e reducdo da fase de repolarizacdo do PA.
Considerando a hiperpolarizagdo do potencial de repouso, € importante mencionar que
esse evento pode representar um efeito antiarritmogénico. Isso porque quanto menor o
potencial de repouso, mais dificil sera para atingir o limiar de excitacdo e desencadear um
evento de despolarizacdo arritmico. Ja o encurtamento do PA (provocado pela reducédo da
fase de repolarizacéo) pode ser cardioprotetor. No nosso caso, um PA mais curto diminui
a chance de ocorréncia de eventos de pds-despolarizacdo. Sdo conhecidos dois tipos de
pos-despolarizacao: precoce (PDP) e tardia (PDT) (Berne & Levy, 2009). Geralmente, as
PDP e PDT aparecem no final do platdé do PA ou durante a fase de repolarizacdo e
tendem a ocorrer com maior probabilidade em células cardiacas com PA prolongado. Por
isso, uma diminuicdo da fase de repolarizagdo do PA pode contribuir para 0 nao

aparecimento desses eventos que sdo pro-arritmicos.

E importante considerar que tanto a PDP como a PDT estfo relacionadas com o
fon Ca*™. Por exemplo, quando o PA est4 prolongado, os canais para Ca*? que foram
ativados no inicio do platd tém tempo suficiente de se restabelecerem da inativacéo e,
assim, podem ser reativados antes que a célula seja totalmente repolarizada. Essa ativacao
secundaria desses canais poderia deflagrar uma PDP, promovendo a entrada de célcio
adicional que ira ativar os RyRs liberando mais calcio para o citoplasma e desencadeado
uma contracdo prematura. JA a PDT estd associada com uma elevada concentracéo
intracelular de Ca*%. Uma maior concentracio de célcio no citoplasma pode, por exemplo,
ativar o trocador Na'/Ca™. Esse trocador é eletrogénico e gera uma corrente
despolarizante na célula quando funcionando em seu modo normal, uma vez que transfere
3 fons Na* para dentro da célula para cada fon Ca* que ejeta. Isso acaba criando uma
corrente de Na' que contribui para o aparecimento da PDT. Outros mecanismos
associados com a reducdo do calcio citoplasmatico sdo: a SERCA, a Ca‘’-ATPase
sarcolemal (PMCA\) e o uniporte mitocondrial de Ca*? (Bers 2001).
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Ao analisarmos o PA dos cardiomidcitos a 50% da fase de repolarizagdo,
observamos que a associacdo do halotano com isoproterenol provocou um aumento
significativo desse parametro. Esses dados estdo em concordancia com achados prévios
que mostraram uma reducdo de diversos tipos de correntes de potassio induzida pelo
halotano (Eskinder et al, 1991) em associacdo com 0 aumento na corrente de célcio
induzido pelo isoproterenol (Bers 2001), o que em conjunto aumenta a duracéo da fase de
platd. Entretanto, ao analisarmos o tempo para 50% da repolarizacao na presenca da Ang-
(1-7) e do DIZE foram obtidos valores semelhantes aos do controle. Esse fenémeno
sugere uma modulacdo dos canais para potassio e/ou calcio por essas moléculas de modo
a normalizar a densidade de corrente dos cardiomidcitos conferindo cardioprotegdo. E
importante nesse ponto ressaltar o papel da Ang-(1-7) na producdo de NO, uma vez que
essa molécula, via ativacdo de producdo de GMPc através da guanilato ciclase, pode
induzir a fosforilagcdo do Cav1.2 (Massion et al 2003), importante canal relacionado com
a entrada de célcio na célula que quando fosforilado pode reduzir o influxo desse ion.
Interessantemente, esses compostos isolados (halotano e isoproterenol) ndo foram
capazes de provocar alteracGes significativas no tempo para repolarizacdo do PA a 50%
quando comparado ao controle. Com esses experimentos podemos sugerir que a Ang-(1-
7) e 0 DIZE preveniram o influxo excessivo de Ca*? via canal de célcio do tipo L (LTCC)
cuja atividade estava aumentada pela estimulacdo adrenérgica, regulando, assim, a

ativacdo dos RyRs e liberacdo de célcio (utilizado para a contracao) pelo RS.

Foi observado também um prolongamento do PA a 10% da repolarizacdo de
forma semelhante a 50%. Isso pode ser explicado pelos mesmos motivos citados acima.
Além disso, o isoproterenol pode ndo apenas ter provocado aumento na atividade dos
LTCC, mas também pode ter mudado a sua dependéncia de voltagem para ativacao e
inativacdo (Bers, 2001). Dessa forma, a ativacdo deslocada para potenciais mais
negativos pelo isoproterenol em conjunto com o bloqueio das correntes de potassio pelo
halotano, podem justificar o aumento na duracdo dessa fase do PA. Em relacdo ao
encurtamento provocado pelo DIZE e Ang-(1-7), os mesmos mecanismos discutidos para

50% da repolarizacdo podem ser aplicados.

Ainda em relacdo a excitabilidade das células cardiacas, ndo observamos nenhuma
alteracdo significativa na amplitude do PA (exceto no grupo isoproterenol). Apesar disso,

observamos, em todos os grupos administrados com halotano, uma reducdo na taxa
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méaxima de despolarizagdo do PA (dV/dt), o que sugere um bloqueio pelo halotano dos
canais para sodio Nav1.5, como ja descrito na literatura (Weigth et al, 1998). Além disso,
nem o DIZE nem a Ang-(1-7) foram capazes de reverter esse fenémeno. 1sso sugere que
esses compostos ndo interferem nas correntes de sodio bloqueadas pelo halotano, ou seja,
esse ndo é um mecanismo de acdo do DIZE ou da Ang-(1-7), uma vez que eles ndo foram
capazes de reverter esse blogueio. Entretanto, esses dados ndo nos permite excluir a
possibilidade do DIZE e da Ang-(1-7) impedirem a atuacdo do halotano na célula por

outros mecanismos.

Com os experimentos de microscopia confocal observamos a participacéo
fundamental do célcio intracelular nos nossos resultados. Considerando as waves (ondas
de célcio no citoplasma desencadeadas por uma reativacdo em cadeia dos RyR que
acontece de maneira assincronica e iniciada pelo calcio), foi observada uma reducao
significativa com a incubacdo de Ang-(1-7) e DIZE. Se analisarmos o transiente,
podemos observar que o isoproterenol, pela ativagdo da via beta-adrenérgica, induziu um
aumento na amplitude da onda de célcio (F/FO). Isso esta relacionado com a alteracdo
provocada por esse composto na liberacdo do calcio (via fosforilacdo dos RyR,
aumentando sua probabilidade de abertura) e também com o aumento desse ion no RS
(relacionado com o aumento na taxa de recaptacdao via SERCA). Além disso, o halotano
vem sendo caracterizado por interagir com membranas, 0 que pode implicar na
desestabilizacdo das estruturas associadas a elas. Assim a partir dos nossos resultados,
podemos inferir que os mecanismos envolvidos na geracdo das arritmias em no0SsO
modelo foram a ativacdo beta-adrenérgica associada a presenca do halotano gerando um
aumento na probabilidade de abertura dos RyR e propiciando um vazamento muito
grande de calcio do RS, o que desencadeia a geracdo de sparks de calcio durante o
periodo diastolico favorecendo o aparecimento das waves de célcio. Esse fenbmeno é
altamente favorecido pelo aumento da corrente de célcio via LTCC induzido pelo
isoproterenol, o que associado a alta taxa de recaptacdo de calcio para o reticulo pela
SERCA (induzida pela remocdo da inibicdo do fosfolambam apds a estimulagéo
adrenérgica) permite a manutencdo de uma concentracdo elevada de célcio no reticulo,

novamente favorecendo a ocorréncia de sparks e waves de célcio.

Além disso, existem relatos de que a administracdo de halotano reduz a atividade

do trocador Na'/Ca*? (Weigth et al, 1998) e, dessa forma, induz um desbalanco na
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concentracdo de calcio que entra e sai via trocador Na*/Ca*?, elevando ainda mais o
conteddo de calcio do SR. No entanto, é importante lembrar que a amplitude do
transiente € uma medida da relacdo F/FO e, em nosso modelo, a concentracdo diastolica
de calcio deve estar muito elevada pelo vazamento de calcio e/ou pela reducdo na
atividade do trocador descrita acima. Esses processos podem justificar a presenga de um
transiente nas células incubadas com halotano+isoproterenol de uma amplitude
semelhante as células controle, considerando que a concentracdo de calcio sistdlico esteja
bastante elevada nessas células. Esse modelo esta de acordo com os dados da
contratilidade celular, em que o aumento na fragdo de encurtamento esta em concordancia
com uma maior concentragdo sistolica de calcio, assim como a maior velocidade de
relaxamento esta em concordancia com a maior atividade da SERCA em conjunto com a
diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos causada pela estimulacdo adrenérgica. De
forma complementar, o prolongamento do PA observado a 50% da repolarizacdo ainda
pode ter contribuido para a geracdo de PDP, agravando ainda mais a arritmogénese

associada ao modelo.

E sabido que a ativacdo do Mas pela Ang-(1-7) gera a liberacio de NO em
cardiomidcitos (Gomes et al, 2010). Entretanto, os estudos relacionando o papel do NO
no acoplamento excitagdo-contracdo sdo controversos e dependem da concentracdo de
NO produzido, do local de producgéo e da comunica¢do com outras vias (Lim et al, 2008).
Esse fato é parcialmente justificado pela diversidade de moléculas que podem sofrer
modificacdes pos-traducionais diretamente via nitrosilacdo (Massion et al 2003; Lim et
al, 2008), além de vias bioquimicas engatilhadas pela producdo dessa molécula. Nesse
contexto, podemos citar a producdo de GMPc que, ao ativar a PKG, pode induzir a
fosforilacdo do canal de célcio (Massion et al 2003; Hidalgo et al 2005), reduzindo a
corrente e com isso induzindo uma reducdo no transiente de calcio, o que pode justificar
o efeito da Ang-(1-7) na reducéo desse pardmetro para niveis semelhantes ao controle em

nosso trabalho.

Diversos estudos demonstram uma atividade bifasica do NO. Em geral,
concentracdes baixas geram efeito inotropico positivo e concentragcfes altas, negativo
(Kelly et al, 1996; Massion et al 2003). No nosso modelo, observamos de forma
semelhante um efeito bifasico da Ang-(1-7), o que pode ser parcialmente justificado pela

producéo exacerbada de NO e/ou pela capacidade da Ang-(1-7) ativar o receptor AT; em
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altas concentraces (Brosnihan et al, 1996, Bosnyak et al, 2012). Dessa forma, a
producdo de NO em nosso modelo pode justificar o efeito lusitropico positivo, mesmo
considerando os relatos de que a presenca de NO pode induzir, via PKG, a atenuacgéo da
resposta de PKA pela ativacdo de fosfodiesterases (Massion et al 2003). De forma ainda
mais complexa, os efeitos do NO dependem do nivel de ativacdo beta-adrenérgica, ou
seja, em condicdes de ativacdo sub-maxima o NO atua aumentando a probabilidade de
abertura dos RyR, enqguanto em condicbes de alta ativacdo beta-adrenérgica, como no
nosso modelo, 0 NO atua diminuindo a probabilidade de abertura desses receptores e,
com isso, prevenindo o vazamento de célcio do reticulo e por conseguinte as arritmias
(Ziolo et al, 2001). Assim, podemos pensar que a Ang-(1-7) reduz o vazamento de calcio
do reticulo diante de um modelo de alta estimulacdo beta-adrenérgica, mantendo os
efeitos inotropicos e lusitropicos positivos, porém regularizando a liberacdo de calcio do
reticulo e modificando o PA, promovendo seu encurtamento e hiperpolarizacdo do
potencial de repouso do cardiomidcito. Esse conjunto de fatores propicia a protecao

observada contra o desenvolvimento de arritmias ventriculares a nivel celular.

Nosso trabalho também demonstrou a protecdo contra arritmias desencadeada
pelo DIZE de forma aguda e independente da ativacdo do Mas. Tal fendmeno teve a
mesma magnitude ou até mesmo maior do que a desencadeada pela Ang-(1-7).
Entretanto, esse processo ndo dependeu da producdo de NO, como demonstrado
utilizando o L-NAME, onde a protecdo contra arritmias ainda era mantida. Muitos sdo 0s
mecanismos que podem estar envolvidos na atuacdo do DIZE abolindo o aparecimento
das arritmias. Em nosso trabalho mostramos que tal composto foi capaz de reduzir o
aparecimento das waves de calcio, além de regularizar a amplitude e decaimento do
transiente de calcio para valores proximos aos da situacao controle, sendo que os efeitos
inotropico e lusitropico positivos tipicos da estimulacdo beta-adrenérgica foram
mantidos. Diversas moléculas e vias estdo envolvidas na modulacdo do acoplamento
excitacdo-contracdo. A producdo de espécies reativas de oxigénio por diversas enzimas e
a modulacdo alfa-adrenérgica culminando com a ativacdo de PKC e fosfatidilinositol
trifosfato (IP3) sdo exemplos de mecanismos capazes de modular o manejo
citoplasmatico de célcio. Ainda ndo podemos nos esquecer das proteinas calmodulina e
calmodulina quinase, que regulam a atividade de diversos componentes envolvidos no

processo. Até o presente momento, ndo € possivel determinar o mecanismo pelo qual o
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DIZE provoca reducdo das arritmias e, outros estudos precisam ser realizados nesse

sentido.

7- CONCLUSOES

Com esse trabalho n6s podemos concluir que a Ang-(1-7) reduz as arritmias in
vivo via receptor Mas, com participacdo de NO e sem alteragdo nos parametros
hemodindmicos. O DIZE também apresenta acdo antiarritmica, porém, essa acdo €
independente do Mas e do NO. Ambos 0s compostos reduzem as arritmias celulares, sem
provocar reducdo na fracdo de encurtamento e nas velocidades de contragdo e
relaxamento provocadas pela estimulacéo adrenérgica. Isso indica um efeito antiarritmico
sem alteracdo da forca de contracdo. Além disso, a Ang-(1-7) e o DIZE promovem um
encurtamento do PA e hiperpolarizacdo do potencial de membrana, fatores que também
podem atuar como preventivos no nosso modelo de arritmia. Essa reducdo na quantidade
de arritmias celulares foi acompanhada por uma reducdo na frequéncia das waves de
calcio, sem alteracdo da amplitude do transiente. Apenas a Ang-(1-7) diminui o
decaimento, indicando elevada taxa de recaptacdo desse ion via SERCA, induzida pela
ativacdo beta-adrenérgica, enquanto o DIZE determinou uma lentificacdo na recaptacao
para niveis semelhantes aos do controle. Todos esses dados sugerem que a Ang-(1-7) e
também o DIZE podem ser Uteis no tratamento de sindromes arritmogénicas que levam a

morte subita.
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