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Resumo

A Ang-(1-7) é descrita como um fragmento biologicamente ativo do sistema
renina-angiotensina, tendo diversas de suas agdes contrarias aquelas descritas para
Ang Il. Estudos recentes tém demonstrado que a Ang-(1-7) apresenta efeitos
antiproliferativos e cardiproterores. O objetivo desse estudo foi avaliar o papel da
Ang-(1-7) na hipertrofia do ventriculo esquerdo. Nesse estudo foram utilizados ratos
machos Sprague-Dawley(SD) e ratos machos que superexpressam Ang-(1-7)
[TGR(A1-7)3292]. Os ratos foram tratados com inje¢des diarias de isoproterenol
(2mg/Kg/dia, i.p.) durante 7 dias. Apds o periodo de tratamento, os ratos foram
sacrificados e foram coletados o VE e o plasma para posteriores analises. Os VE
foram utilizados para analise morfométrica e imunofluorescéncia, dosagens de Ang |l
e Ang-(1-7), e expressao de mRNA para angiotensinogénio, ECA2, receptores Mas e
AT, colagenos | e lll. O plasma foi utilizado para dosagens de Ang Il e ANP. Os
ratos TG apresentaram menor hipertrofia do VE, acompanhada por menor formacao
de matriz intersticial em resposta ao ISO. A concentracéo cardiaca de Ang Il estava
diminuida no VE dos ratos TG. Em contraste, as concentracdes plasmaticas de Ang
Il estavam aumentadas. Os ratos TG apresentaram diminuicdo da expressao do
MRNA para angiotensinogénio e aumento da expressao do mRNA para ECA2 no
VE. Os ratos TG nao apresentaram alteragdes na expressdo do mRNA para os
receptores Mas e AT4. Os niveis de ANP estavam aumentados no plasma dos ratos
TG. Em resposta ao ISO, as caracteristicas bioquimicas observadas foram mantidas
inalteradas nos ratos TG. Os dados sugerem que a Ang-(1-7) induz importantes
alteracdes bioquimicas no coragéo e no plasma dos ratos TG, reforcando a hipétese
de que ela pode modular o SRA e outros sistemas peptidicos, favorecendo a

protecao de érgaos alvos do sistema cardiovascular.



Abstract

Angiotensin-(1-7) (Ang-(1-7) is now considered to be a biologically active member of
the renin-angiotensin system. The functions of Ang-(1-7) are often opposite to those
attributed to the main effector component of the renin-angiotensin system, Ang Il.
Recently it has been suggested that Ang-(1-7) has cardioprotective properties. In the
present study, we investigated the effect of Ang-(1-7) on cardiac hypertrophy. Heart
hypertrophy was induced in male Sprague-Dawley (SD) and TG rats [TGR(A-7)3292]
by daily injection of isoproterenol (2 mg/Kg i.p, 7 days). Control groups received daily
injection of vehicle (0.9 % NaCl 0.1 ml/100g i.p, 7 days). At the end of the 7-day
period, the rats were killed by decaptation and the heart and blood were immediately
collected. The atria and right ventricle were dissected. Wet weights of the left
ventricles were recorded and normalized for body weight. The left ventricles were
used for morphometric analyzes and quantification of collagen I, lll and fibronectin
proteins by immunofluorescence using confocal microscopy. Angiotensins were
determined by radioimmunoassay (RIA) in plasma and left ventricles. In addition,
atrial natriuretic peptide was also determined by RIA in the plasma. The
isoproterenol-induced hypertrophy was attenuated in TG rats. The expression of
collagen I, 11l and fibronectin proteins in the extracellular matrix were also attenuated
in isoproterenol-treated TG rats left ventricles.  Expression of left ventricle
angiotensinogen, ACE2, collagen |, Ill, Mas and ATy receptors mRNA levels were
assessed by semi-quantitative polymerase chain reaction. The cardiac Ang Il level
was significantly decreased in the TG rats. In contrast, the plasma Ang Il levels were
significantly increased in TG animals .Angiotensiogen mRNA in the left ventricle was
significantly decreased in TG rats while ACE2 mRNA was significantly increased in
TG rats. No significant changes were observed for Mas receptor mRNA levels and
AT1 receptor mRNA levels in the left ventricles of TG rats. A significant increase of
plasma ANP concentration was observed in TG rats. Isoproterenol did not change
the biochemical alterations observed in the TG rats before the treatment . These
results reinforce the hypothesis that Ang-(1-7) plays an important site-specific role
within renin-angiotensin system and others peptidic systems.



1 - INTRODUGCAO
Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) foi descoberto ha mais de um século e
ainda € amplamente estudado. Em 1897, Tigerstedt e Bergmann isolaram uma
substancia pressora a partir do rim de coelho capaz de elevar a pressao arterial, que
eles denominaram de renina. Em 1940, Braiun-Menéndez e cols isolaram uma
substancia vasoconstritora do sangue venoso renal de cado com constrigdo da artéria
renal, tendo sido denominada por eles de hipertensina. Na mesma época, Page e
Helmer apo6s infusdo dessa substdncia em um animal normal observaram uma
resposta vasoconstritora, sendo denominada por eles de angiotonina.
Posteriormente outros grupos mostraram tratar-se do mesmo componente, no caso
um peptideo. Como eram as mesmas substancias, os termos foram agregados e
adotou-se o termo angiotensina. Estudos futuros que se seguiram contribuiram para
esclarecer o mecanismo de formacdo das angiotensinas e sua importancia na
fisiologia cardiovascular (Handa e cols, 2000).

Hoje, muito se sabe a respeito do SRA, seus componentes e sua interacao
com outros sistemas peptidicos. A angiotensina Il (Ang Il ou Ang (1-8)) € o principal
peptideo do SRA. Ela é formada a partir da clivagem do angiotensinogénio de
origem hepatica pela renina de origem renal, formando angiotensina | (Ang | ou
Ang(1-10)). Essa por sua vez é clivada pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) formando a Ang Il, especialmente no leito vascular pulmonar que recebe todo
o débito cardiaco. Uma vez formada a Ang Il atua em seus receptores especificos
em O&rgaos-alvos regulando a pressao arterial, a homeostase cardiovascular e o
equilibrio hidroeletrolitico, tanto em condicdes fisiolégicas quanto patolégicas (Dzau

e cols, 1988; Krieger e Santos, 1998; Santos e cols, 2005, Paul e cols, 2006).



A Ang Il liga-se com alta afinidade em seus receptores localizados na
superficie celular. Dois tipos principais de receptores sdo bem caracterizados AT; e
AT,, ambos com distribuicdo heterogénea em tecidos periféricos e cerebrais. Os dois
receptores diferem em seus mecanismos de sinalizagdo e atividades bioldgicas
(Ardaillou e cols, 1999; Unger e cols, 2002).

O receptor ATy € um receptor com 7 dominios transmembrana, acoplado a
proteina G. Sua sinalizagdo envolve fosfolipase A, C e D, inositol fosfato, canais de
célcio e uma variedade de serina/treonina e tirosina kinase (Unger e cols, 2002). Ele
esta presente em tecidos somaticos e cerebrais, predominantemente em 6rgéaos e
tecidos envolvidos no balanco eletrolitico e regulacdo da pressado sanguinea, como
glandulas adrenais, células do musculo liso vascular, rim e cora¢ao. Sua estimulagcéo
medeia também o crescimento e proliferagdo de células do musculo liso vascular,
estando também implicado em varias doencas cardiovasculares, renais e cerebrais,
tais como hipertrofia do ventriculo esquerdo, hipertrofia da camada média vascular,
arritmias cardiacas, aterosclerose e glomerulosclerose (Unger e cols, 2002).

O receptor AT, também é uma proteina com 7 dominios transmembrana e
possui aproximadamente 34% de homologia com o receptor AT;. Eles estédo
presentes em alta densidade em todos os tecidos durante o desenvolvimento fetal e
sdo menos abundantes em tecidos adultos, estando expressos em altas
concentragbes na medula adrenal, Utero, ovarios, endotélio vascular e areas
especificas do cérebro. Sua expressao estda também elevada na insuficiéncia
cardiaca, nos processos de reparo apos infarto, em lesées de pele e no sistema
nervoso. Sendo assim, o receptor AT, parece estar envolvido no controle da
proliferacao e diferenciacao celular, angiogénese, regeneracao tecidual e apoptose

(Unger e cols, 2002).



A Ang Il é o principal produto ativo do SRA, porém, na ultima década muito se
descobriu a respeito dos fragmentos de angiotensinas que podem ser gerados no
sistema cardiovascular a partir da Ang | e da Ang |l. Ambas passam por clivagens
sequenciais gerando uma “familia” de peptideos com atividade biolégica. Recentes
observacgdes indicam que importantes acgdes periféricas e centrais do SRA podem
ser mediadas por essas sequUéncias menores dos peptideos angiotensinérgicos,
incluindo Angiotensina-Ill [Ang Il ou Ang-(2-8)], Angiotensina-IV [Ang IV ou Ang-(3-

8)] e Angiotensina-(1-7).



Angiotensinogénio

l Renina
Nao-renina
Tonina Angiotensina |
Catepsina G Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
ECA ECA 2 PEP
Quimase Catepsina A NEP
v
Angiotensina Il Angiotensina (1-9) _
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His
ECA2 ECA
PEP NEP v
Aminopeptidases PCP
Angiotensina-(1-7)
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro
Angiotensina lll Angiotensina IV ECA
Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe . .
Aminopeptidase

Angiotensina-(1-5)
Asp-Arg-Val-Tyr-lle
Figura 1. llustracado simplificada das vias de formagao dos peptideos do SRA. ECA,
enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2;

PEP, prolilendopeptidase; NEP, endopeptidase neutra; PCP, prolilcarboxipeptidase.

Modificado de: Ferreira A.J.; Santos R.A.S. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research(2005) 38: 499-507.



A angiotensina—(1-7) é um dos peptideos da “familia” das angiotensinas que
possui atividade biologica, sendo formada por uma via independente da ECA
somatica. Recentemente foi descoberta em humanos e roedores uma nova enzima
analoga a ECA com alta especificidade para clivar angiotensinas. A ECA2, como foi
denominada, possui 805 aminodcidos em sua estrutura, inclui uma sequéncia N-
terminal e um unico sitio catalitico, apresentando 42% de homologia com a ECA
somatica, possuindo diferencas no que diz respeito a especificidade de substrato e
sua atividade nao ser alterada pelos inibidores classicos da ECA. No sistema
cardiovascular, a expressao da ECA2 ocorre predominantemente nas células
endoteliais das artérias, arteriolas e vénulas no coracdo € no rim. Em humanos, a
ECA2 foi também descrita no trato gastrointestinal e em camundongos tem sido
descrita também no pulméo (Gembardt e cols, 2005). A ECA2 funciona como uma
carboximonopeptidase com hidrélise preferencial entre residuos de prolina e regido
C-terminal da molécula. A afinidade catalitica da ECA2 nao esta limitada aos
peptideos do SRA. Ela também possui alta eficiéncia catalitica por outros peptideos
tais como apelina-13 e apelina-32 e alguns metabdlitos de cininas, neurotensina e
peptideos relacionados, e em peptideos opidides como dimorfina. Esses produtos
tém uma variedade de fungdes e assim a ECA2 pode ter um papel chave na
inflamacéao, neurotransmissao e funcdes cardiovasculares (Katovich e cols, 2005).

No sistema cardiovascular a ECA2 cliva a Ang | gerando o peptideo até o
momento considerado inativo Ang-(1-9), que pode posteriormente ser convertido a
Ang-(1-7) e essa por sua vez pode ser inativada pela ECA somética ou outras
peptidases ao residuo inativo Ang-(1-5). A ECA2 pode também metabolizar
diretamente a Ang Il para gerar Ang-(1-7). Nem a Ang-(1-9) nem a Ang-(1-7) podem
ser hidrolisadas pela ECA2. Essas agdes sugerem ser a ECA2 a principal via de

formacao da Ang-(1-7) (Tipnis e cols, 2000, Donoughe e cols, 2000, Vickers e cols,



2002). A Ang-(1-7) juntamente com a Ang Il, sdo considerados os principais efetores
do SRA.

Para selar definitivamente o papel da Ang-(1-7) como importante peptideo
com acbes bioldgicas distintas dentro do SRA, estudos usando o antagonista
seletivo das acdes da Ang-(1-7), o D-[Ala’]-Ang-(1-7) (A-779), forneceram evidéncias
de um receptor para a Ang-(1-7) distinto dos receptores AT e AT, da Ang Il. Santos
e cols (2003) caracterizaram o receptor especifico para Ang-(1-7). Nesse trabalho,
utilizando técnicas de binding, foi demonstrada a auséncia de ligacdo da Ang-(1-7)
em cortes renais de camundongos knockout (KO) para o protooncongene Mas, e
observou-se auséncia da acao antidiurética da Ang-(1-7). O efeito vasorrelaxante da
Ang-(1-7) foi completamente abolido em anéis aoérticos dos camundongos KO para o
Mas. Tais evidéncias e outras que se seguiram indicam o Mas como o receptor
funcional para Ang-(1-7) (Pinheiro e cols, 2004; Lemos e cols, 2005; Santos e cols,
2006).

Varios trabalhos tém demonstrado que a Ang-(1-7) atua como um peptideo
contrarregulador dentro do sistema renina-angiotensina, atuando em mudltiplos
pontos. A Ang-(1-7) pode atuar como um modulador da ECA tanto no dominio
amino-terminal da enzima, no qual atua como substrato, como no dominio c-terminal
no qual atua como um inibidor (Deddish e cols, 1998; Tom e cols; 2001). Além de
inibir a ECA a Ang-(1-7) inibe as acdes da Ang Il competindo pela ligacdo em
receptores AT (Ueda e cols, 2000; Roks e cols, 1999; Rowe e cols, 1995; Mahon,
1994), altera a sinalizacdo dos efeitos da Ang Il possivelmente por alterar a
disponibilidade de calcio intracelular (Chansel e cols 2001). Além disso, a Ang-(1-7)
antagoniza os efeitos deletérios da Ang Il sobre o aparelho cardiovascular pela
potenciacdo dos efeitos da bradicinina (Paula e cols, 1995; Li e cols, 1997; Faria e

cols, 2005). A Ang-(1-7) e seu derivativo Sar'-Ang-(1-7) antagonizam os efeitos



pressores da Ang Il no homem (Ueda e cols, 2000) e ratos (Bovy e cols, 1989). A
contracdo produzida pela Ang Il em artérias isoladas de coelhos e humanos também
€ reduzida pela Ang-(1-7)(Bovy e cols, 1989; Roks e cols, 1999). Sampaio e cols
(2003) demonstraram que a infusdo de Ang-(1-7) em ratos anestesiados promoveu
uma diminuicdo da resisténcia periférica total com conseqlente aumento do fluxo
sanguineo regional para mesentério, cérebro, pele e rins. Foram observados
também, um aumento no indice cardiaco e volume sistdlico. Essas alteragdes foram
atenuadas na presenca do A-779.

No sistema nervoso central a Ang-(1-7) pode agir como um modulador nas
areas relacionadas com o controle da presséo arterial. Campagnole-Santos e cols
(1992), Henriger-Walther e cols (2001), demonstraram que a Ang-(1-7) produziu
facilitacao do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca.

Estudos recentes tém demonstrado que a Ang-(1-7) apresenta efeitos
antiproliferativos e cardiproterores, contrarios aos observados para Ang Il. Strawn e
cols (1999) demonstraram que a Ang-(1-7) reduz o crescimento das células do
musculo liso vascular apo6s lesdo. Animais que sofreram injaria vascular e foram
infundidos com Ang-(1-7) apresentaram menor proliferagdo da camada intima
quando comparados aos animais tratados com veiculo. Machado e cols (2001)
demonstraram o efeito antiangiogénico da Ang-(1-7) utilizando o modelo de esponjas
em camundongos. A formacao de novos vasos foi abolida na presenca de A-779 e
inibidores da sintese de 6xido nitrico. O uso de antagonista de receptores AT; e AT»
nao foi capaz de reverter esse processo.

Nos ultimos cinco anos as pesquisas envolvendo as agbes da Ang-(1-7)
especificamente no coragdo e/ou seus constituintes tém acrescentado importantes
informacgdes aquelas ja descritas. Ferreira e cols (2001) demonstraram que a Ang-(1-

7) em baixas concentragbes diminuiu a incidéncia e duragdo das arritmias



decorrentes de isquemia-reperfusdo em coragdes isolados de ratos. Esse efeito
cardioprotetor foi bloqueado pelo antagonista especifico, A-779. Loot e cols (2002),
com modelo experimental de insuficiéncia cardiaca (infarto do miocérdio),
demonstraram que a infusdo de Ang-(1-7) preservou o funcionamento cardiaco, a
perfusdo coronariana e o funcionamento endotelial aortico, amenizou a
deteriorizacdo do miocardio caracterizada por mudancga na pressao diastolica final.
Essas mudancas foram acompanhadas pela manutencdo do fluxo coronariano e
vasodilatacao induzida pela bradicinina. E ainda, a infusdo crénica de Ang-(1-7)
manteve a densidade de capilares no miocardio, e reverteu a disfuncdo endotelial
presente na aorta desses ratos infartados. Averill e cols (2003) demonstraram pela
primeira vez a localizacdo da Ang-(1-7) em animais submetidos ao infarto com 4
semanas de remodelamento cardiaco. A area infartada apresentou menor
imunoreatividade para Ang-(1-7) quando comparada com a area ao redor do infarto
e demonstrou a localizacdo restrita da Ang-(1-7) no citoplasma dos midcitos
cardiacos. Tallant e cols (2005) demonstraram que a Ang-(1-7) inibiu o crescimento
dos cardiomiécitos através da ativacao do receptor Mas, modulando a sintese de
proteinas e a atividade de MAPKs envolvidas com a hipertrofia de midcitos. lwata e
cols (2005) demonstraram que a Ang-(1-7) se liga a receptores especificos nos
fibroblastos cardiacos, reduzindo os efeitos pro-fibréticos e hipertréficos da Ang |l.
Tais achados demonstram o papel antiproliferativo e cardioprotetor da Ang-
(1-7) em condigdes onde existe ativagdo do SRA. Diante de tais evidéncias
estudos adicionais para avaliar os efeitos da Ang-(1-7) em patologias cardiacas sao
importantes para ampliar a compreensdao do papel desse peptideo no sistema

cardiovascular.
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Hipertrofia Cardiaca: visao geral

A hipertrofia cardiaca constitui um mecanismo adaptativo do coragdo em
resposta ao aumento de sua atividade ou de sobrecarga funcional. Essa adaptacéao
pode ser em resposta ao aumento da necessidade metabdlica que impde um
aumento do débito cardiaco, condicdo essa observada em resposta ao exercicio;
inducdo hormonal por tiroxina e isoproterenol; aumento de carga pressoérica ou de
volume, condicdo observada em patologias como hipertensdo; ou resultante de
mecanismos intrinsecos de natureza genética, como as hipertrofias que podem
ocorrer na auséncia de sobrecargas. O resultado do aumento do trabalho do
coragao traduz-se em aumento da massa cardiaca devido ao crescimento dos
miocitos e/ou do estroma conjuntivo. Quando associada a hipertensédo arterial, a
hipertrofia cardiaca assume grande importancia aumentando o risco de ocorréncia
de morte subita, arritmias ventriculares, isquemia do miocardio e disfuncéo
ventricular sistolica e diastélica (Mill, 2001; Diez e cols, 2005).

Sendo a hipertrofia cardiaca um importante mecanismo adaptativo do coracéo
e sendo um fator de risco de mortalidade, diversos modelos experimentais indutores
de hipertrofia s&o utilizados visando explicar os mecanismos envolvidos e sua
manutencao.

Os modelos in vivo séo normalmente utilizados para estudar a hipertrofia
cardiaca induzida por processos patolégicos e fisioldégicos. Na hipertrofia induzida
por hipertensao, sédo induzidas alteracées na funcéo renal provocando mudangas no
sistema renina-angiotensina-aldosterona ou aumentando-se a retenc&o de sodio. Na
hipertrofia em resposta ao infarto, ocorre uma resposta a perda de massa do

miocardio. Na hipertrofia por inducdo hormonal, dois modelos s&o comumente
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utilizados, resultantes de tratamento com horménio tireoidiano ou com agentes
simpatomiméticos, como o isoproterenol (Mill, 2001).

O processo hipertrofico em geral vem acompanhado de alteracdes
morfologicas no tecido cardiaco, alteragbes essas observadas nas células que
compbem o tecido e também na matriz intersticial. Tomam parte nesse processo a
expressdo de protooncogens e outros gens que regulam o crescimento, a
diferenciacao celular, os estimulos a producéo de colagenos e alteracbes em funcéo
do crescimento dos fibroblastos (Oigman, 2000). Nesse novo padrdo de expressao
génica estdo incluidos também os gens que modificam a composicdo dos
sarcémeros, destacando-se o aumento da proporgédo da isoforma V3 da miosina em
relacdo a isoforma V1, os gens que aumentam a eficiéncia do metabolismo
energético e 0os gens que alteram a expressdo dos componentes do SRA préprio do
coracéo, incluindo a ECA, o angiotensinogénio e o receptor ATy. Em fases mais
avancadas da hipertrofia cardiaca, observam-se também alteragdes na expressao
de gens codificadores de fatores natriuréticos, do trocador Na+/Ca+, diminuicdo da
expressdao dos gens codificadores da ATPase do reticulo sarcoplasmatico e dos
receptores 3-1 adrenérgicos. (Mill, 2001).

O estimulo inicial que desencadeia o processo de re-expressao génica pode
ser quimico ou mecanico. Muitos agentes quimicos, como agonistas -adrenérgicos,
o horménio tireoidiano, Ang I, TGF-p (fator de crescimento transformante B), IGdF-1
(fator de crescimento semelhante a insulina) e endotelina-1 sdo fortes estimulantes
da sintese protéica no miocardio sendo assim indutores de hipertrofia (Komuro ,
2001; Franchini, 2001, Williams, 2001).

Durante algum tempo um candidato a exercer esse papel foi a Ang Il
Hamawaki e cols (1998) demonstraram que o bloqueio dos receptores AT atenuava

significativamente a hipertrofia produzida pela injecdo de Ang Il e também as
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hipertrofia resultantes da administragdo dos agentes citados anteriormente. Porém
posteriormente, essa hipotese ndo foi confirmada uma vez que camundongos
desprovidos de receptores AT; ainda desenvolvem hipertrofia importante em
resposta a varios estimulos quimicos e mesmo a sobrecarga hemodinamica.

Além das alteragbes morfolégicas que ocorrem no midcito em resposta as
alteracbes descritas anteriormente, o estroma conjuntivo também tem um papel
importante no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Aléem dos cardiomiécitos, no
estroma encontra-se também grande quantidade de fibroblastos e fibras colagenas,
sendo essas, o principal determinante da distensibilidade das paredes cardiacas. Os
principais componentes da matriz intersticial do coragdo s&o os tipos de fibras
colagenas, proteoglicanos, fibronectina e elastina, além de outras glicoproteinas
(Mill, 2001).

Sao encontrados no coragao os colagenos do tipo I, lll, IV, V e VI. Acredita-se
que o colageno | constitui cerca de 80% do colageno cardiaco, o tipo Ill constitui
cerca de 12 %, os tipos IV, V e VI compdem os 8 % restantes. O colageno tipo | € o
mais rigido de todos sendo o principal responsavel pela rigidez e resisténcia a
deformagcao das camaras cardiacas. O colageno tipo Il tem papel importante na
manutencdo do alinhamento dos feixes de miécitos e conferem elasticidade ao
tecido. Esses dois colagenos associados formam uma rede fibrilar no tecido cardiaco
importante para a sustentagao dos cardiomiécitos e vasos coronarios, conferindo ao
tecido, caracteristicas fisicas Unicas (Burlew e Weber 2000). As fibras colagenas de
maior rigidez podem aumentar em determinados tipos de hipertrofia, podendo
provocar deficiéncia no processo de relaxamento do miocardio, levando ao
aparecimento da insuficiéncia diastélica (Diez e cols, 2005).

A deposicao de tecido fibroso no miocéardio pode gerar fibrose perivascular e

fibrose intersticial. A fibrose perivascular caracteriza-se por acumulo de colageno na
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camada adventicia das artérias e arteriolas intramiocardicas, em resposta a
agressoes toxicas / infecciosas ao miocardio e diabetes. A fibrose intersticial aparece
como uma progresséo da fibrose perivascular ou secundariamente a deposigcéo de
fibras colagenas a distancia da rede vascular. (Mill, 2001).

Sao ainda pouco conhecidos os mecanismos que controlam a quantidade de
colageno na matriz extracelular cardiaca, qual o tipo de colageno e sua distribuicao.
Sabe-se que a quantidade de colageno na matriz depende de um balango entre os
processos de sintese e degradacgdo, dentre outros, o sistema renina-angiotensina-
aldosterona estimula a formagcdo da matriz cardiaca, tanto a Ang Il como a
aldosterona estimulam a sintese de colagenos fibrilares. Em contrapartida, os
peptideos natriuréticos, bradicina e O6xido nitrico sdo fatores que facilitam a

degradacgao dos colagenos fibrilares. (Burlew e Weber, 2000).

Hipertrofia cardiaca e SRA: visao geral

O SRA tem sido proposto como um dos possiveis sistemas que contribuem
para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Trabalhos tém mostrado que a Ang
Il pode estimular o crescimento agudo em resposta a infusdo do peptideo, a sintese
protéica em coragdes isolados na auséncia de sobrecarga mecanica e pode
promover hipertrofia quando infundida em doses subpressoras (Lorell, 1999 ).

Outros trabalhos tém demonstrado a participacdo do SRA cardiaco na
hipertrofia. Mazzolai e cols (1998), utilizando camundongos transgénicos que
superexpressam angiotensiogénio no coracdo demonstraram que esses animais
desenvolvem hipertrofia cardiaca sem sinais de fibrose independentemente de
hipertensdo associada, sugerindo que a Ang Il local é importante mediador das
respostas hipertréficas in vivo. Respostas estas que foram bloqueadas com o uso de

antagonista ATy. Paradis e cols (1999) utilizando camundongos transgénicos que

13



superexpressam receptores ATy em cardiomiéciotos, demonstraram que
independente de alteracbes hemodindmicas a Ang Il pode induzir diretamente
hipertrofia dos cardiomidcitos, seguida por deposicdo de colageno no intersticio e
remodelamento cardiaco. Nesse trabalho, 0 aumento do niumero de receptores nos
cardiomiécitos foi suficiente para iniciar e manter a hipertrofia cardiaca e o
remodelamento.

O papel direto da Ang Il na hipertrofia miocardica é evidenciado por suas
interacbes com seus receptores ATy aumentando o cronotropismo; com o0s
receptores celulares miocardicos gerando uma resposta hiperplasica e/ou
aumentando a sintese protéica celular; com os nervos miocardicos modulando a
liberacdo de catecolaminas e possivelmente estimulando a hipertrofia; com as
células endoteliais do vaso e do miocardio regulando a liberacao de fatores
endoteliais; e com os receptores intracelulares influenciando o metabolismo celular
(Santos e cols, 1999).

Um dos modelos que tem sido utilizado para estudar o papel do SRA na
hipertrofia cardiaca é o tratamento com isoproterenol. A participacdo do SRA na
hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol tem sido descrita por varios autores.
Nagano e cols (1992) demonstraram que a hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol esta associada com o aumento dos niveis de angiotensina plasmatica
e tecidual. Ainda no mesmo trabalho demonstrou que a infusdo de isoproterenol em
ratos nefrectomizados bilateralmente, de forma semelhante, aumentou o peso do
ventriculo esquerdo e os niveis teciduais de Ang I, porém sem alterar os niveis
plasmaticos dessa angiotensina, sugerindo entao que a Ang Il tecidual (cardiaca)
pode ser responsavel pela hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida pelo

isoproterenol.
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Golomb e cols (1994) demonstraram que o losartan, um bloqueador de
receptor AT de Ang Il ndo preveniu a hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol, sugerindo que a Ang Il ndo medeia a inducéo da hipertrofia cardiaca
pelo isoproterenol, mas contribui para a manutenc¢ao do processo.

Tais conclusdes opostas foram mais tarde abordadas por Leenen e cols
(2001). Nesse trabalho os autores demonstraram que a hipertrofia cardiaca induzida
pelo isoproterenol estd associada com aumento da Ang Il plasmatica, mas nao com
aumento de Ang Il cardiaca, contradizendo o que havia sido sugerido por Nagano e
cols (1992). No mesmo trabalho o uso de losartan e quinalapril diminuiu os niveis de
Ang Il no ventriculo, mas n&o preveniu a hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol, sugerindo que o SRA cardiaco e tecidual ndo tem papel principal no
inicio do processo hipertréfico, mas durante sua manutencdo como ja havia sido
sugerido por Golomb e cols. (1994).

Grimm e cols. (1997), utilizando uma Unica administracdo de isoproterenol
demonstraram que duas semanas ap6s o uso do farmaco houve aumento
significante da atividade de renina plasmatica, nos niveis de aldosterona e atividade
da ECA cardiaca, sugerindo a ativagao do sistema circulante e tecidual durante o
periodo inicial da hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol. Em outro trabalho
Grimm e cols. (1999) demonstraram que o uso de bloqueador de receptores AT
resultou na regressdo da hipertrofia do ventriculo esquerdo e modulacdo da

producao de proteinas da matriz intersticial no tecido cardiaco.
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Utilizacao de modelos transgénicos para estudo fisiopatolégico

Os avancos das técnicas de biologia molecular e bioquimica nos ultimos anos
permitiram o desenvolvimento de animais transgénicos com alteracdes direcionadas
para o estudo dos componentes do SRA localizadas em diversos érgaos incluindo
cérebro, adrenal, vasos, rins e coragdo. Varios animais transgénicos tém sido
gerados para avaliar a importancia funcional desse sistema na fisiologia e
fisiopatologia cardiovascular (Bader, 2002).

A fim de distinguir os efeitos diretos de peptideos angiotensinérgicos em
determinados érgaos daqueles promovidos por alteracées hemodinamicas, Methot e
cols (1997) desenvolveram um novo meétodo para o estudo do SRA. Por essa
metodologia os peptideos tem a possibilidade de serem liberados diretamente na via
secretéria pela acdo da enzima enddgena furina passando a serem produzidos
constitutivamente pelas células de determinado érgdo. Assim essa nova tecnologia €
capaz de direcionar a producao de uma ampla variedade de peptideos para tecidos
e tipos de células especificas em animais transgénicos.

Em colaboragcdo com o grupo do Dr. Michael Bader do Max-Delbruck-Center
na Alemanha, Santos em 1998, utilizando essa metodologia, criou um animal
transgénico que superexpressa Ang-(1-7) sem a necessidade de manipulacéo
génica dos classicos componentes do SRA como o angiotensinogénio, renina, Ang |,
ECA e Ang Il. A estrutura desse DNA possui uma sequéncia génica que codifica o
peptideo sinalizador da renina humana, 0 que assegura secre¢do; uma porcao de
IgG de camundongo que provém massa € possui importantes sitios de ligacoes
necessarios para as realizagbes de subseqlentes ensaios bioquimicos; uma
sequéncia para o segmento de pro-renina humana que funciona como um
espacador molecular essencial para facilitar a interagdo da enzima com o sitio de

clivagem; o sitio de clivagem para a enzima endogena Furina e a sequéncia
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correspondente a Ang-(1-7) seguida por uma cauda Poly A que confere estabilidade
ao mRNA. Para direcionar a expressdo desse DNA em células de mamiferos, foi
utilizado o promotor CMV.

A expressao do transgene para Ang-(1-7) nesses animais mostrou-se restrita
aos testiculos apesar da utilizagdo de um promotor inespecifico. Esse 6rgdo passou
a funcionar como uma fonte secretora localizada a qual estd oferecendo uma
continua producao desse peptideo.

Posteriormente, a caracterizagdo bioquimica dessa linhagem transgénica —
[TGR A1-7(3292)] - demonstrou um aumento de Ang-(1-7) nos testiculos por volta de
4,5 vezes com um aumento dos niveis plasmaticos de aproximadamente 2,5 vezes
sem diferenca artério-venosa, permanecendo os niveis desse peptideo inalterado
nos demais érgaos, restringindo dessa forma as acbes da Ang-(1-7), nesse modelo,
ao sistema circulante (Santos e cols, 2004).

Os primeiros experimentos fisiolégicos realizados nesses ratos demonstraram
uma diminuicdo das arritmias de reperfusdo em coragdes isolados, uma melhora na
funcéo cardiaca apés isquemia-reperfusao e maior freqiiéncia cardiaca. Analises de
telemetria demonstraram auséncia de alteragdes na PAM, PAS e PAD, elevacao da
freqUéncia cardiaca e aumento de dP/dT durante os periodos diurno e noturno
(Santos e cols, 2004).

Em outro estudo, Botelho-Santos (2004), utilizando ratos anestesiados,
demonstrou que essa linhagem apresentou aumento da bradicardia reflexa
associada a aumento do tdnus vagal cardiaco, um aumento do fluxo sanguineo com
diminuicao da resisténcia vascular nos rins, pulmdes, adrenais, testiculos, baco,
tecido adiposo marrom e cérebro, e um aumento do volume sistélico e indice

cardiaco.
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Como ja mencionado anteriormente existem crescentes evidéncias que a
Ang-(1-7) desempenha um papel cardioprotetor, incluindo acédo antihipertréfica e
antiproliferativa. Até o presente momento, no entanto, os estudos para avaliagéo das
acoes da Ang-(1-7) foram realizados associados ao aumento agudo desse peptideo.
Os ratos TGR(A1-7)3292 representam uma ferramenta util para o estudo dos efeitos
do aumento crénico da Ang-(1-7) em distarbios cardiovasculares.

Assim nesse estudo nos procuramos entender melhor o papel da Ang-(1-7) na

hipertrofia cardiaca utilizando ratos TGR(A1-7)3292 que superexpressam Ang-(1-7).
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral
Avaliar o efeito do aumento crénico da Angiotensina-(1-7) circulante no
desenvolvimento e caracteristicas da hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol,

utilizando ratos transgénicos [TGR(A1-7)3292].

2.2- Objetivos Especificos

- Comparar a hipertrofia cardiaca em ratos SD e transgénicos da linhagem

[TGR(A1-7)3292] tratados com isoproterenal;

- Avaliar a formagdo de matriz intersticial no tecido cardiaco dos ratos SD e

transgénicos da linhagem [TGR(A1-7)3292] tratados com isoproterenol;

- Avaliar a participacdao do SRA circulante e local e peptideos relacionados ao
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca em ratos SD e transgénicos da linhagem

[TGR(A1-7)3292] tratados com isoproterenal;

- Avaliar a expressao de angiotensinogénio, ECA2, dos receptores Mas e ATy,

peptideo natriurético atrial (ANP), colagenos | e lll, e o transgene no coragdo de

ratos SD e transgénicos [TGR(A1-7)3292] tratados com isoproterenol.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material
3.1.2 - Animais

Para esse estudo foram utilizados ratos machos Sprague-Dawley Hannover
(SD) e ratos transgénicos da linhagem [TGR(A1-7)3292] com idade de 12-14
semanas, pesando 280-300g, provenientes do Biotério de Animais Transgénicos do
Laboratério de Hipertensdo Arterial - Departamento de Fisiologia e Biofisica - ICB-

UFMG.

3.1.3 - Equipamentos

e Contador Gama

e Espectrofotometro

e Centrifuga evaporadora (Eppendorf, Alemanha)

e Ph metro

e Banho-Maria

e HPLC (Shimadzu, Japao)

e Homogeneizador (Turax)

e Ultra-som Vibra Cell (Sonics & Materials Inc.)

e Centrifugas com velocidades e capacidades diferentes
e Colunas Bond-Elut fenilsilica (Varian, Inc., EUA)

e Balanca analitica Precision PR-100 (Spec)

e Balanca analitica AM 5500 Automarte (Marte)

e Agitador magnético (Fisatom)

e Agitador de tubos (Quimis)

e Cuba de eletroforese (Biometra)

e Cuba de eletroforese para RPA (Biometra)

e Fonte de voltagem (Biometra)

e Estufa incubadora (Function Line, Heraeus Instruments)
e Estufa incubadora com agitacao (Certomat H, B. Braun)
e Termo Mix (Eppendorf, Alemanha)

e Luz ultravioleta (SVL, Franca)
20



Luz ultravioleta acoplada a uma maquina fotografica (MWG-Biotech,
Alemanha)

Kit Qiagen Plasmid Midi and Maxi (Qiagen, Alemanha)

Colunas Quick Spin para purificacdo de DNA marcado (Roche)

Secador de gel a vacuo

Filme sensivel ao *P type BAS-Ill acompanhado de cassete (Fuji, Japao)
Fujix BAS 2000 acompanhado de software (Fuji, Japao)

Céamera digital (Axioplan Color, Zeiss)

Microscépio Axioplan 2 ( Zeiss )

Programa de analise de imagens KS 400 3.0 ( Zeiss)

Microscépio confocal Zeiss 510 (Meta, EUA)

Material e instrumental cirurgico: tesouras, pingas anatémicas, pinca dente de
rato, bisturi.

Guilhotina manual

Vidraria e material de laboratério: baldes volumétricos, béqueres, provetas,
pipetas graduadas, pipetas automaticas, placas de Petri, eppendorf,

ponteiras, tubos de polietileno.

3.1.4 - Drogas e Reagentes

TRIzol LS Reagent (Invitrogen Life Technologies, EUA)

Cloroférmio (Merck, Alemanha)

Isopropanol (Merck, Alemanha)

Dnase | (Invitrogen Life Technologies, EUA)

Hexanucleotideos randémicos (pd(N)s sodium salt) (Amersham, Inglaterra)
dNTPs (MBI Fermentas, Alemanha)

Rnasin inhibitor (Promega, EUA)

Transcriptase reversa M-MLV (Promega, EUA)

DTT (Promega, EUA)

5x First Strand Buffer (Promega, EUA)

Taq polimerase (Invitrogen Life Technologies, EUA)

MgCl; (Invitrogen Life Technologies, EUA)

10x PCR Buffer minus Mg (Invitrogen Life Technologies, EUA)
Marcador Phi X174 DNA/BsuRI (Haelll) (MBI Fermentas, Alemanha)
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Marcador Lambda DNA/Hindlll (MBI Fermentas, Alemanha)
Loading Buffer (MBI Fermentas, Alemanha)

Agarose (Invitrogen Life Technologies, EUA)

Enzima de restricdo Bgl2 (Amersham, Inglaterra)

Enzima de restricdo PVU Il (Amersham, Inglaterra)

10x buffer L (Amersham, Inglaterra)

10x buffer T (Amersham, Inglaterra)

Diethylpyrocarbonato (DEPC) (Sigma, EUA)

Brometo de etidio (Amresco, EUA)

Tampéao de transcrigdo otimizado 5x (Promega, EUA)

T7 polimerase (Promega, EUA)

2P UTP (10 pCi/pl)

Kit RPA Il ™ (Ambion, Inc)

Uréia (Sigma, EUA)

Acryl/bisAcryl 40 % (19:1) (Roth, Alemanha)

Persulfato de aménio (Sigma, EUA)

TEMED (Sigma, EUA)

Fosfato de sddio dibasico (Na;HPQO,) (Sigma, EUA)
Fosfato de sédio monobasico (NaH2PO,) (Merck, Alemanha)
Tampéao SDS 3X

SDS (Sigma, EUA)

Poliacrilamida 40% (Acryl 38,96 %/bisAcryl 1,04 %) (Amresco, EUA)
Marcador Low range (PM 6.500 a 66.000) (Sigma, EUA)
Acido Cloridrico (Merck, Alemanha)

Isoproterenol (Sigma, EUA)

Parahidroximercurio benzoato (POHHgBz) (Sigma, EUA)

1, 10-fenantrolina (Sigma, EUA)

Fenilmetilsulfonil fluoridrico (PMSF) (Sigma, EUA)
Pepstatin A (Sigma, EUA)

Acido etilenodinitrilotetraacético (EDTA) (Merck, Alemanha)
Acido trifluoroacético (Sigma, EUA)

Acetonitrila (Merck, Alemanha)

Acido heptafluorobutirico (Sigma, EUA)

Metanol (Merck, Alemanha)

22



Etanol (Merck, Alemanha)

Lysozima (Sigma, EUA)

Tris (Sigma, EUA)

Azida sédica (Sigma, EUA)

Acido acético (Merck, Alemanha)

Anticorpo para a Ang Il — (Cleveland Clinic Foundation — EUA)
Anticorpo para a Ang-(1-7) (Cleveland Clinic Foundation — EUA)
Ang Il (Bachem, Alemanha)

Ang-(1-7) (Bachem, Alemanha)

lodo - 2°1 — (
Dextran (Sigma, EUA)

Carvao ativado (Sigma, EUA)

Albumina bovina (BSA) PM 203,43 (Sigma, EUA)
Salina 0,9 %

Tissue Tek OCT compound (Miles, USA)
4™

Amersham Biosciences)

Glico-metacrilato (JB-
PBS

Glicerina

Tris (Sigma, EUA)
Tween 20 (Sigma, EUA)

Polysciences)
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3.2 — Métodos
3.2.1 - Inducao da Hipertrofia

A hipertrofia cardiaca foi induzida em animais SD e transgénicos da linhagem
TGR(A1-7)3292 utilizando-se injecao intraperitoneal de Isoproterenol (ISO), durante
7 dias na dose de 2mg/kg/dia. Como controle foi utilizada inje¢do de salina a 0,9%,

0,1 ml/kg/dia.

3.2.2 - Coleta de Tecidos e Plasma

Ao término do periodo de tratamento, os animais foram sacrificados por
decapitacdo, seguindo-se de coleta de aproximadamente 3 ml de sangue para
determinacao dos niveis de angiotensinas e peptideo atrial natriurético (ANP) em
tubo de polietileno mantido em gelo contendo coquetel de inibidores de proteases
(tabela 1). Cada tubo continha 420 ul do coquetel (140 ul para 1 ml de sangue). O
sangue foi centrifugado por 10 min a 2.500 rpm a 4°c e o plasma foi separado e
congelado a -20° C para posterior extracao de angiotensinas e ANP. O coracéo foi
retirado e separado em atrios, ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE). Os
tecidos foram pesados para determinacdao macroscépica da hipertrofia, sendo essa,
resultado da razdo peso do 6rgao/peso corporal (mg/g). Posteriormente o VE foi
utilizado para dosagem de angiotensinas, analises morfométricas e analises da
expressao dos diversos genes. Os atrios foram utilizados para dosagem e expressao
do ANP. Os étrios e ventriculos esquerdos que foram utilizados para essas analises

foram mantidos a temperatura de — 80° C.
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Tabela 1 - Coquetel de Inibidores de Proteases

Volume utilizado por ml/mg

Inibidor enzimatico )
de sangue ou tecido

Para-hidroximercurio-benzoato

10 ul
(pOHHgHz) 1 mM
Orto-fenantrolina 30 mM 50 ul
Fenilmetilsulfonil fluoridrico

10 wl
(PMSF) 1 mM
Acido etilenodinitrilotetra-acético 50 ul
(EDTA) 7,5 % :
Pepstatin A1 mM 20 pl

As solucdes de pOHHgBz e PMSF foram preparadas no dia da coleta,
e as demais solucbes, preparadas nos dias anteriores ficando essas estocadas,
sendo pepstatin A e orto-fenantrolina conservados em freezer - 20° C e EDTA 7,5%
mantido em geladeira. O coquetel de inibidores de proteases foi preparado em

periodo imediatamente anterior a coleta do sangue.

3.2.3 - Homogeneizacdao de tecidos, extracao de amostras e dosagens dos

peptideos.

A - Homogeneizacdo do ventriculo esquerdo.

O coracao foi rapidamente coletado, separado, pesado e congelado em
nitrogénio liquido, sendo mantidos a temperatura de — 80° C até o momento da
homogeneizacdo. O ventriculo esquerdo foi homogeneizado com o auxilio de um
homogeneizador (Turax) utilizando-se 10 ml de solugéo de etanol acido (HCI 0,045
N/etanol) na presenca de 1.400 ul de coquetel de inibidores de proteases como
descrito anteriormente e 10 ul de BSA 5% em agua deionizada. Amostras dos

homogenatos foram retiradas para dosagem de proteinas pelo método de Bradford
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(Bradford, 1976). Apds homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas por 30
min a 10.000 rpm a 4° C. O sobrenadante foi vertido para tubo de polietileno lavado
com BSA 0,1 % e foi realizada liofilizacdo em centrifuga evaporadora por 12-10
horas até formacado de residuo. Depois de liofilizado, o residuo foi ressuspendido
sequencialmente em 750 ul de agua milig, solugdes de TFA 0,2% e TFA 0,1%. Para
a completa dissolucdo desses residuos foi utilizado aparelho de ultra-som (Vibra
Cell, Sonics e Materiasl Inc). O sobrenadante resultante foi transferido para tubo de
polietileno lavado com BSA 0,1% e logo apds as angiotensinas foram extraidas em
colunas C+s - Bond Elut, novamente secas em centrifuga evaporadora e estocadas

até o radioimunoensaio (RIE).

B - Extracdo de angiotensinas do plasma e ventriculo esquerdo em colunas Bond

Elut - Cye.

Para obter as angiotensinas do plasma e tecido utilizou-se a extragao em
colunas Bond Elut. As colunas foram pré-ativadas com 10 ml de ACN 99,9%/HFBA
0,1% e 10 ml de HFBA 0,1%. Com uma seringa aplicou-se pressao na coluna para
que o liquido passasse por ela. Apds pré-ativacdo, as colunas foram ativadas
usando-se: 10 ml de ACN 99,9%/HFBA 0,1%, 10 ml de HFBA 0,1%, 3 ml de BSA
0,1%/HFBA 0,1%, 10 ml de ACN 10%/HFBA 0,1%, 3 ml de HFBA 0,1%. Apos
ativacdo da coluna as amostras foram aplicadas, seguindo-se de lavagem
sequencial com 20 ml de HFBA 0,1% e 3 ml de ACN 20%/HFBA 0,1%. Os peptideos
foram eluidos com 3 ml de ACN 99,9%/HFBA 0,1% em tubos de polietileno lavados
com BSA 0,1%. As amostras de plasma antes de serem aplicadas na coluna, foram
centrifugadas por 20 min/2.500 rpm/4° C. As amostras foram secas em centrifuga

evaporadora por 10-12 horas e apds, foram congeladas até o RIE.
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C - Homogeneizacéo dos Atrios.

Os atrios direito e esquerdo foram coletados e rapidamente congelados em
nitrogénio liquido e mantidos a — 80° ¢ até a homogeneizagdo. Os atrios foram
homogeneizados com o auxilio de um homogeneizador (Turax) em 2 ml de solugéo
de acido acético 0,1 M, contendo inibidores de proteases: EDTA 10 M, Pepstatin A
10° M e PMSF 10> M. Foi retirada uma aliquota para posterior dosagem de
proteinas. As amostras foram entdo centrifugadas e o sobrenadante foi separado e

congelado a - 80° C até o RIE.

D - Extracao de ANP do plasma em colunas Sep-Pack Cys.

A extracdo do ANP do plasma foi feita em colunas Sep-Pack C+s. As amostras
foram passadas pela coluna adaptando-se uma seringa a coluna o que permitiu
aplicar uma pressao positiva, seguindo o seguinte protocolo: ativagdo da coluna
aplicando-se 8 ml de acetonitrila, seguida da aplicacdo de 8 ml de acetato de aménio
a 0,2% pH 4. Aplicacdo de 1 ml de amostra. Lavagem da coluna com 5 ml de
acetato de amoénio a 0,2%; eluicdo das amostras com 3 ml de solugdo contendo
60% de acetonitrila /40% de acetato de aménio. As amostras foram coletadas em
tubo de polietileno lavado com BSA 0,1%. As amostras foram secas de 10 -12 horas

em centrifuga evaporadora e estocados a - 20° C até a realizacao do RIE.

E— Radioimunoensaio.

Foram coletadas amostras de sangue e tecido para realizacdo de
radioimunoensaio (RIE) para dosagens de angiotensinas — Ang Il, Ang-(1-7). Os
ensaios foram realizados de acordo com os protocolos adotados pelo Laboratério de
Hipertensdao do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias

Biolégicas — UFMG (Botelho e cols, 1994).
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E.1 - Radioimunoensaio para Angiotensina Il.

Para obtencéo dos valores de Ang Il por radioimunoensaio foram utilizadas as

seguintes solucoes:

| -Tampao do ensaio: Tris-HCI 0,1 M, EDTA 15 mM e lysozima 0,1%. Os reagentes
foram dissolvidos em 400 ml de agua deionizada. O pH foi acertado para 7,4 com
HCI 3 N e o volume completado para 500 ml em baldo volumétrico com agua
deionizada.

Il - Tampao Il: NaCl 0,9%, BSA 0,1%, Acido acético 0,03% . Os reagentes foram
dissolvidos em 400 ml de &agua deionizada e o0 volume acertado em balédo
volumétrico. Essa solucao foi usada para reconstituicido das amostras e diluicdo da

curva padrao.

[l - Anticorpo policlonal (1:250.000): Preparado a partir de uma solugao estoque com
titulo 1:50.000 em tampdo do ensaio. Este anticorpo foi novamente diluido em
tampédo do ensaio para obter uma solucdo final na diluicdo de 1:250.000. Este
anticorpo apresenta menos que 0,001% de reatividade cruzada com Ang | e Ang-(1-
7), 0,002% de reatividade cruzada com Ang-(1-9) e 100% de reatividade cruzada
com Ang-(2-8), Ang-(3-8) e Ang-(4-8).

IV - ' Ang Il: marcada, purificada e diluida em tamp&o do ensaio para uma
concentracgéao final de 6000 cpm para cada 0,1 ml.

V - Curva padrao: As concentracdes dos padroes utilizados foram de 80, 40, 20, 10,
5 e 2,5 pg/0,2 ml diluidos em tampao Il, utilizando-se baldao volumétrico preparadas
a partir de uma solucao estoque de 2 mg/ml.

VI - Suspenséao de Carvao: A separacao do peptideo ligado ao anticorpo do peptideo
livre foi feita pela adicao de solucéao de carvao ativado-dextran ao final da incubacao
18-22 horas. O carvéao ativado e o dextran foram dissolvidos em tampao Tris, pH 7,4.
A suspensédo foi mantida sob agitacdo constante, em banho de gelo, por 1 hora
antes do uso.
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VIl — Técnica
Cada ensaio seguiu o0 seguinte protocolo

Tabela 2 - Solugdes e volumes utilizados para RIE de Ang |lI.

Solugdes (ul) Total Branco Po Padrao Amostra
Tampao do ensaio 1.100 100 _ _ _
Tampéo Il 200 200 200 _ 100
Pontos da curva _ _ _ 200 _
Amostra _ _ _ _ 100
125 Ang Il 100 100 100 100 100
Anticorpo . _ 100 100 100
Volume final 1400 400 400 400 400

PO — Valor de referéncia
'°|Ang Il — Ang |l radiodada.

Apés a adicao das respectivas solucdes nos tubos eles foram agitados em vortex e
incubados por 18-22 horas. Apos a incubacgao foi adicionado 1 ml de suspensao de
carvdao em todos os tubos, exceto no tubo total, centrifugados a 4° C em 2.500 rpm
por 20 min. Ap6s a centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo

e contado no contador gama.

E.2 - Radioimunoensaio para Angiotensina-(1-7).

Para obtencéo dos valores de Angiotensina-(1-7) por radioimunoensaio foram
utilizadas as seguintes solucdes:

| - Tampao do ensaio: Tris-HCI 50 mM , BSA 0,1% , Nacl 50 mM, Azida Sodica
0,02% . Os reagentes foram dissolvidos em 400 ml de H>O deionizada. O pH foi
acertado para 7,5 com HCI 3 N e o volume completado para 500 ml em baldo

volumétrico com H>O deionizada.

Il — Tampéo II: NaCl 0,9% , BSA 0,1%, Acido acético glacial 0,03%. Os reagentes

foram dissolvidos em 500 ml de agua deionizada e o volume acertado em baléao

29



volumétrico. Essa solugao foi usada para reconstituicdo das amostras e diluicdo da

curva padrao.

[Il - Anticorpo policlonal (titulo 1:20.000). Preparado a partir de solugéo estoque de
reconstituicdo 1:500, pela dissolucdo em tampdo do ensaio. Esse anticorpo
apresenta menos que 0,001% de reatividade cruzada com a Ang | e Ang Il, 0,001%
de reatividade cruzada com Ang-(2-7), Ang-(3-7), 0,08% de reatividade cruzada com
Ang-(4-7) e 0,005% com Ang-(1-5).

IV - " Ang-(1-7): marcada, purificada e diluida com tamp&o do ensaio, para uma

concentracao de 6000 cpm para cada 0,1 ml.

V — Curva Padrao: As concentracdes de padrao utilizadas foram de 200, 100, 50, 25,
12,5 e 6,25 pg/0,1 ml, diluidos em tampao Il utilizando-se baldo volumétrico,

preparadas a partir de uma solucao estoque de 2 mg/ml.

VI - Suspenséao de Carvao: A separacao do peptideo ligado ao anticorpo do peptideo
livre foi feita pela adicdo de solucdo de carvao ativado-dextran apds incubacao de
18-22 horas. O carvao ativado e o dextran foram dissolvidos em tampao do ensaio.
A suspensao foi mantida sob agitacao constante, em banho de gelo por 1 hora antes
do uso.

VII — Técnica
Cada ensaio seguiu o seguinte protocolo:
Tabela 3 - Solugées e volumes utilizados para RIE de Ang-(1-7).

Solucdes (ul) Total Branco PO Padréao Amostra
Tampéo Il - 100 100 _
Tampao do ensaio 1300 200 100 100 100
Pontos da curva _ _ _ 100 _
Amostra _ _ _ _ 100
'%]Ang-(1-7) 100 100 100 100 100
Anticorpo _ _ 100 100 100
Volume final 1400 400 400 400 400

PO — Valor de referéncia
'2%|Ang-(1-7) — Ang radiodada.
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Apos adicdo das respectivas solugdes nos tubos esses foram agitados em vortex e
incubados por 18-22 horas. Apos a incubagao foi adicionado 1 ml de suspensao de
carvao em todos os tubos exceto no tubo total e todos foram centrifugados a 4° C em
2.500 rpm por 20 min. Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para um

novo tubo e contado no contador gama.

E.3 — Radioimunoensaio para ANP.

| -Tampéo do ensaio: fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,14 M, albumina bovina 0,1%,
azida sodica 0,01%, triton X-100 0,1%. Os reagentes foram dissolvidos em 400 ml
de agua deionizada. O pH foi acertado para 7,4 com HCI 3 N e o volume completado
para 500 ml em baldo volumétrico com agua deionizada. Tampao usado para as
diluicbes do anticorpo e peptideo radioativo, reconstituicdo e diluicdo das amostras
do plasma e atrios respectivamente.

Il — Anticorpos policlonais 1:60.000 diluido em tampéao do ensaio.

Il — '] ANP: marcado, purificado e diluido em tampdo do ensaio para uma

concentragcéo de 10.000 cpm para cada 0,1 ml.

IV — Curva padrao: As concentracdes de padrao utilizadas foram de 1.560, 780, 390,
195, 97,5, 48, 24, 12, 6, 3, 1,5 pg/0,1 ml adiluido em tampao do ensaio, preparadas
a partir de uma solucao estoque de 5 pg/pul.

V — Solucgéao de polietilenoglicol 6,25%: A separacao do peptideo ligado ao anticorpo
do peptideo livre foi feita pela adicao de solugao de polietilenoglicol 6,25% em agua

ao final da incubacéao.
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VI —Técnica
Cada ensaio seguiu o0 seguinte protocolo.

Tabela 4 - Solucgdes e volumes utilizados para RIE de ANP

Solugdes (ul) Total Branco PO Padrao  Amostra

12dia  Tampéao do ensaio B 200 100 B B

Padréao _ _ _ 100 _

Amostra _ _ _ _ 100

12 Anticorpo _ _ 100 100 100
2edia '°PANP 100 100 100 100 100
3°dia 29 Anticorpo*  _ 100 100 100 100

SCN (Soro coelho)* _ 100 100 100 100

Volume final 100 500 500 500 500

*Apds adicdo foram incubados por 2 horas em temperatura ambiente.
PO — Valor de referéncia.

Ao final dos periodos de incubacdes, foi adicionado 0,5 ml de polietilenoglicol
a 6,25% em agua. Os tubos foram entao centrifugados por 20 minutos a 3000 rpm,

42 C, e a radioatividade determinada por contador gama.

F - Dosagem de Proteinas

A determinacéo da proteina foi feita com o objetivo de corrigir e padronizar os
resultados da concentragdo tecidual de angiotensinas e ANP por miligrama de
proteina. Foi retirado 100 ul do homogenato para posterior dosagem de proteina. As
amostras foram diluidas quando necessario, sendo usados 10 ul no ensaio que foi

feito em duplicata. Foram adicionados as amostras, 40 ul de dgua miliqg e 2,5 ml de
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Comassie Blue. Foi utilizada albumina soro bovina (BSA) na concentracdo de
1 mg/ml para constru¢ao da curva padréo.
A curva padréo foi realizada de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 5 — Curva padrao para dosagem de proteina

Pontos da Curva Vol. Proteina Vol.agua Vol. Comassie Blue
Branco - 50,0 ul 2,5ml
2,5u9 2,5 ul 47,5 ul 2,5ml
5,0 ug 5,0 ul 45,0 ul 2,5 ml
10,0 ug 10,0 wl 40,0 2,5 ml
20,0 ug 20,0 30,0 ul 2,5ml
40,0 ug 40,0 wl 10,0 wl 2,5ml

Apos adigdo de Comassie Blue, as amostras foram agitadas e deixadas a
temperatura ambiente por 10 min, e entdo lidas em espectrofotdbmetro em
comprimento de onda de 595 nandémetros. Os célculos foram feitos a partir das

absorbéancias obtidas.

3.2.4 - Retro-transcricao (RT), Reacdo da polimerase em cadeia (PCR), Reacao

da polimerase em cadeia em tempo real (PCR - Real Time) e

Ribonuclease protection assay (RPA).

A - Extracado de RNA total

A extragdo de RNA total do ventriculo e atrios de ratos SD e transgénicos foi
realizada através da homogeneizacdo desses 6érgaos em presenca de TRIzol
Reagent na proporcdo de 1 ml para cada 5 - 100 mg de tecido, conforme
especificacdo do fabricante. Foi adicionado a cada homogenato 0,2 ml de
cloroférmio para cada 1 ml de TRIzol, seguido de agitacédo e centrifugagéo a 12.000
rom, 15 min, 4° C. A solucéo resultante consiste de trés fases, estando o RNA
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presente na fase aquosa. O sobrenadante contendo o RNA foi transferido para outro
frasco e esse acido nucléico foi precipitado com 0,5 ml de alcool isopropilico para
cada 1 ml de TRIzol novamente centrifugado a 12.000 rpm, 10 min, 42 C. O
precipitado de RNA foi lavado com 1 ml de etanol 75% a 4° C para cada 1 ml de
TRIzol e centrifugado a 7.500 rpm, 5 min, 42 C. O RNA foi dissolvido em agua
tratada com 0,1 % de dietilpirocarbonato (DEPC). A concentragédo foi determinada
em espectrofotébmetro na absorbéncia de 260 nm. O RNA foi aliquotado e estocado

a-80°C.

B - Tratamento do RNA total com DNAse

As amostras do RNA total foram tratadas com DNAse | para eliminar a
possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico. Para cada amostra constituida
de 2 ug de RNA foi realizada uma reagdo com os seguintes componentes: 1 ul de
10x PCR Buffer minus Mg, 4 pl de MgCl> 50 mM, 200 pl de DNAse | 250, 1 pl RNA -
1ug, e agua DEPC suficiente para completar o volume pré-estabelecido de 10 pl .
Foi adicionado 1 ul EDTA 2,5 mM ap6s 15 minutos de incubagdo em temperatura
ambiente com o objetivo de desativar a reacao juntamente com o aquecimento a 65°
C por 10 minutos, seguido de 1 minuto em gelo. O produto dessa reacgao foi

utilizado para a retrotranscri¢ao.

C - RT-PCR

A fim de determinar a expressao do angiotensinogénio, ECA2, colagenos | e
IIl e o construct da angiotensina-(1-7) no coracao dos animais SD e transgénicos, o
RNA total tratado com DNAse foi retrotranscrito utilizando-se 2 ug de RNA total
incubados na presencga de 3 ul de hexanucleotideos randémicos (RH) (132,5 ng/ul),

1 mM de dNTPs, 40 U de Rnasin, 200 U da transcritase reversa M-MLV e 10 mM de
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DTT em um volume final de 30 pl, sendo 6 pl de 5x First Strand Buffer. Esta reagéo
foi composta de duas etapas, sendo a primeira a 37° C com duragcédo de 1 hora e a
segunda a 65° C durante 5 minutos. A PCR foi realizada com 10 ul da reacédo de RT
em um volume final de 50 ul de reacao contendo 1 uM dos 6ligos sense e anti-sense
correspondentes a cada gene estudado (tabela 7), 0,2 mM de dNTPs, 2,5 U de Taq
DNA polimerase, 2 mM de MgCI2 e 5 ul de 10x PCR Buffer minus Mg. A reacédo de
PCR foi realizada em quatro etapas, a saber: primeiro, 95° C durante 4 minutos;
segundo, 30 ciclos de 30 segundos a 95° C, 30 segundos na temperatura especifica
de cada dligo e 1 minuto a 72° C; terceiro, 7 minutos 72° C e quarto, 4° C infinito. A
localizagdo dos dligos foi definida de modo que o produto da amplificacao foi uma
sequéncia caracteristica e Unica. Para normalizagdo das amostras foi utilizado como
controle interno o GAPDH. Para excluir a possibilidade de contaminacdo, foram
realizados controles negativos para cada reacdo. Na PCR foi utilizado agua ao invés
de cDNA . Apés a reacdo de PCR 10 pl de cada amostra correspondente aos
tecidos dos animais SD e transgénicos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%. Esse gel foi preparado com tampao de eletroforese TAE 1x acrescido
de brometo de etidio. O brometo de etidio se liga a moléculas de DNA e quando
ativado pela luz ultravioleta emite fluorescéncia. A leitura do gel foi realizada em
aparelho Nucleo Vision, o qual permite a quantificacdo do DNA.

A fim de determinar a expressao dos receptores Mas e AT/ foi utilizado o PCR
em tempo real. O cDNA obtido da etapa de RT (2 ul ) foi utilizado como fita molde
para a amplificacdo por PCR. As reacées de PCR quantitativa tiveram um volume
final de 20 pl e foram feitas em duplicatas, utilizando 14 ul do Master Mix de SYBR
Green (Apllied Biosystem), 2 ul de cada primer na concentracéao de 1 nmol/ul, e 2 nl

de cDNA. O aparelho para reacao foi o ABI Prism 7000 (Apllied Biosystem, EUA),
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sendo realizados 40 ciclos com temperatura de anelamento de 60° C. Foi utilizado

como controle interno o GAPDH.

Tabela 6 — Oligos utilizados na RT-PCR

Sequéncia de nucleotideos

Tamanho dos

fragmentos (bp)

hRENEX2

Sense 5° GGACCAAGCCTGGCCATGTCC 3

450
IG5 Antisense 5° CATCACCCATCGAGAGAACC 3
Sense 5 ACACCC CTGCTAGTCAGG TG J
Aogen 211
Antisense 5" ACC CCC TCT AGT GGC AAGTT 3
Sense 5 CAAAGT TCACTT GCT TCT TGG 3
ECA2 261
Antisense 5 TAC TGT AAATGG TGC TCATGG 3’
Sense 5 TGC CGT GAC CTC AAGATG TG 3
COIégenO I 462
Antisense 5° CAC AAG CGT GCT GTAGGT GA 3
Sense 5AGATCATGTCTTCACTCAAGTC?Y3
COIégenO 1l 463
Antisense 5 TTT ACATTG CCATTG GCC TGA 3’
Sense 5TTG TTG CCATCAACGACCCC3
GAPDH 341

Antisense 5 ATG AGC CCT TCC ACAATG CC 3

Tabela 7 - Oligos utilizados na PCR em tempo real

Sequéncia de nucleotideos para Real Time PCR

Receptor Mas

Sense 5 TGA CCATTG AACAGATTG CCA 3

Antisense 5 TGT AGT TTG TGA CGG CTG GTG 3’

Receptor AT,

Sense 5 TCT CAG CAT CGATCG CTACCT 3

Antisense 5’ AGG CGA GAC TTC ATT GGG TG 3’

GAPDH

Sense 5 ATG TTC CAG TAT GAC TCC ACT CACG 3’

Antisense 5GAA GAC ACC AGT AGACTC CACGACA 3
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D - Ribonuclease Protection Assay (RPA)

Inicialmente foi feita uma reacéo de restricdo utilizando o DNA purificado da
maxi-prep contendo o DNA para ANP, CORIN com o objetivo de linearizar os
plasmideos.

Foram utilizados 10 pl do 10x Buffer T, 10 ug de DNA, 25 U de enzima de
restricdo especifica para cada sequéncia de DNA e agua suficiente para um volume
final de 50 pul. A linearizagdo do plasmideo foi confirmada através de corrida de 1 pl
da reagdo de transcricdo em gel de agarose 1%. O vetor linearizado foi entédo
purificado utilizando-se kit de purificagdo Quiagen. A concentracdo do vetor
purificado foi determinada por espectrofotometria em um comprimento de onda de
260 nm.

Os plasmideos linearizados e purificados foram utilizados para a geracéao de
sondas radioativas através de transcri¢ao in vitro. Essa reacao consistiu de 0,5ug de
DNA, 5 pl de tampao de transcricdo 5x, 1ul de ATP 10 mM, 1ul de CTP 10 mM, 1 pl
de GTP 10 mM, 2,5 ul de DTT 100 mM, 1 ul de Rnasin 40 U/ul, 1 pl de T7 ou SP6
polimerase, 3 pl de **P UTP e 4gua DEPC para um volume final de 25 pl. Essa
reacao foi incubada a 37° C por 1 hora. Ap6s esse periodo, foi adicionado 1 pl de
Dnase/Rnase free (1000 U/ul) seguido por mais 15 minutos de incubagédo a 37° C.
Todo o volume dessa reacao foi purificado usando-se Quick Spin Columns For
Radiolabeled DNA Purification da Roche. Foram adicionados 250 ul de tampéao de
eluicdo nos tubos contendo as sondas purificadas e uma aliquota de 1 ul foi contada
em contador gama. Ainda para verificar a qualidade das sondas, uma outra aliquota
dos probes foi aplicada em gel de poliacrilamida 5%. Uma vez confirmada a

qualidade das sondas, essas foram estocadas a - 20° C até a etapa de hibridizacao.
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O passo seguinte foi a preparacdo das amostras de RNA. Cada amostra foi
composta de 40 ug de RNA de atrios e ventriculo esquerdo, que foram liofilizadas
em centrifuga evaporadora.

Para a hibridizacdo foram utilizados 60.000 cpm dos probes especificos e
30.000 cpm do marcador ribossomal L 32 utilizado como controle interno e 20 pl de
tampao de hibridizagdo. Foram utilizados 20 pg de Yeast RNA liofilizado como um
segundo controle. Para cada reacéo foram utilizadas 4 amostras desse RNA, sendo
que em 2 das amostras foram adicionados Rnase e outros 2 tubos permaneceram
livres da enzima conservando assim intactos os probes. Todos os tubos foram
brevemente agitados e centrifugados, aquecidos a 95 ¢ C por 5 minutos e
novamente agitados e centrifugados e entéo incubados a 42 - 45° C overnight.

Ao término da incubacéao, foram adicionados 200 pl de tampéo de digestao
contendo Rnase em cada amostra, com excecao dos 2 controles ja citados. Nesses
controles foram adicionados 200 pl de tampao. Os tubos foram brevemente
agitados, centrifugados e incubados por 1 hora a 37° C. Depois dessa incubacao,
foram adicionados 300 pl de solugéo de inativagao em todos os tubos e novamente
os tubos foram agitados, centrifugados e incubados por 30 minutos a - 20° C. Apo6s
esse periodo as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 20 minutos a 4° C.
Ao fim dessa etapa um precipitado foi visualizado e o sobrenadante foi descartado.
Foi adicionado em cada tubo 8 ul de tampdo de corrida, as amostras foram
aquecidas novamente a 95° C por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida
5%. Apods 2 horas de corrida, o gel foi transferido para um papel de filtro e submetido
a secagem por 2 horas a 80° C. O gel ap6s seco foi exposto a filme autoradiografico
por 12 horas. Esse filme entao foi revelado e seguiu-se a quantificacdo do mRNA no

software TINA 2.0.
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3.2.5 - Métodos Histométricos

O coragao foi retirado e foram extraidas fatias transversais da base do
ventriculo esquerdo, contendo parede ventricular e septo. O material foi fixado por
imersdao em solugdo de paraformaldeido a 4%, em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,2-
7,4), durante 24 horas a temperatura ambiente. Apds, seguiu-se desidratacao
utilizando-se gradiente crescente de alcool etilico (70, 80, 90, 100%), infiltracéo e
inclusdo em resina a base de glico-metacrilato (JB-4™ Polysciences).
Posteriormente a montagem dos blocos, as amostras foram submetidas a
microtomia em sec¢des de 2 um com intervalos de 20 cortes. Depois de corados
pela técnica de Rosenfeld (Rosenfeld, 1947), os cortes foram submetidos a
microscopia eletrénica. Percorreu-se toda a seccdo do ventriculo esquerdo com
objetiva de imersdao em 6leo (100x) para captacdo de imagens digitalizadas de
cardiomiécitos seccionados longitudinalmente, com nucleo visivel e limites celulares
definidos. Para cada animal foram analisados de 50 a 100 cardiomiécitos. Para
digitalizacao das imagens utilizou-se camera digital (Axioplan Color, Zeiss) acoplada
a microscopio Axioplan 2 da Zeiss e o programa de analise de imagens KS 400 3.0
da Zeiss. Tais procedimentos foram realizados em colaboracdo com o Laboratério
de Neurobiologia da Profa. Elisabeth Ribeiro da Silva Camargo do Departamento de

Morfologia dessa institui¢ao.

3.2.6 - Imunofluorescéncia

Visualizacdo e quantificacdo da deposicdo de fibras colagenas e fibronectina no

tecido cardiaco.

Para essa andlise utilizaram-se fragmentos do ventriculo esquerdo de animais
controles e transgénicos. Apds a retirada das amostras, o tecido foi colocado em

Tissue Tek (OCT compound, Miles, USA) e imediatamente congelado em nitrogénio
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liqguido e armazenados a — 80° C. Seccdes de 7 um de espessura foram obtidas em
criostato a - 20° C. Foram feitos secgdes alternadas das amostras, coletadas em
laminas de vidro tratadas com silano a 2%, fixadas por imersao em Metanol (Merk P.
A.) por 10 minutos e secas em temperatura ambiente por 10 minutos.

Apoés a fixagdo os cortes foram banhados em PBS por 10 min e em seguida foi
feito o bloqueio das ligagdes inespecificas do anticorpo utilizando-se BSA 1%,
Tween 20 0,1% em PBS durante 40 minutos, em camara umida a temperatura
ambiente. Terminado o periodo de bloqueio, as seccoes foram incubadas com os
respectivos anticorpos primarios diluidos em BSA 0,1%, Tween 20 0,1% em PBS
(Tabela 8). Os cortes foram incubados em camara Umida, overnight a 4° C. A
retirada dos anticorpos primarios dos cortes foi feita utilizando-se 4 banhos de PBS
durante 5 minutos cada, e entéo foi feita a incubagdo com anticorpo secundario, que
foi diluido em BSA 0,1%, Tween 20 0,1% em PBS durante 60 minutos em camara
umida a temperatura ambiente. Novamente as secgbes foram imersas em 4 banhos
de PBS durante 5 minutos, as laminas foram secas e montadas utilizando-se
solucado de glicerina 90%, Tris 1 M 10%, pH 9,0. Em todas as anadlises foram
realizados controles negativos, que consistiu da incubagédo do anticorpo secundario
na auséncia do anticorpo primario. Os cortes foram entdo submetidos a microscopia
confocal Zeiss 510 Meta.

Para a quantificacdo dos colagenos |, Il e fibronectina foi medida a
intensidade de fluorescéncia no miocéardio. As imagens foram analisadas em escala
de cinza através do programa Image Tool 2.0. A intensidade de fluorescéncia é
fornecida através da unidade “Nivel de cinza”, que varia do valor de zero (preto) ao
valor de 255 (branco). Quanto mais proximo do valor de 255, maior a intensidade de
fluorescéncia. Os parametros do microscépio confocal utilizados foram os mesmos

para as amostras de animais SD, TG e os controles dos anticorpos secundarios,
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tornando o nivel de fluorescéncia uniforme, confidvel e passivel de comparacéo.

Tabela 8 — Descri¢cao dos anticorpos utilizados para imunofluorescéncia.

Anticorpo Especificagao Diluicao Fonte

Policlonal, coelho anti colageno |

1:400 Research Diagnostics Inc.
humano

Primarios Policlonal, coelho anti colageno llI

1:400 Rockland.
humano

Policlonal, coelho anti fibronectina

1:600 Rockland.
humano

Policlonal, burro anti cabra conjugado a
Cy5

Policlonal, burro anti-(IgG de coelho)
conjugado a Alexa fluor

1:400 Jacksonlmuno Research
Secundarios

1:400 Molecular Probes

4 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média dos valores
individuais de cada grupo. Os dados de hipertrofia cardiaca foram analizados
utilizando “Two-Way” ANOVA seguido de analise de Bonferroni. Os demais
parametros foram analizados utilizando Teste t de Student. Os niveis de significancia

foram fixados em p<0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Anadlise dos pesos relativos e morfometria das camaras cardiacas.

Ap6s 1 semana de tratamento com injecdes diarias de isoproterenol, os ratos
foram sacrificados por decapitacao. O coracao foi retirado e dissecado. O ventriculo
esquerdo (VE), ventriculo direito (VD) e atrios foram pesados, e uma fracao do VE
foi retirada para analise morfométrica. A tabela abaixo mostra o peso relativo médio
das camaras cardiacas e coracao total dos grupos experimentais ao final do periodo

de tratamento.

Tabela 9 — Peso relativo das camaras cardiacas e coragao total.

SD controle SD ISO TGR controle TGR ISO
Atrios 0,054 0,049 0,049 0,052
VD 0,054 0,068 0,065 0,082
VE 0,245 0,301 0,237 0,271
Coracéao total 0,353 0,418 0,351 0,405

Valores expressos em mg de tecido/g de peso corporal. Dados analisados de 6 a 8
animais em cada grupo.
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A relacédo peso ventricular/peso corporal do VE dos ratos SD tratados com
ISO estava significativamente aumentada quando comparada aos ratos que
receberam veiculo (3,0 £ 0,1 vs 2,5 + 0,04 mg/g em ratos tratados com salina, n=8 e
n=6 respectivamente). Nos ratos TG o tratamento com ISO também induziu
hipertrofia do VE (2,7 + 0,06 vs 2,4 + 0,03 mg/g em ratos tratados com salina, n=8 e
n=6 respectivamente). Porém a hipertrofia induzida pelo ISO nos ratos TG foi
significaticamene menor quando comparada com os ratos normais (2,7 + 0,06 vs 3,0
+ 0,1 mg/g, em ratos SD, n=8) (Fig.3).

Na andlise morfométrica, as areas das seccbes transversas dos
cardiomiécitos estavam significativamente aumentadas nos ratos tratados com I1ISO
em ambos 0s grupos quando comparados com os ratos que receberam veiculo
(17,46 £ 0,14 vs 13,46 + 0,09 um em ratos SD tratados com salina, n=4, e 14,13 £
0,10 vs 1241 + 0,10 um em ratos TG tratados com salina, n=6 e n=4
respectivamente). Corroborando os dados obtidos com a andlise relativa do VE, as
areas transversas dos cardiomidcitos estavam significativamente menores nos ratos
TG tratados com ISO quando comparados com os ratos SD tratados com ISO (14,13

+0,10 vs 17,46 £ 0,14 um em ratos SD, n=6 e n=4 respectivamente) (Fig.4).
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Figura 3 - Relagdo peso VE/peso corporal de ratos SD e TG antes e depois do
tratamento com ISO. Os dados representam a meédia + EPM. (***) p<0,001,
(**) p<0,01, (*)p<0,05.
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Figura 4 - Analise morfométrica de cardiomiocitos no VE de ratos SD e TG antes e
depois do tratamento com ISO. Foram medidas 50 a 100 cardiomiécitos em cada animal.
Os dados representam a média = EPM. (***)p<0,001, (**)p<0,01.
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A andlise da relagdo peso o6rgao/peso corporal do VD e atrios néo

demonstraram alteracdes significativas entre os ratos SD e TG. (Figs. 5 € 6).
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Figura 5 - Relacao peso VD/peso corporal de ratos SD e TG antes e depois do

tratamento com ISO. Os dados representam a média = EPM.
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tratamento com ISO. Os dados representam a média = EPM.
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5.2 - ANALISE DA EXPRESSAO DO TRANSGENE DETERMINADO POR RT-PCR.

A expresséao do gene transgénico foi avaliada no VE dos ratos TG e SD apés
o tratamento com ISO. O transgene nao sofreu alteracdo em sua expressao apos o
tratamento com ISO afastando dessa forma a possivel producéo local de Ang-(1-7)
proveniente desse gene, ficando restrita aos testiculos a fonte enddégena dessa

angiotensina. Foi utilizada como controle positivo amostra de testiculo (test.) do rato

It

TG (fragmento de = 450 bp)(Fig 7).
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Figura 7 — Gel representativo da expressdo do transgene analisada por RT-PCR no VE dos
animais SD e TG.
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5.3 — ANALISE DOS NIVEIS DE ANGIOTENSINAS E OUTROS FATORES

RELACIONADOS AO SRA.

Os niveis cardiacos de Ang Il estavam significativamente diminuidos nos
ratos TG quando comparados aos ratos SD em condi¢gdes basais (0,77 = 0,04 vs
1,05 £ 0,07 pg/mg de proteina em ratos SD, n=6)(Fig.8). Em contraste, os niveis
plasmaticos de Ang Il estavam significativamente aumentados nos ratos TG(112 +
12,37 vs 76,69 £ 10,14 pg/ml de plasma em ratos SD, n=8)(Fig.9). O tratamento com
ISO induziu um aumento dos niveis cardiacos de Ang Il nos ratos SD (1,23 + 0,05,
n=7 vs 1,052 + 0,07 pg/mg de proteina em ratos tratados com salina, n= 6)(Fig.8)
porém sem alteragdes dos niveis plasmaticos de Ang II.

O tratamento com ISO n&o promoveu alteragdes nos niveis cardiacos de Ang
Il nos ratos TG (0,83 = 0,1 n=7 vs 0,77 = 0,04 pg/mg de proteina em ratos tratados
com salina, n=8). Os niveis plasmaticos também permaneceram inalterados apo6s o

tratamento com ISO (Fig.9).
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Figura 8 - Concentracdo de Ang Il em amostras de VE de ratos SD e TG antes e
depois do tratamento com ISO medida por RIE apds extracdo em colunas Cis. Os
valores estao expressos como picogramas do peptideo por miligramas de proteinas.
Os dados representam a média = EPM. (*) p<0,05; (**) p<0,003.
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Figura 9 - Concentracao de Ang Il no plasma de ratos SD e TG antes e depois do
tratamento com ISO medida por RIE apés extracdo em colunas Cqs. Os valores
estdo expressos como picogramas do peptideo por mililitros de plasma. Os dados
representam a média £ EPM. ( *) p<0,05.

Nao foram observadas alteragdes nos niveis cardiacos de Ang-(1-7) entre os
ratos SD e TG em condicdes basais (0,439 + 0,07 vs 0,406 £ 0,05 em ratos TG, n=6
e n=7respectivamente). O tratamento com ISO nao promoveu alteracées nos niveis
cardiacos de Ang-(1-7) nos ratos SD (0,621 + 0,13 vs 0,439 *= 0,07 em ratos com

salina, n=6). Os niveis cardiacos de Ang-(1-7) permaneceram inalterados nos ratos
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TG tratados com ISO ( 0,415 + 0,07 vs 0,406 %= 0,05 em ratos com salina, n=8 e n=7

respectivamente).
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Figura 10 - Concentracao de Ang-(1-7) em amostras de VE de ratos SD e TG antes e
depois do tratamento com ISO medida por RIE apds extracdo em colunas Cis. Os
valores estdo expressos como picogramas do peptideo por miligramas de proteinas.
Os dados representam a média + EPM.
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A expressdo de angiotensinogénio analisada por RT-PCR esta diminuida nos
animais TG quando comparados aos animais SD em condi¢cées basais (0,031 *
0,001 vs 0,046 = 0,01 unidades arbitrarias em ratos SD, n=3). O tratamento com
isoproterenol ndo alterou a expressao de angiotensinogénio nos animais TG quando

comparados aos animais que receberam veiculo (Fig. 11).
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Figura 11 - Expressdo do gene para angiotensinogénio analisada por RT-PCR em
amostras de VE de ratos SD e TG antes e depois do tratamento com ISO. Os dados
representam a média £ EPM. (**) p<0,01; ( *) p<0,05.
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Adicionalmente a diminuicdo do angiotensinogénio, foi observado aumento
na expressao do gene para ECA2 no VE dos ratos TG em condicbes basais
quando comparados aos ratos SD (0,151 £ 0,03 vs 0,068 + 0,006 em ratos SD,
n=4). Nos ratos TG o tratamento com o ISO n&o alterou a expressao do gene para
ECA2. Diferentemente do que ocorreu com os ratos TG, nos ratos SD foi
observado um aumento da expressao do gene para ECA2 apos o tratamento com

0 I1SO (0,068 £ 0,006 vs 0,142 £ 0,013 em ratos tratados com ISO n=4)(Fig.12).

Expressao ECA2

RT-PCR
B
< 0.257 A <« 0.259
Z =
o o
£ 8 0.201 =]
8 - g2
o5 0.154 oS
o% o%
= =
T 5 0.104 ® S
o3 °3
2 5 0.05- @25
2 E
Z  0.00- Z
3 SD Controle, n=4 E= TGR Controle, n=4
[mm SD Isoproterenol, n=4 A TGR Isoproterenol, n=4
C D
0.25+ 0.25+
0.204 *

0.154

0.104

0.054

Niveis relativos de mRNA
unidades arbitrarias

Niveis relativos de mRNA
unidades arbitrarias

3 SD Controle, n=4 [mm SD Isoproterenol, n=4
E=TGR Controle, n=4 GR Isoproterenol, n=4

0.00-

Figura 12 - Expressdo do mRNA para ECA2 analisada por RT-PCR em amostras de
VE de ratos SD e TG antes e depois do tratamento com ISO. Os dados
representam a média £ EPM. (**) p<0,001; ( *) p<0,05.

53



A expressdo do mRNA para o receptor ATy estava significativamente
diminuida no VE dos ratos SD que receberam o ISO quando comparados aos
seus controles que receberam veiculo ( 0,140 + 0,06 vs 0,541 + 0,14 em ratos
tratados com salina, n=5). Dentre os ratos TG ndo houve alteragdes na expressao
do mRNA para o receptor ATy ap6s o tratamento com ISO (0,479 + 0,16 vs 0,483
+ 0,14 em ratos tratados com salina, n=5). Nao houve diferencas na expressao do
mMRNA para o receptor AT entre os ratos TG e SD em condicdes basais (0,483 +

0,14 vs 0,541 £ 0,14 em ratos SD, n=5)(Fig 13).
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54



A expressdao do mRNA para o receptor Mas no VE estava significativamente
diminuida nos ratos SD que receberam o ISO quando comparados aos controles
que receberam o veiculo (0,327 + 0,08 vs 0,621 £ 0,10 em ratos com salina,
n=4). Os ratos TG nao apresentaram alteracdes na expressdo do mRNA para o
receptor Mas no VE em resposta ao I1SO(0,459 + 0,11 vs 0,620 + 0,11 em ratos
com salina, n=5). Nao houve diferencas na expressdao do mRNA para o receptor
Mas no VE dos ratos TG quando comparados os ratos SD em condi¢des basais

(0,620 + 0,11 vs 0,621 £ 0,10 em ratos SD, n=4 e 5 ratos)(Fig.14).
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5.4 — ANALISE DOS NIVEIS E EXPRESSAO DO PEPTIDEO NATRIURETICO

ATRIAL.

Como podemos observar na figura 15, os niveis plasmaticos de ANP estavam
significativamente elevados nos ratos SD tratados com ISO quando comparados
com os ratos que receberam veiculo (188,6 £ 21,19 n=9 vs 124,0 + 18,97 pg/ml
de plasma em ratos tratados com ISO, n=10, p<0,01). Surpreendentemente os
ratos TG apresentaram elevados niveis de ANP no plasma quando comparados
aos ratos SD em condi¢gdes basais (204,2 + 33,52 n=7 vs 124,0 £ 18,97 pg/ml de
plasma, n=9, p<0,02). Esse aumento dos niveis plasmaticos nao foi alterado pelo
tratamento com ISO nos ratos TG quando comparados aos ratos que receberam
veiculo (201,4 + 28,25 vs 204,2 = 33,52 pg/ml de plasma, n=10 e n=7,

respectivamente).

Paradoxalmente aos resultados observados nas amostras de plasma, os niveis de
ANP nos atrios mostraram-se significativamente diminuidos nos ratos SD tratados
com ISO em relagdo aos animais que receberam o veiculo (0,195 + 0,05 vs 1,387
+ 0,325 ng/mg de proteina, n=10 e n=8, respectivamente). Os ratos TG
apresentaram niveis diminuidos de ANP quando comparados com os ratos SD
em condicbes basais (0,157 + 0,03 vs 1,387 £ 0,32 ng/mg de proteina, n=10 e
n=8, respectivamente). Essa diminuicdo dos niveis de ANP permaneceu
inalterada nos ratos TG apds o tratamento com ISO quando comparados aos
ratos que receberam veiculo (0,157 £ 0,03 vs 0,126 £ 0,01 ng/mg de proteina,

n=10 vs n=13, respectivamente)(Fig. 16).
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Com o objetivo de esclarecer as alteracoes no perfil do ANP no plasma e
atrios encontrados nos ratos TG, utilizamos o RPA para verificar a expressao dos
genes responsaveis pela producdo do ANP e enzima CORIN, sendo essa a enzima
que converte o pro-ANP em peptideo ativo. Foram utilizadas amostras de RNA total
de atrios dos ratos SD e TG em condicbes basais e apds o tratamento com I1SO. A
expressdao do mRNA para ANP avaliado por RPA mostrou-se diminuida nos atrios
dos ratos SD apo6s o tratamento com ISO quando comparados aos ratos que
receberam veiculo (0,689 £ 0,103 vs 1,101 £ 0,08 em ratos tratados com salina n=3).
Os ratos TG apresentaram uma diminuicdo na expressdao do mRNA para o ANP
quando comparados com os ratos SD em condi¢ées basais (0,421 + 0,137 vs 1,101
+ 0,08 n=3). Essa diminuicdo da expressdo do mRNA nao foi alterada pelo
tratamento com ISO nos ratos TG quando comparados aos ratos que receberam
veiculo (0,466 + 0,121 vs 0,421 £ 0,137 em ratos SD n=3)(Fig.17).

A expressao do mRNA para CORIN esta diminuida nos atrios dos ratos SD
apds o tratamento com ISO quando comparados aos ratos que receberam o veiculo
(0,050 £ 0,01 vs 0,118 + 0,01 em ratos tratados com ISO, n=3). Os ratos TG
apresentaram diminuicao acentuada na expressao do mRNA para a CORIN quando
comparados com os ratos SD em condi¢cbes basais (0,017 + 0,005 vs 0,118 + 0,01
em animais SD, n=3). O tratamento com ISO nao alterou a expressdao desse mRNA

nos ratos TG (Fig. 18).
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5.5 — ANALISE DOS COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR -

COLAGENO I, COLAGENO lIl E FIBRONECTINA.

A deposicdo de colageno na matriz cardiaca € influenciada pelo SRA. Em
nosso modelo, a expresséo de colageno Il analisada por RT-PCR em amostras de
VE estd aumentada nos ratos SD tratados com ISO quando comparadas aos ratos
que receberam veiculo (0,717 + 0,05 vs 0,531 = 0,04 em ratos tratados com salina,
n=4 e n=5 respectivamente). A expressao de colageno Il analisada por RT-PCR nos
ratos TG ndo apresentou diferencas significativas, entretanto, a expressdao de
colageno lll estd diminuida nos ratos TG tratados com ISO quando comparados aos
ratos SD que receberam o mesmo tratamento (0,538 + 0,01 vs 0,717 = 0,05 em
animais SD, n=3 e n=4 respectivamente)(Fig. 19).

A técnica de imunofluorescéncia permitiu a observagdo especifica de areas
na parede do VE marcadas com anticorpo para colageno Ill. A deposicédo de
colageno lll no VE mostrou-se significativamente diminuida nos ratos TG tratados
com ISO quando comparados aos ratos SD tratados com ISO (13,64 £ 1,041 vs
20,85 + 0,976, n=3 animais). Nos ratos SD tratados com ISO, a deposicdo de
colageno Il esta significativamente aumentada quando comparados com 0s ratos
que receberam veiculo (20,85 + 0,976 vs 12,95 = 0,875 em animais tratados com
salina, n=3 animais). Nos ratos TG o aumento de deposicdo de colageno Il

induzida pelo tratamento com ISO, foi abolido (Fig.20).
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Figura 21 — Imunolocaliza¢ao de colageno Ill no ventriculo esquerdo de ratos SD e
TG antes e depois do tratamento com ISO observados em microscopia confocal. A
(SD controle); B (SD 1SO); C (TG controle); D (TG ISO). Aumento 40x. Em

coloracao azul: nucleo dos cardiomidcitos. Setas:colageno lll.
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A expresséo de colageno | analisada por RT-PCR em amostras de VE néo
apresentou alteracdo significativa nos ratos SD tratados com ISO quando
comparados aos ratos que receberam o veiculo (0,455 + 0,106 vs 0,648 £+ 0,07 em
ratos tratados com ISO, n=4 e n=5 respectivamente). A expressao de colageno | nos
ratos TG tratados com ISO mostrou-se aumentada quando comparada com os ratos
que receberam veiculo (0,373 + 0,03 vs 0,693 + 0,08 em ratos TG, n=4 e n=5
respectivamente), no entanto, ndo ocorreram diferencas de expressao génica entre
os ratos TG e SD que receberam o ISSO (Fig. 22).

A imunofluorescéncia para colageno | no VE dos ratos SD tratados com I1SO
esta significativamente aumentada quando comparada aos ratos que receberam
veiculo (22,87 + 1,924 vs 18,88 £ 1,249 em ratos SD com salina, n=3 ratos). Nos
ratos TG o tratamento com ISO também induziu aumento da deposi¢cao de colageno
I no VE (18,52 £ 0,961 vs 13,18 + 0,777 em ratos TG com salina, n=3 ratos). Porém
a deposicao de colageno | induzida pelo ISO nos ratos TG foi significativamente
menor quando comparada com aquela observada nos ratos SD (18,52 + 0,961 vs
22,87 + 1,924 em ratos SD, n=3 ratos). Interessante observar que os ratos TG
apresentaram menor marcacao para colageno | no VE em condi¢cdes basais quando

comparados com os ratos SD (13,18 + 0,777 vs 18,88 £ 1,249, n=3 ratos)(Fig. 23).
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Figura 24 — Imunolocalizagdo de colageno | no ventriculo esquerdo de ratos SD e
TGR antes e depois do tratamento com ISO observados em microscopia confocal.
A (SD controle); B (SD ISO); C (TGR controle); D (TGR 1SO). Aumento 40x. Em
coloracao vermelha: células endoteliais. Setas: colagenos |.
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A imunofluorescéncia para fibronectina no VE dos ratos SD tratados com ISO
esta significativamente aumentada quando comparada aos ratos que receberam
veiculo (19,65 + 1,386 vs 7,93 + 0,675 em ratos SD com salina, n=3 ratos). Nos
ratos TG o tratamento com ISO também induziu aumento da deposicao de
fibronectina no VE (11,65 £ 0,931 vs 4,35 + 0,361 em ratos TG com salina, n=3
ratos). Porém a deposicdo de fibronectina induzida pelo ISO nos ratos TG foi
significativamente menor quando comparada com os ratos SD (11,65 + 0,931 vs
19,65 + 1,386 em ratos SD, n=3 ratos). Interessante observar que os ratos TG
apresentaram menor marcagao para fibronectina no VE em condigdes basais
quando comparados com os ratos SD (4,350 + 0,361 vs 7,931 + 0,675, n=3 ratos)

(Fig. 25).
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Figura 26 — Imunolocalizagdo de fibronectina no ventriculo esquerdo de ratos SD e TG
antes e depois do tratamento com ISO observados em microscopia confocal. A (SD
controle); B (SD ISO); C (TG controle); D (TG ISO). Aumento 40x. Em coloracao azul:

nucleo dos cardiomidécitos. Setas: fibronectina.
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6 — DISCUSSAO

Nesse estudo nds procuramos entender melhor o papel da Ang-(1-7) na
hipertrofia cardiaca, utilizando um modelo de rato transgénico que apresenta um
aumento dos niveis circulantes de Ang-(1-7)[TGR(A1-7)3292]. Esses ratos foram
gerados a partir da técnica descrita por Methot e cols, 1997, onde é possivel
direcionar a expressdo de uma proteina de fusdao permitindo assim a liberacao de
peptideos de interesse em determinado 6rgéo. Os ratos TGR(A1-7)3292 apresentam
um aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) de aproximadamente 2,5 vezes
sem diferenga artério-venosa. Dessa forma esse modelo transgénico constitui uma
ferramenta util para avaliar os efeitos de um aumento crénico moderado da
Ang-(1-7).

Os achados do nosso estudo demonstraram que os ratos transgénicos com
superexpressao de Ang-(1-7) apresentaram menor hipertrofia do ventriculo esquerdo
em resposta ao tratamento com isoproterenol. Esses animais apresentaram também
alteracdées na deposicdo de matriz intersticial em resposta ao isoproterenol,
regulacao diferencial nos niveis de angiotensina Il no plasma e tecido cardiaco, nos
niveis e expressao do peptideo atrial natriurético e nos niveis de expressao do
angiotensinogénio e ECA2, no coragao.

A analise do VE realizada nos ratos SD e TG ap6s o tratamento com ISO
demonstrou que a relacéo peso do 6rgao/peso corporal nos ratos SD e TG, estava
aumentada em relacdo aos seus respectivos controles, porém os animais TG que
foram tratados com ISO apresentaram um menor valor relativo quando comparados
os animais SD que receberam o ISO. Portanto, essa andlise indireta sugeriu que os
animais TG desenvolveram menor hipertrofia do VE. Adicionalmente a essa analise

foi feita a morfometria dos cardiomiécitos, e os resultados observados confirmaram
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0s dados obtidos com o peso relativo dos ventriculos esquerdos. Os animais TG
tratados com ISO apresentaram uma menor seccao transversa dos cardiomiocitos
quando comparados aos animais SD que receberam o mesmo tratamento,
demonstrando uma atenuacdo na hipertrofia do VE nos ratos TG com
superexpressao de Ang-(1-7)(Santos e cols, 2004 — Publicagdo em anexo).

O primeiro estudo a demonstrar a participagdo da Ang-(1-7) no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca foi realizado por Loot e cols (2002). Nesse
trabalho a infusdo de Ang-(1-7) por oito semanas foi capaz de atenuar o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca em animais submetidos ao infarto do
miocardio, preservou o funcionamento endotelial adrtico e o fluxo coronariano. Em
trabalho mais recente, Tallant e cols (2005) demonstraram que a Ang-(1-7) foi capaz
de inibir a sintese protéica em cardiomiocitos neonatos, desencadeada por
diferentes indutores de crescimento celular como FBS e endotelina 1. Essas
respostas foram bloqueadas na presenca do antagonista A-779, sugerindo assim a
participagdo do receptor Mas. Ainda nesse trabalho, foi demonstrado a capacidade
da Ang-(1-7) em diminuir a atividade de MAPKs. A analise dos nossos resultados
juntamente com os obtidos por Loot e Tallant, nos permite sugerir que a Ang-(1-7)
pode ser capaz de atenuar o crescimento dos cardiomidécitos resultando em menor
hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida pelo isoproterenol.

Evidéncias adicionais tém demonstrado que o coragdao é um importante sitio
de acdes da Ang-(1-7) especialmente em situacées onde é necessario proteger e/ou
melhorar a funcionalidade do coracdo. Neves e cols (1997) utilizando estudo em
coraglbes isolados perfundidos com concentragcbes elevadas de Ang-(1-7) (27nM e
210nM), demonstraram uma reducdo do fluxo coronariano e aumento das arritmias
de reperfusdo. Almeida e cols (2000) utilizando uma concentragdo menor de Ang-(1-

7)( 2,2nM), demonstraram que em coracodes isolados de ratos a Ang-(1-7) aumentou
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o efeito vasodilatador da BK por mecanismos relacionados a liberagcdo de NO e
prostaglandinas e que esse efeito foi bloqueado na presenca de A-779. Ferreira e
cols (2001) utilizando uma concentracdao ainda menor de Ang-(1-7)(0,22nM),
observaram uma diminuigdo da incidéncia e duracao das arritmias de reperfusdo em
coragdes isolados de ratos. Esses efeitos cardioprotetores foram bloqueados pelo A-
779. Averill e cols (2003) demonstraram que na insuficiéncia cardiaca decorrente de
infarto do miocardio houve um aumento da imunoreatividade para Ang-(1-7) na area
ao redor do infarto e que essa expressao foi restrita aos cardiomiocitos. Portanto,
tais achados apontam para a possibilidade da Ang-(1-7) estar envolvida na
regulacao funcional do tecido cardiaco por acao direta bem como indireta.

Uma das possibilidades para explicar a cardioprotecdo observada nos ratos
TGR(A1-7)3292 seria que o tratamento com isoproterenol induzisse a expressao do
transgene no coracdo, aumentando a concentracao local de Ang-(1-7). No entanto,
essa possibilidade foi descartada pela observacao de que o tratamento nao alterou a
expressao do transgene. Essa observacao foi reforcada pela auséncia de alteracao
dos niveis de Ang-(1-7) no coragdao. Uma outra possibilidade seria a alteragao da
concentracao local de Ang Il, como observado por Mendes e cols (2005) com
infusdo de curto prazo de Ang-(1-7) em ratos wistar.

A regulacdo dos componentes da matriz intersticial em diversas patologias é
influenciada pelo SRA. A homeostase da matriz extracelular depende dos processos
de sintese e degradacdo dos colagenos fibrilares e fibronectina, assim como da
duplicacao e sobrevida dos fibroblastos. Ao sofrer uma injuria a matriz e o espaco
intersticial tornam-se um microambiente onde estdo presentes macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais e diversas moléculas que podem ser estimuladoras
ou supressoras das respostas celulares. No SRA a Ang Il é um produto para o qual

foi mostrada atividade estimulatéria ou inibitéria do crescimento celular quando
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interage com seus receptores ATy ou AT,, podendo modular o processo de fibrose
no coragao (Bouzegrhane e Thibault, 2002; Sun e Weber, 2003). A presenca de
fibrose no miocéardio de animais que sofreram ou ndo danos cardiacos indicam que
mecanismos humorais séo responsaveis por esse processo (Dostal, 2001).

A andlise conjunta da expressdao do mRNA por RT-PCR e da deposicédo de
colageno lll, por imunofluorescéncia no ventriculo esquerdo de ratos SD e TG
demonstrou um aumento da expressdao do mRNA para colageno lll nos animais SD
que receberam o ISO quando comparados aos seus controles que receberam o
veiculo. Esse aumento da expressao de colageno Ill corresponde a um aumento da
deposicao de colageno lll na matriz intersticial, avaliada por imunofluorescéncia. Os
ratos TG que receberam o ISO nao apresentaram aumento na expressdo do mRNA
para o colageno Ill o que também corresponde a auséncia de alteragbes na
deposicao de colageno lll na matriz intersticial em resposta ao 1ISO. A comparacéo
entre os ratos SD e TG tratados com ISO, demonstrou que os animais TG apds o
tratamento com ISO apresentam uma menor deposicao de colageno Il na matriz
intersticial (Figs. 19 e 20)

Para o colageno | ndo foi observado um aumento estatisticamente
significativo da expressao do mRNA para essa proteina nos ratos SD que receberam
o ISO em relacdo aos seus respectivos controles, apesar da clara tendéncia ao
aumento dessa expressao. Por outro lado a imunofluorescéncia no VE desses ratos
demonstrou um aumento significativo da deposicdo de colageno | nos ratos SD que
receberam o ISO em relacao aos ratos que receberam veiculo.

Nos ratos TG que receberam o ISO foi observado um aumento da expressao
do mRNA para colageno | quando comparados aos seus respectivos controles.
Esse aumento de expressdao do mRNA para colageno | nos ratos TG correspondeu a

um aumento da deposicao dessa proteina no tecido cardiaco. Esse aumento foi
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significativo em relacdo aos ratos TG que receberam o veiculo, porém, a deposicao
de colageno | foi significativamente menor quando comparada aquela observada nos
ratos SD que receberam o ISO (Figs. 22 e 23). Uma importante alteragéo observada
nos ratos TG foi a diminuigcdo dessa proteina em relacao aos ratos SD em condicbes
basais.

A andlise obtida para a fibronectina por imunofluorescéncia no VE
demonstrou que em ambos o0s animais tratados com ISO houve um aumento na
deposicao dessa proteina em relagdo aos controles que receberam veiculo.
Entretanto nos ratos TG essa deposicdo foi menor que nos ratos SD.
Interessantemente os TG apresentavam também uma diminuicdo nos niveis de
fibronectina em condi¢cdes basais em relagdo aos ratos SD (Fig. 25).

A presencga de fibrose intersticial observada nos ratos SD estd em acordo com
dados da literatura que demonstram que o processo hipertrofico em diversos
modelos vem acompanhado de alteracées no conteudo de colageno |, colageno lll e
fibronectina caracterizando assim a fibrose tecidual. Esse processo pode ser
desencadeado pela Ang Il circulante e/ou local interagindo com seu receptor AT.
Em geral essa acéao pro-fibrética € mediada por fatores de crescimento como TGFf34
(Sun e Weber, 2003, Dostal, 2001). Além da ativacado de fatores de crescimento, a
Ang Il pode modular também a atividade das enzimas envolvidas na degradacao dos
colagenos e fibronectina no coragdo, diminuindo a atividade dessas enzimas e
favorecendo dessa forma o acumulo de tecido fibroso (Weber, 2001). Estudos in
vitro e in vivo tém demonstrado que o uso de inibidores de ECA e antagonista de
receptor AT, atenua e/ou reverte a fibrose cardiaca (Varo e cols, 2000; Weber ,
2001; Lijnen e cols, 2004). Uma vez que o uso dessas duas classes de drogas
favorece a formacdo de Ang-(1-7), essa atenuacdo da fibrose poderia ndo ser

somente em resposta a uma menor acdo da Ang Il, mas também por uma acao
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direta da Ang-(1-7) no processo de fibrose. Nossos dados e outros da literatura déo
um importante suporte para essa hipotese.

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado a participagdo da Ang-(1-7) no
desenvolvimento de fibrose do miocardio. He e cols (2004) e Wang e cols (2005)
demonstraram que a Ang-(1-7) atenuou a hipertrofia cardiaca e a fibrose em ratos
submetidos a sobrecarga de pressao. Grobe e cols (2006) demonstraram em outro
modelo de hipertensdo (DOCA-SAL) que a Ang-(1-7) foi capaz de atenuar a fibrose
cardiaca. lwata e cols (2005) demonstraram que a Ang-(1-7) inibe a acéao pré-
fibrotica da Ang Il em cultura de fibroblastos. E finalmente, Santos e cols (2006)
demonstraram que camundongos KO para o receptor Mas apresentam um aumento
na expressao de colagenos |, Ill e fibronectina no ventriculo esquerdo, sugerindo
fortemente que a agéo anti-fibrética da Ang-(1-7) ocorre através do receptor Mas.

Interessantemente a andlise da expressdo do mRNA para o receptor Mas
demonstrou que nao existem diferencas na expressao do receptor entre os ratos SD
e TG em condicdes basais. Entretanto, em resposta ao tratamento com o ISO, foi
observada uma diminuicdo da expressdo para o receptor Mas nos ratos SD
enquanto que nos ratos TG a expressdo para o receptor Mas permaneceu
inalterada. Essa observacao sugere a possibilidade de que pelos menos partes das
alteracoes induzidas pelo ISO estejam relacionadas a reducéo da expressao do Mas
e que o aumento da Ang-(1-7) poderia impedir essa reducdo. No entanto, alteracdes
semelhantes de expressao foram observadas para o receptor ATs.

Uma das possibilidades que poderia explicar os dados obtidos nos ratos TG
em relacdo a formacao de matriz intersticial estdo a de que a Ang-(1-7) poderia inibir
diretamente a secrecao dos colagenos e fibronectina ou a ativacao dos fibroblastos;
poderia aumentar a degradacado dos colagenos e fibronectina através da ativacao

das metaloproteinases; e inibir as agdes de varios fatores pro-fibréticos como TGFg,
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endotelina-1 e a propria Ang Il (Grobe e cols, 2006). A modulacao da Ang Il em
resposta a Ang-(1-7) € particularmente interessante nesse modelo TG, uma vez que
foi observada uma diminuicdo dos niveis de Ang Il no VE dos animais TG, o que
poderia explicar o fato desses animais TG apresentarem uma diminuicdo de
colageno | e fibronectina em condi¢des basais. Esses dados conjuntamente com os
obtidos por Santos e cols (2006) sugerem que a Ang-(1-7) pode exercer um papel
essencial na regulagao da matriz extracelular cardiaca.

De maneira interessante os ratos TG apresentaram uma diminuicao
significativa dos niveis cardiacos de Ang Il em condicbes basais quando
comparados aos ratos SD. Dentre os mecanismos que poderiam explicar a
diminuicdo de Ang Il no VE dos ratos TG estariam alteragdes em componentes do
SRA local. A diminuicdo de Ang Il observada no VE dos ratos TG pode estar
relacionada a regulagcdo do angiotensinogénio nesse tecido. Na verdade a
expressdao de mRNA para o angiotensinogénio no VE analisada por RT-PCR esta
diminuida nos ratos TG quando comparada a dos ratos SD em condicbes basais.
Menor sintese de angiotensinogénio poderia levar a uma menor formacao de Ang Il
nesse tecido, como observado em nosso estudo. Mendes e cols (2005), apdés
infusdo de Ang-(1-7) com minibombas osméticas observaram uma diminuicao da
expressdao de angiotensinogénio no figado, porém nesse estudo nao foram
realizadas analises para avaliar a expressao do angiotensinogénio no coracao.

Outro fator que poderia contribuir para a menor concentracao de Ang Il no VE
dos ratos TG seria o aumento da ECA2. A analise realizada com a utilizagao de RT-
PCR para ECA2 no VE de ratos SD e TG, mostrou um aumento na expressao do
MRNA para ECA2 nos ratos TG em condi¢cdes basais em comparacao a dos ratos
SD. Esta observacao também esta de acordo com a de Mendes e cols (2005), que

demonstraram um aumento na expressao de ECA2 em ratos infundidos com Ang-(1-
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7). A ECA2 tem sido descrita como a principal enzima envolvida na formacéo de
Ang-(1-7) a partir da Ang Il. Camundongos knockout para ECA2 apresentam
acentuado aumento nos niveis teciduais e plasmaticos de Ang Il, sugerindo o
importante papel da ECA2 em hidrolizar a Ang Il. (Cracrower e cols, 2002. Zisman e
cols, 2003). Em sintese, os dados obtidos com a expressdo do mRNA para o
angiotensinogénio e ECA2 sugerem que a combinagdo de redugdo do
angiotensinogénio e aumento da ECA2 podem estar diretamente relacionadas a
diminuicdo da concentracao cardiaca de Ang Il nos ratos TG. Esses dados também
sugerem que a Ang-(1-7) em concentracbes moderadas, pode exercer acoes
regulatérias através de mecanismos de “feedback” distintos em diferentes
componentes do sistema SRA.

Contrariamente ao observado no coracdo, € ndo menos interessante, 0s
niveis plasmaticos de Ang Il estavam significativamente aumentados nos animais TG
em condicdes basais. Essas alteracoes também foram observadas por Mendes e
cols (2005) com a administracdo de Ang-(1-7) por minibombas osmoéticas. Essa
regulacao diferencial da Ang Il no plasma dos ratos TG envolve alteracoes
bioquimicas ainda ndo totalmente esclarecidas. O aumento dos niveis plasmaticos
de Ang Il ndo pode ser explicado com base em alteragdes no SRA circulante, uma
vez que os ratos TG ndo apresentam mudancas na atividade de renina e ECA no
plasma e nem da ECA no pulmao (Ferreira e cols, 2004 — Tese). E improvavel que a
Ang |l presente no plasma dos ratos TG seja proveniente de algum outro tecido, uma
vez que na caracterizagao bioquimica dessa linhagem, nao foi encontrada nenhuma
alteracao nos niveis de Ang Il nos testiculos, rins, atrios, ventriculo direito, pulmdes,
adrenais (Ferreira, 2004 - Tese). Outros estudos envolvendo a avaliagdo das outras

enzimas que podem influenciar o SRA e que também podem formar Ang Il sédo
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necessarios para melhor entendimento das alteracbes bioquimicas que estédo
presentes nos ratos TG.

Os niveis de Ang Il no VE dos ratos SD em resposta ao ISO estavam
significativamente aumentados em comparagéo aos ratos que receberam o veiculo.
Diversos autores tém demonstrado por diferentes evidéncias a ativagcdo do SRA
durante o processo de hipertrofia do VE (Nagano e cols, 1992, Golomb e cols, 1994,
Leenen e cols, 2001, Grimm e cols, 1998 e 1999, Oliveira e Krieger, 2005). Nossos
dados confirmam e ampliam dados ja existentes na literatura no que diz respeito aos
niveis de Ang Il no tecido cardiaco e sua possivel contribuicdo para a hipertrofia
cardiaca, uma vez que ndo houve alteracao nos niveis de Ang Il no plasma. Apesar
dos niveis de Ang Il estarem elevados no tecido cardiaco, ndo foi observada
nenhuma alteragédo na expressdo do mRNA para o angiotensinogénio em resposta
ao tratamento com ISO.

Em relagdo a ECA2, foi observado no VE dos ratos SD um aumento na
expressao do mRNA para ECA2 apés o tratamento com ISO. Diversos estudos tém
demonstrado um aumento na expressao da ECA2 em situacdes onde é necessaria a
protecdo do tecido cardiaco, sugerindo um papel para essa enzima como um
importante regulador da funcao cardiaca. A via metabdlica para a formacao da Ang-
(1-7) a partir da Ang Il poderia explicar o aumento da expressdo da ECA2 nos
animais SD com hipertrofia do VE. A expressao do gene para ECA2 esta aumentada
em ratos com infarto do miocéardio, com localizacao inicial na borda do infarto e
posteriormente no miocardio intacto (Burrel e cols, 2005). A presenca da proteina
ECA2 foi detectada em cardiomiécitos de coracdées humanos com insuficiéncia
cardiaca, e ainda foram detectados um aumento na formagdo de Ang-(1-7) nos
extratos de coracdes com insuficiéncia cardiaca (Zisman e cols, 2003). Tais achados

reforcam a hipotese de que a ECA2 é um importante mediador da fisiologia do
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coracdo. Em nosso modelo, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a
atividade da ECA2 e confirmar tal hipbtese.

Nos ratos TG, os niveis cardiacos de Ang Il, a expressdo do mRNA para o
angiotensinogénio e ECA2, e ainda os niveis plasmaticos de Ang Il permaneceram
completamente inalterados em resposta ao tratamento com o isoproterenol. Mesmo
diante da utilizagcdo de um agente que induz ativacdo do SRA, essa auséncia de
alteracoes, sugere fortemente a participacdo da Ang-(1-7) como um importante
modulador do SRA local e circulante.

Foi observado que os ratos transgénicos apresentam aumento dos niveis de
ANP no plasma e diminuigdo dos niveis atriais desse peptideo quando comparados
aos animais SD em condi¢gdes basais. Alteracdes de sintese, secrecéo e degradacao
do ANP podem ser conseqUéncia direta ou resposta as alteragdes bioquimicas
decorrentes do aumento crénico da Ang-(1-7).

O ANP ¢é removido da circulagdo por dois mecanismos principais:
internalizacao pelo receptor de clearance (receptor C) e clivagem proteolitica pela
endopeptidase neutra (NEP 24.11). O receptor C é amplamente distribuido estando
presente em grande quantidade nos rins e possui alta afinidade pelo ANP. Uma vez
o ANP ligado ao receptor C, ocorre a internalizacao do complexo peptideo-receptor e
hidrélise do ANP nos lisossomos, podendo o receptor C ser reciclado para superficie
celular e ser novamente utilizado para remover outras moléculas do ANP da
circulacao. Esse processo de internalizacao é constitutivo e independente do ligante.
Um possivel fenbmeno que pode estar ocorrendo nos ratos TG é uma alteracao
desse processo de remocao do ANP. A exposicao prolongada do receptor C ao ANP
pode desencadear alteragdes metabdlicas que resultem em “down-regulation” do
receptor (Anand-Srivastava, 2005). Com um menor nimero de receptores expostos

na membrana mais lenta seria a remocao do peptideo do plasma.
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Juntamente com o receptor de clearance a NEP 24.11, constitui um outro
mecanismo enzimatico para inativacao do ANP. A NEP hidroliza o ANP abrindo sua
estrutura em anel inativando assim o peptideo (McGraft e de Bold, 2005; Potter e
cols, 2006). Portanto uma alteracdo na atividade catalitica dessa enzima poderia
levar ao acumulo de ANP no plasma. Para confirmar tais hipoteses serédo
necessarios estudos adicionais para avaliar essas possibilidades.

Diversos estudos tém comprovado que o estimulo inicial que promove a
liberacdo de ANP ¢é através do estiramento da parede do coracdo em resposta ao
aumento de sobrecarga de volume (Dietz, 2005; Su e cols, 1999). No entanto, nesse
modelo transgénico nenhuma alteracdo relacionada a um aumento de sobrecarga
hemodinamica foi observado. Por outro lado, os ratos TG apresentam um aumento
de frequiéncia cardiaca, o que poderia constituir um estimulo para liberagdo do ANP.
Rankin e cols (1986) demonstraram que a taquicardia induzida por “pacing” no atrio
direito resultou em aumento de ANP no plasma de coelhos, e que o aumento do
ANP estava relacionado ao grau de taquicardia induzida. Christensen e cols (1988)
demonstraram em caes que a associacdo de expansdo de volume e taquicardia
levam a liberacdo de ANP e que essa liberacao estava fortemente relacionada a
tensdo no atrio e/ou stress desenvolvido durante cada sistole atrial. King e Ledsome
(1991) sugeriram que o stress na parede que ocorre durante a sistole atrial e um
fator importante na liberacdo de ANP durante a taquicardia. Christensen e Leistad
(1997) demonstraram durante a taquicardia um aumento da presséo atrial sem
alteracdes nas dimensdes da camara atrial e aumento de ANP no plasma.

Além do possivel efeito direto da Ang-(1-7) na secrecdo de ANP e da
contribuicdo do estimulo mecanico, fatores humorais tais como agonistas
adrenérgicos, endotelina-1, angiotensina Il, fator de crescimento transformante-p

dentre outros, também podem participar no processo de secrecao do ANP. A esse
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respeito foram avaliados somente os niveis de Ang Il nesses ratos e como ja
mencionado esses animais apresentam diminuicdo de Ang Il no VE e aumento dos
niveis circulantes desse peptideo, podendo esse aumento no plasma constituir um
estimulo para a liberacdo do ANP. Os mecanismos pelos quais a Ang Il promove a
liberacdo do ANP n&o sao totalmente conclusivos. Dietz (1988) demonstrou que Ang
Il e ADH aumentam os niveis de ANP no plasma em resposta a alteragdes de
pressdo em ambos atrios. Lachance e Garcia (1988), também demonstraram em
ratos que a liberacdo de ANP em resposta a Ang |l esta correlacionado a alteracées
de pressdao do que o0s mecanismos via receptores. Christensen e cols (1989)
demonstraram em caes que durante a infusdo de Ang Il ocorre aumento de ANP no
plasma e que esse aumento esta relacionado a pressao atrial desenvolvida durante
a sistole. Volpe e cols (1991) demonstraram em coelhos, que a liberagdo de ANP em
resposta a Ang Il ocorre independente de efeito pressor. Focaccio e cols (1993),
também argumentaram a favor da liberacdo de ANP independente de alteracdes
hemodinamicas. Em nosso modelo transgénico experimentos futuros sao
obviamente necessarios para esclarecer os mecanismos pelos quais essa possivel
secrecao aumentada de ANP esta ocorrendo.

A diminuicao dos niveis do ANP encontrados nos atrios dos ratos TG poderia
refletir a rapidez com que o peptideo estd sendo secretado, ou seja, a taxa de
secrecao estaria excedendo a taxa de armazenamento resultando em niveis
diminuidos do ANP nesse tecido. Esse processo de secrecdo juntamente com
alteracées no metabolismo do ANP poderia explicar o aumento do peptideo
encontrado no plasma. A redugdo da expressdao do mRNA para o ANP e enzima
CORIN nos atrios, que esta de acordo com o aumento do ANP plasmatico, favorece

a hipo6tese de que esse aumento seja devido a um menor clearance desse peptideo.
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Os resultados ja descritos na literatura a respeito da participagdo do I1ISO na
liberacdo do ANP n&do sado totalmente conclusivos. Agnoletti e cols (1990)
demonstraram que a infusdo de isoproterenol levou a hipertrofia das cémaras
cardiacas, com diminuicdo dos estoques teciduais e aumento do ANP no plasma.
Lachance e Garcia (1991) sugeriram que ISO sozinho ndo é o estimulo mais
importante para a liberagcdo do ANP sendo necessdria a associagdo com algum
outro mecanismo como o aumento da pressdo atrial. Agnoletti e cols (1992)
sugeriram que a liberacdo de ANP mediada pelo ISO nédo esta relacionada as
alteracées mecanicas causadas pelo ISO mas por mecanismos mediados pelos
receptores B-adrenérgicos. Em resposta ao tratamento com ISO, foram observados
um aumento do ANP no plasma nos ratos SD e diminuicdo do peptideo no tecido
atrial. Nos animais TG os niveis plasmaticos e atriais do ANP em resposta ao ISO
permaneceram sem alteragoes.

A expressao do mRNA para ANP e enzima CORIN nos ratos SD em resposta
ao ISO mostrou-se controversa as observacdes ja descritas na literatura. Em
resposta ao ISO foi observado uma diminuicado do mRNA para o ANP e CORIN. Nos
ratos TG a expressao do mRNA para ANP e CORIN também estavam diminuidos
em resposta ao ISO. Novamente aqui, podemos argumentar a favor de mecanismos
de “feedback” negativo tomando parte nesse processo, uma vez que existe um
aumento de mesma magnitude nos niveis plasmaticos de ANP nos ratos SD e TG
apdés o tratamento com ISO. Assim, possiveis mecanismos de regulagcao génica
podem estar acontecendo em resposta ao aumento do ANP no plasma.

Em resumo, no presente estudo foi demonstrado que a linhagem transgénica
com superexpressdo da Ang-(1-7) [TGR(A1-7)3292] apresenta atenuacdo da
hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol, associada a menor deposicdo de

colagenos e fibronectina no coragdo. Os dados sugerem que a resposta hipertréfica
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e fibrética observadas nos ratos TG podem ser, pelo menos em parte, devido ao
bloqueio do aumento dos niveis cardiacos de Ang Il

Adicionalmente a regulagdo da Ang |l cardiaca, as alteracbes observadas
para o peptideo natriurético atrial podem ter favorecido a atenuag&o do processo de
remodelamento cardiaco observado nos ratos TG, uma vez que ja foi demonstrado
que camundongos deficientes em ANP e camundongos com delecao do receptor
para o ANP desenvolvem hipertrofia e fibrose (Mori e cols, 2004; D’'Souza e cols,
2004).

O aumento crénico da Ang-(1-7) nos ratos TG induziu alteragcées bioquimicas
relacionadas a regulacdo da Ang |l cardiaca nesses ratos. Essas alteracbes
bioguimicas envolvem a diminuicdo da expressao do angiotensinogénio e aumento
da expressao da ECA2 cardiaca.

Nossos dados reforcam a hipétese de que a Ang-(1-7) € um peptideo
biologicamente ativo, atuando como um contraregulador das acdées da Ang Il, com

importante acdo cardioprotetora.
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7 — CONCLUSOES

Os ratos transgénicos com superexpressao de Ang-(1-7) apresentaram menor
hipertrofia do VE em resposta ao isoproterenol;

Os ratos TG apresentam menor expressao de colageno | e fibronectina no VE
em condicbes basais. Essa alteragdo correspondeu também a menor
formacao de matriz intersticial em condicbes basais e em resposta ao
isoproterenol;

Os ratos TG apresentam menor expressao de colageno | no VE em resposta
ao isoproterenol. Essa alteracao correspondeu também a menor formacgéo de
matriz intersticial;

Os ratos TG apresentam diminuigdo dos niveis cardiacos de Ang Il, que pode
ser pelo menos parcialmente explicada, pela diminuicdo da expressao de
angiotensinogénio e aumento de expressao de ECA2 no VE;

Os ratos TG apresentam aumento dos niveis plasmaticos de ANP.
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