1. Revisao de Literatura

1.1-O Sistema renina-angiotensina

Na visdo classica, o sistema renina-angiotensina (SRA) age endocrinamente,
sendo que a renina (enzima liberada pelo aparelho justaglomerular renal) cliva o
angiotensinogénio (globulina liberada pelo figado) em angiotensina | (um
decapeptideo) que por sua vez é clivada em angiotensina Il pela Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA). Esta enzima esta presente na superficie
vascular e tem como seu principal ponto anatomofuncional o leito vascular

pulmonar, o qual recebe 100% do débito cardiaco (Peach, 1977).

Na visdo moderna o sistema renina-angiotensina é o principal agente regulador
da pressao arterial basal sendo composto por peptideos vasoativos com acdes
hipertensivas e anti-hipertensivas que agem de modo enddcrino, paracrino e

autocrino (Simdes-e-Silva e cols, 1997; Santos e cols, 2000).

Este sistema tem mostrado ter participagdo no surgimento de doengas
cardiovasculares como a hipertensdo, doengas coronarianas, miocardites e
insuficiéncia cardiaca (Dostal e cols, 1999). Os dois principais peptideos ativos
deste sistema sao a angiotensina-Il (Ang-ll) e angiotensina (1-7) Ang-(1-7), os
quais exercem acgdes, na maioria das vezes, antagbnicas sobre a saude
cardiovascular (Machado e cols, 2000), podendo exercer papel fundamental no

surgimento da hipertensdo essencial (Benter e cols, 1995). (figura 1).
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Figura 1. llustragcdo simplificada da cascata proteolitica de formagédo e de
degradacao dos principais peptideos angiotensinérgicos biologicamente ativos.
ECA — enzima conversora de angiotensina (2); Amp A — aminopeptidase A; Amp
— aminopeptidase; Cbp — carboxipeptidase; D-Amp — Dipeptidil-aminopeptidase;
NEP - endopeptidase neutra; PCP — prolil-carboxipeptidase; PEP — Prolil-
endopeptidase.



A Ang Il, peptideo classicamente conhecido deste sistema, promove agdes
hipertensivas nos diferentes sisteMas fisiolégicos. Nos estudos de Bono e cols,
(1962) a infusdo endovenosa deste peptideo em individuos normotensos sadios
promoveu aumento na pressao arterial de repouso, sendo este aumento 50

vezes maior que o mesmo experimento com infusdo de noradrenalina.

Recentemente tem se mostrado que o papel da Ang Il no controle da presséo
arterial € o resultado da interacao deste peptideo com os diversos sisteMas
fisiolégicos. No sistema nervoso central a Ang Il estimula a area rostral
ventrolateral do bulbo (area pressora) (Andreatta e cols, 1988) e facilita a
liberacdo de noradrenalina pelas terminagdes nervosas simpaticas exercendo
uma comunicacdo de feedback positivo entre sistema nervoso simpatico e
sistema renina-angiotensina, sendo que estas agdes se reforcam mutuamente
(Fagard e cols, 1984). A Ang Il aumenta o volume sanguineo de trés forMas: 1-
estimula a hipoéfise posterior a liberar ADH, que atua nos tubulos distais via
receptor V2 reabsorvendo agua, e, além disso, € um potente vasoconstritor via
receptor V1 . 2- estimula a liberagdo aldosterona na zona glomerulosa renal 3-
interfere no comportamento atuando no érgdo subfornical aumentando o
apetite por sédio e agua (Ferrario e cols, 1988). Nos tecidos periféricos a Ang |l
promove reducao da sensibilidade dos barorreceptores, o que reduz a eficacia
no controle da variagdo da pressao arterial a cada ciclo cardiaco (Oparil e cols,
1988). Em adigcdo, promove vasoconstricdo potente e proliferacdo endotelial
(Machado e cols, 2000).

A Ang-(1-7) € um outro produto final do sistema renina-angiotensina, que, na
maioria das vezes, exerce agdes antagbnicas a Ang Il (Santos e cols, 2000;
Ferrario e cols, 1997). A Ang-(1-7) aumenta a sensibilidade do barorreceptor
(Campagnole-Santos e cols, 1992) e potencializa o efeito vasodilatador da
bradicinina (Paula e cols, 1995; Abbas e cols, 1997; Fernandes e cols, 2001) e
do 6xido nitrico (Porsti e cols, 1994; Brosnihan e cols, 1996; Machado e cols,
2001; Heitsch e cols, 2001).



A administragcdo de bloqueadores do sistema renina-angiotensina tem sido
utilizada no combate a hipertensdo e as doencas cardiovasculares associadas
(Campbell, 2002), sendo os de maior relevancia: 1-os inibidores da ECA,
reduzindo a conversao de angiotensina | em ang-ll e 2-os antagonistas do
receptor AT1 da Ang Il, diminuindo as agdes hipertensivas deste peptideo (lyer e
cols, 1998). Em adigao, a utilizagdo dos inibores da ECA (Fernandes e cols,
2005) e antagonistas da Ang I, via receptor AT1 (lyer e cols, 1998) aumentam
as concentragbes plasmatica de Ang-(1-7) otimizando assim seus efeitos
cardioprotetores, tais como reducdo da degradacdo da Ang-(1-7) em
angiotensina-(1-5) (Chappell e cols, 1998) e degradagcdo da bradicinina
(Fernandes e cols, 2005), pois tanto a Ang-(1-7) (Ferrario e cols, 1998;
Yamada e cols, 1998) como a bradicinina (Chappell e cols, 1998) sdo inativadas
pela ECA. Recentemente, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2) foi
descrita na literatura como a principal enzima capaz de clivar a Ang Il em Ang-
(1-7) e clivar a ang-l em ang-1-9 e, finalmente, em Ang-(1-7) (Donoghue e cols,
2000; Eriksson e cols, 2002; Vickers e cols, 2002; Crackower e cols, 2002; ;
Campbell , 2003).

1.2-Sistema renina-angiotensina e o coragao

O principal motivo do estudo da formacéo local dos componentes do sistema
renina-angiotensina e seus receptores no coragao pode estar relacionado ao
fato de que a Ang Il pode promover danos ao tecido cardiaco sem exercer seus
efeitos classicos de elevagdo na presséo arterial sistémica (Mazzolai e cols,
1998). Animais transgénicos que superexpressam o receptor AT1 no coragao
exibem uma significativa hipertrofia cardiaca falecendo apds alguns dias
(Hoffman e cols, 1996). Além disso, nos estudos de Kang e cols, (1999) animais
que expressam angiotensinogénio exclusivamente no figado e cérebro

desenvolvem hipertensdo sem apresentar alteracdes na estrutura cardiaca.

Alguns estudos mostram que o tecido cardiaco tem uma alta eficiéncia em
captar da circulacdo as enziMas e os demais componentes do sistema renina-

angiotensina. A renina, por exemplo, parece ser facilmente captada na



circulagdo coronariana (Muller e cols, 1998). Entretanto, diversos estudos
mostram a presenca de um sistema renina-angiotensina local no coragao
(Campbell, 1987; Lindpainter e cols, 1990; Schunkert e cols, 1990). Estudos
mostram que a sintese de renina no coracdo esta aumentada em condi¢des
patologicas como no infarto do miocardio (Clausmeyer e cols, 2000). A
descoberta de outras enziMas no coragao, como as quiMases que convertem a
angiotensina | diretamente em Ang Il, representa uma via alternativa da ECA
presente neste 6rgdo. Esta via alternativa parece ser importante para individuos
que utilizam inibidores da ECA, pois a disponibilidade de Ang Il no coragao
parece ser essencial para formagao da Ang-(1-7). Os estudos de Zisman e cols,
(2003) em coragao intacto de humanos mostraram que ocorre uma menor
formagao de Ang-(1-7) devido a uma menor disponibilidade de Ang Il. Portanto,
a ECA 2 parece utilizar principalmente a Ang Il como substrato para formagao

de Ang-(1-7) no coracgao (Donoghue e cols, 2000; Tipnis e cols, 2000).

1.3-Angiotensina Il e o coragdo

O potente efeito proliferativo da Ang Il foi descrito por Schelling e cols, (1979)
que mostraram um aumento brusco na proliferagdo de células de linhagem na
presenca de Ang Il. Este efeito proliferativo, no entanto, foi completamente
abolido na presenga de um antagonista inespecifico da Ang Il, saralasin. No
coracao a Ang Il estimula o crescimento de células musculares lisas em cultura
(Kato e cols, 1991), aumenta a proliferacao do fibroblasto (Crabos e cols, 1994;
Sun e cols, 1997; Kawano e cols, 2000; Gonzalez e cols, 2002; Shivakumar e
cols, 2003) e promove a hipertrofia dos miécitos (Sadoshima & Izumo, 1993).
Além disso, a Ang Il promove vasoconstricdo coronariana, participando assim no

processo de arritmia cardiaca (Ferreira e cols, 2001).

As agdes da Ang Il sdo mediadas pelos receptores AT1 e AT2, os quais foram
descritos como receptores com sete dominios transmembrana, acoplados a
proteina G (Kim & Iwao, 2000). Via receptor AT1, a Ang Il contribui diretamente
para os efeitos deletérios no remodelamento cardiaco tendo papel importante no

processo de hipertrofia (Senbonmatsu, 2003), arritmias (Ferreira e cols, 2001) e



fibrose (Sadoshima e cols, 1993; Brilla e cols, 1994). Via receptor AT, a Ang |l
promove efeitos antagdnicos como vasodilatacdo (Tsutsumi e cols, 1999),
inibicdo da proliferacao celular induzida pela estimulagao dos receptores ATq e
indugcao de apoptose (Stoll e cols, 1995; Tanaka e cols, 1995), sendo que estes
efeitos parecem ser mediados pela formagao de cininas, NO e GMPc (Tsutsumi
et al.,, 1999). Entretanto os efeitos da Ang Il via receptor AT2 ainda sao

controversos.

1.4-Angiotensina-(1-7) e o coragéo

A sintese local de Ang-(1-7) no coracéo foi primeiramente detectada em caes
apos isquemia aguda do miocardio (Santos e cols, 1990). Desta forma, surgiam
as primeiras evidéncias de que o dano tecidual cardiaco € um estimulo para
formacgao local de um sistema contrarregulatério mediado pela Ang-(1-7), sendo
a ECA 2 a principal enzima envolvida na formagao deste peptideo no coragao

(Crackower e cols, 2002).

Desde entdo, diversos estudos tém mostrado que, além de inibir o efeito
pressor sistémico, a Ang-(1-7) inibe os efeitos deletérios locais da Ang Il. A agao
local da Ang-(1-7) especificamente no coragdo tem sido proposta em diversos
trabalhos. Dentre estes, recentemente Grobe e cols, (2006) mostraram que a
Ang-(1-7) previne o surgimento de fibrose cardiaca sem alteragdo dos niveis
pressoricos sistémico de ratos hipertensos. Sendo assim, o coragao tem sido
considerado um dos principais alvos de estudo das a¢des da Ang-(1-7). A Ang-
(1-7) diminui a duragdo do periodo de isquemia durante a reperfusdo do
miocardio apds o colabamento da coronaria esquerda e melhora a contratilidade
cardiaca nestas condi¢des (Ferreira e cols, 2001; Santos e cols, 2004). Loot e
cols, (2002) mostraram que apds o infarto do miocardio a infusdo crénica de
Ang-(1-7) por 8 semanas atenuou o processo de faléncia cardiaca e melhorou a
funcao endotelial adrtica em ratos. Animais trangénicos que superexpressam
Ang-(1-7) tinham os niveis plasmaticos deste peptideo aumentados em 2,5

vezes e apresentaram melhora significativa de todos os parametros da fungao



cardiaca apds a isquemia aguda do miocardio (Santos e cols, 2004). Os
mecanismos pelos quais a Ang-(1-7) antagoniza as a¢des da Ang Il ainda nao
estdo estabelecidos. Os poucos estudos da literatura sugerem que este peptideo
exerce este papel cardioprotetor por diferentes mecanismos que envolvem:
potencializacdo da vasodilatacido coronariana via bradicinina e 6xido nitrico
(Brosnihan e cols, 1996), reducdo das concentragbes de Ang |l no miocardio
(Mendes e cols, 2005), down-regulation dos receptores AT1 e reducao de sua

expresséo génica (Clark e cols, 2001).

1.5-Receptor Mas

Em um numero crescente de estudos tem sido mostrado que os efeitos da Ang-
(1-7) ndo sao abolidos pelo bloqueio dos receptores AT1 e AT2, sugerindo a
presenca de um receptor especifico para a Ang-(1-7) (Benter e cols, 1993; Porsti
e cols, 1994; Brosnihan e cols, 1996). Em concordancia com estes achados,
uma forma modificada da Ang-(1-7), a [D-Ala7]-Ang-(1-7), na qual a prolina da
posicao 7 é substituida pela D-Ala, bloqueou seletivamente os efeitos da Ang-(1-
7) (Santos e cols, 1994; Tallant e cols, 1999).

Apenas recentemente Santos e cols, (2003) mostraram evidéncias funcionais de
que este peptideo age via receptor Mas. O receptor Mas foi primeiramente
caracterizado como um receptor 6rfao, acoplado a proteina G, com sete

dominios transmembrana e baixa atividade oncogénica (Young e cols, 1986).

Nos estudos de Santos e cols, (2003), foi mostrado através de experimentos de
binding no rim, que em camundongos knockout para o receptor Mas, a Ang-(1-
7) apresentou baixa afinidade. Em um outro experimento, a ang-1-7 se ligou
com alta afinidade em células de linhagem transfectadas com o receptor Mas.
Em adicéo, foi verificado que a Ang-(1-7) se liga ao receptor Mas promovendo a
liberacao de acido aracdénico, efeito que nao foi bloqueado pelos antagonistas
dos receptores AT1 e AT2 sendo bloqueado apenas com o antagonista

especifico do receptor Mas (A779).



1.6-Receptor Mas no coragao

Diversos estudos tém mostrado que a Ang-(1-7), via receptor Mas, tem efeitos
anti-hipertréfico e anti-fibrético no coragao. Estudos recentes de Santos e cols,
(2006) utilizando um modelo de camundongos knockout para o receptor Mas
mostraram baixa reatividade da Ang-(1-7) em fatias do ventriculo esquerdo
destes animais. Além disso foi mostrado que camundongos knockout para o
receptor Mas apresentam redugao da contratilidade, aumento da sintese de
colageno | e lll, fibronectina e reducdo do colageno VI favorecendo assim o
surgimento de disfungao sistdlica e diastdlica independentemente de alteracdes
da pressao arterial. Tallant e cols, (2005) identificaram a presenga do receptor
Mas em cardiomiécitos de ratos neonatos sugerindo que a Ang-(1-7) pode agir
diretamente através do seu receptor no processo contratil e na hipertrofia dos
midcitos. Em adigdo, estudos tém mostrado que os efeitos da Ang-(1-7) de
melhora da funcdo contratii apds isquemia (Ferreira e cols, 20001),
potencializagdo do efeito vasodilatador da bradicinina (Almeida e cols, 2000),
dentre outros, sao abolidos pelo antagonista seletivo do receptor Mas, A779. Os
estudos de (lwata e cols, 2005) mostraram que no fibroblasto cardiaco de
animais neonatos a Ang-(1-7) tem efeito anti-proliferativo sendo este

antagonizado pela incubagao das células com A779.

1.7-Expresséao do receptor Mas no coragdo em diferentes condigbes

1.7.1- O envelhecimento

Entre as alteracbes estruturais cardiacas que ocorrem com o envelhecimento
podemos citar a redugao da perfusao do miocardio (Hachamovitch e cols, 1989),
arritmias cardiacas (Carre e cols, 1992), menor complacéncia ventricular e
aortica que estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento da hipertrofia
ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca (Hachamovitch e cols, 1989;
Michel e cols, 1994; Rodeheffer e cols, 1984; Assayag e cols, 1997; McMurray
& Stewart, 2000).



Diversas alteragdes morfologicas e funcionais estdo envolvidas no
remodelamento cardiaco durante o envelhecimento. A consequéncia direta
destas mudangas € um aumento significativo da sobrecarga mecanica no
coracgao senescente, sendo a principal adaptacdo do coragao nessas condicoes,
a hipertrofia ventricular esquerda que pode culminar na insuficiéncia cardiaca
(O’Rourke e cols, 1987; Wei, 1992).

Observa-se no miocardio de individuos senescentes um aumento da deposigao
de matrix extracelular, apoptose de cardiomidcitos, hipertrofia das células
remanescentes e maior deposicdo de células adiposas. Nas coronarias,
observa-se a degradagao da matriz extracelular, especialmente das fibras de
elastina, produzindo diminui¢cdo da elasticidade da parede vascular, conferindo-
Ihe maior rigidez (Lakatta, 1993).

Uma caracteristica marcante do coracdo senescente € o relaxamento mais
lento, que causa um enchimento ventricular incompleto durante a diastole
tornando assim o coragdo do idoso altamente dependente da contracao atrial
durante o final da diastole. A perda da contracdo atrial regular, como na
fibrilacdo atrial, compromete adicionalmente o enchimento ventricular e reduz o
débito cardiaco, sendo esta disfuncdo diastdlica importante causa de
insuficiéncia cardiaca no idoso (Chen e cols, 1998). Os estudos de Zhou e cols,
(1998), sugerem que um dos eventos celulares responsaveis por esse fenbmeno
no envelhecimento € um retardo na inativagdo dos canais de calcio tipo L,
aumentando a magnitude do influxo de calcio em cada ciclo cardiaco e
prolongando a duragao do potencial de agao celular, o que pode ser importante
para preservar a fungao contratil. Outro mecanismo proposto neste estudo é que
a dissociacao do calcio dos miofilamentos no citoplasma e a sua recaptagao
para o reticulo sarcoplasmatico estejam diminuidos com a senescéncia,
contribuindo para a disfungdo diastélica do idoso. Além disso, estudos mostram
que a reducao da contratilidade miocardica em funcédo da idade também ocorre
como consequéncia de doencas associadas, principalmente hipertensdo e

doenca arterial coronaria, comuns na populacao idosa (Chen e cols, 1998).
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Ja é bem estabelecido que o envelhecimento € acompanhado por diversas
alteracbes estruturais e funcionais cardiacas que levam ao dano tecidual e,
possivelmente, a faléncia cardiaca. Entretanto as bases moleculares que
governam estas alteragbes ainda sdo pouco conhecidas. A expressdo génica
dos receptores do sistema renina-angiotensina no coragdo tem mostrado estar
alterada com o processo de envelhecimento podendo assim, modular as
alteragdes morfoldgicas e funcionais cardiacas que ocorrem com a senilidade.
Os dados da literatura mostram que no coracado a expressao do receptor AT2
aumenta durante o periodo neonatal e diminui rapidamente apds o nascimento
(Grady e cols, 1991). Em relagdo ao receptor AT1 estudos mostram que sua
expressao no coragao aumenta durante o desenvolvimento da doenga cardiaca,
como, por exemplo, no infarto do miocardio (Nio e cols, 1995). De modo
semelhante, a expressao do receptor AT1 aumenta com o envelhecimento
sugerindo que estas alteragbes possam favorecer o surgimento das doencgas
cardiacas que ocorrem com a senilidade (Assayag e cols, 1997; Heymes e cols,
1998). Além disso, é relatado que as alteragdes decorrentes do envelhecimento
podem variar regionalmente de acordo com a expressao de diferentes
receptores nas camaras cardiacas. Os estudos de Heymes e cols, (1998)
mostraram que o aumento da expressao do receptor AT1 no coragcao de ratos

senis ocorreu apenas no ventriculo esquerdo.

Este trabalho tem como um dos objetivos verificar se a expressdo do receptor

Mas esta alterada nos diferentes estagios de maturagao do tecido cardiaco.

1.7.2- A hipertrofia cardiaca induzida pelo treinamento fisico aerobio

Desde a década de 50 existem estudos mostrando que o treinamento fisico
aerobio esta associado com uma redugdao da incidéncia de doencas
cardiovasculares (Morris e cols, 1953). Esses beneficios tém sido amplamente
estudados em modelos experimentais animais sendo constatado tanto em ratos
normotensos (Cox e cols, 1985) como hipertensos (Schaible e cols, 1986). A
hipertrofia cardiaca € uma das principais adaptagdes fisiolégicas do treinamento

aerobio, sendo a intensidade do exercicio fator determinante do seu
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desenvolvimento. Estudos de Nutter e cols, (1981), mostraram que o exercicio
de baixa intensidade (50% Vo2max) nao gera hipertrofia cardiaca e alteracao de
contratilidade. Entretanto, o treinamento fisico de alta intensidade (70-85% do
Vo2max) leva ao desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, também conhecida
como “coragao de atleta’. O surgimento deste tipo de hipertrofia ocorre
principalmente por um aumento da pré-carga com consequente aumento da
tensao diastdlica, sendo estes fatores determinantes para o desenvolvimento de
fibras em série e aumento do tamanho das camaras cardiacas, gerando assim

a hipertrofia cardiaca excéntrica (Oliveira & Krieger, 2002).

Com relagao ao Sistema renina-angiotensina, estudos mostram que a Ang Il, via
receptor AT1 estimula o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (Sakata e cols,
2001) e a Ang-(1-7), via receptor Mas, inibe o surgimento da hipertrofia cardiaca
(Tallant e cols, 2005). Os efeitos do treinamento fisico sobre os peptideos e
receptores do sistema renina-angiotensina ainda nao estio elucidados. Alguns
trabalhos sugerem que a reducgao da atividade da renina plasmatica (Hayashi e
cols, 2000; Zamo e cols, 2004) e concentragdo da Ang Il (Braith e cols, 1999)
podem estar envolvidos com a cardioprotecdo promovida pelo treinamento

fisico, particularmente em patologias cardiacas.

O eixo Ang-(1-7) / receptor Mas tem chamado atencdo de varios pesquisadores
devido ao seu papel na melhora da funcdo cardiaca. Estudos recentes tém
mostrado que a Ang-(1-7) melhora a performance cardiaca. Sampaio e cols,
(2003) mostraram que a infusdo aguda de Ang-(1-7) aumenta o débito cardiaco
e o volume sistolico. Santos e cols, (2004) verificaram um aumento da
contratilidade cardiaca (dP/dt) em um modelo experimental de ratos
transgénicos [TGR(A1-7)3292] que apresentam aumento de 2,5 vezes nas

concentragdes plasmaticas de Ang-(1-7).

Entretanto o comportamento deste peptideo bem como a expressao do
receptor Mas no coragdo em resposta ao treinamento fisico aerébio ainda nao
esta estabelecido. Estudos recentes de Gomes-Filho, (2004) mostraram que
tanto ratos Wistar como SHR desenvolveram hipertrofia cardiaca apés um

treinamento aerdbio de natacdo. Através da técnica de radioimunoensaio foi
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constatado que as concentragcdes plasmaticas de Ang-(1-7) ndo estavam
alteradas ap6s o treinamento fisico tanto em ratos Wistar como SHR. Entretanto,
a concentracao tecidual de Ang-(1-7) no ventriculo esquerdo de ratos SHR teve
um aumento de cerca de 2 vezes apds o treinamento. Além disso, esses
animais apresentaram um aumento da expressao do mRNA do receptor Mas,
sendo, portanto, indicativo de que a expressao do receptor Mas poderia estar

alterada apds o treinamento fisico aerébio em ratos SHR.

1.7.3- A hipertrofia cardiaca induzida pelo tratamento crénico com isoproterenol

A estimulagdo do receptor R-adrenérgico € essencial para a contratilidade
cardiaca, entretanto, a estimulagdo crénica do receptor R-adrenérgico como
ocorre na hipertrofia cardiaca patoldégica e faléncia cardiaca promove, necrose
(Teerlink e cols, 1994), alteragdes da matriz intersticial (Grimm e cols, 1998),
down-regulation do receptor -adrenérgico (Kudej e cols, 1997) dentre outros,
sendo 0s mecanismos que promovem esses danos ainda pouco conhecidos.
Estudos mostram que na hipertrofia cardiaca promovida por aumento da
estimulacdo 3-adrenérgica ocorre aumento significativo da atividade do sistema
renina-angiotensina endoégeno e tecidual cardiaco (Grimm e cols, 1998),
particularmente a ECA (Busatto e cols, 1999) e a Ang Il (Nagano e cols, 1992).
Desta forma, além da utilizagdo de antagonistas do receptor R-adrenérgico, a
administragdo de antagonistas do sistema renina-angiotensina como inibidores
da ECA e antagonistas do receptor AT1 tem mostrado exercer efeitos

cardioprotetores nestas condigcdes (Basso e cols, 1995).

A hipertrofia cardiaca causada pela administracdo crénica de isoproterenol € um
modelo experimental classico de hipetrofia patoldgica, cujo aumento da Massa
ventricular é seguido por um aumento de necrose e fibrose cardiaca (Benjamin
e cols, 1989). Estes estudos mostram que a infusdo crénica de isoproterenol em
doses que variam entre 0,125 a 5 yg/dia durante 7 dias em ratos resulta em um
aumento marcante na relagado do peso do coragdo e Massa corporal, necrose e
fibrose. Os estudos de Allard e cols, (1990) mostraram que ratos submetidos ao
tratamento crénico com isoproterenol desenvolveram uma hipertrofia cardiaca

de cerca de 20% com aumento de até 7% do colageno intersticial no miocardio.
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Vaérios estudos mostram que o sistema renina-angiotensina participa de forma
importante no remodelamento cardiaco patolégico ( Dzau, 1993; Parmley, 1998;
Bader e cols, 2001; Ruiz-Ortega e cols, 2001), entretanto, poucos estudos tém
investigado as possiveis alteragbes na expressao de receptores e peptideos
circulantes apds o tratamento crénico com isoproterenol. Diferente da hipertrofia
cardiaca fisiolégica onde ocorre o crescimento do midcito cardiaco com a
insercdo de sarcdOmeros em seérie e poucas alteragbes da matrix intersticial, a
hipertrofia cardiaca patologica € caracterizada pelo crescimento do midcito
cardiaco com insercdo de sarcbmeros em paralelo e proliferacdo da matrix
intersticial seguida de fibrose que, em conjunto, levam a disfungao sistdlica e
diastdlica (Schaper , 1998; Burlew & Weber , 2000).

Estudos recentes mostraram que a Ang-(1-7) tem efeito anti-fibrético (Iwata e
cols, 2005) e, também, inibe o crescimento de cardiomidcitos (Tallant e cols,
2005) via receptor Mas. Em adicdo, estudos de Santos e cols, (2004)
mostraram que em uma linhagem de ratos que apresentam aumento da
expressdo de Ang-(1-7) no plasma tiveram maior resisténcia em desenvolver
hipertrofia cardiaca e menor fibrose apds tratamento com isoproterenol (2
Mg/dia durante 7 dias). Entretanto, ainda ndo esta estabelecido se a expresséao

do receptor Mas esta alterada apos o tratamento crénico com isoproterenol.

Desta forma, este trabalho justifica-se no fato de que apenas recentemente tem
sido realizado trabalhos que buscam identificar a presenca do receptor Mas em
diferentes tipos celulares cardiacos, como o miécito ventricular e o fibroblasto.
Além disso, o presente trabalho tem como objetivo verificar as possiveis
alteracbes da expressao do receptor Mas nas diferentes camaras cardiacas e
em resposta a diferentes condi¢bes fisioldgicas e patoldgicas. Dentre estas
foram avaliadas a expressao do receptor Mas no coragao de ratos em diferentes
idades e na hipertrofia cardiaca desencadeada pelo treinamento fisico e pela

administragao de isoproterenol.
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2. Objetivos

2.1-Objetivo geral

Verificar a presenca e comparar a expressao do receptor Mas no tecido

cardiaco de ratos em diferentes condigdes fisiologicas e patoldgicas.

2.2-Objetivos especificos

- Identificar a expresséo do receptor Mas no cardiomidcito de ratos adultos

- Quantificar a expressao do receptor Mas no cardiomiocito de ratos em

diferentes idades

- Avaliar as alteragdes da expressao do receptor Mas no tecido cardiaco e nas

camaras cardiacas de ratos em diferentes idades
- Investigar as alteragbes da expressao do receptor Mas em um modelo de

hipertrofia cardiaca fisiologica (treinamento fisico aerdbio) e patoldgica

(tratamento com isoproterenol) no ventriculo esquerdo de ratos Wistar.
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3. Material e métodos

- Animais

Para a identificacdo do receptor Mas no cardiomiécito foram utilizados ratos
Wistar machos de 3 meses de idade. Para caracterizagao do receptor Mas no
cardiomiocito foram utilizados ratos Wistar de diferentes idades (21 dias, 3

meses e 12 meses).

Para analisar as alteragcdes da expressado do receptor Mas no coracdo e nas
diferentes camaras cardiacas com o envelhecimento foram utilizados ratos
Wistar machos de diferentes idades (neonatos, 7 dias, 21 dias, 3 meses, 12

meses e 18 meses) .

Para analisar as alteragdes da expressdo do receptor Mas no coracdo em
resposta ao treinamento fisico e ao tratamento crénico com isoproterenol foram
utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade.

- Isolamento dos cardiomidcitos ventriculares

Para a obtengao dos cardiomiocitos foi utilizado o procedimento padréao para a
dissociagao enzimatica do tecido como descrito por Mitra R. & Morad M. (1985).

Os cardiomiécitos isolados podiam ser utilizados em experimentos por um prazo

de até 6 horas apds o isolamento.

- Treinamento Fisico

- Determinagéao da intensidade do exercicio

Este estudo consistiu de um protocolo de carga progressiva até exaustdo para

determinar a intensidade do exercicio. Os ratos tiveram um periodo adaptativo
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ao meio aquatico de quatro dias durante quinze minutos por dia sem
sobrecarga.

Antes da realizacdo do teste os ratos foram pesados para que, a partir da
Massa corporal total dos mesmos fossem confeccionadas sobrecargas relativas

a 2% da Massa corporal.

O teste foi realizado individualmente, na mesma raia, com agua na temperatura
de 31° C + 1 considerada termicamente neutra em relagdo a temperatura
corporal do animal (Azevedo e cols, 2003). A partir do momento em que o rato,
com uma sobrecarga de 2% afixada na cauda, foi langado na agua, disparou-se
o cronbmetro. O teste foi de carater continuo, pois ndo havia necessidade de
retirar o animal da agua quando era implementada uma sobrecarga equivalente
a 2% da Massa corporal do animal a cada trés minutos (tabela 1), até a
exaustdo. O estado de exaustao foi caracterizada pela imersao do mesmo por 4

segundos n&o conseguindo retornar a superficie.

Tabela 1: Relagao entre duragdo (min) e sobrecarga (%) no teste de carga
progressiva.

Duragao (min) Sobrecarga (%)
0-3 2
3 -6 4
6'-9 6
9 -12 8
12 - 15 10
15 - 18’ 12
Até exaustao X

A cada 3 minutos do teste adiciona-se uma sobrecarga de 2% na cauda do animal até, o mesmo

entrar em exaustdao. min. = minutos.
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- Protocolo de treinamento fisico

A figura 2 mostra de forma ilustrativa como foram realizadas as dez semanas de
treinamento fisico. Os ratos foram submetidos a diferentes tempos e
intensidades de treinamento, durante as dez semanas do experimento. Os
mesmos eram pesados no inicio de cada semana, as segundas-feiras pela
manha, antes de iniciarem o exercicio (pesagem extra de cada animal foi
realizada nos dias dos testes, quando a mesma nao era realizada no dia de
semana). Os animais treinaram de segunda a sexta-feira no periodo da manha.
Objetivando evitar qualquer diferengca em relacdo a natacdo dos animais na
piscina, alteraram-se as raias a cada dia de treinamento e, para minimizar a
influéncia do estresse no resultado, todos os grupos foram transportados
diariamente ao local da realizagdo do treinamento. Foram realizados testes de
exaustdo, considerados como dia de treinamento. Apdés a primeira semana
(quatro dias de adaptacédo e um teste de carga maxima no quinto dia) os animais
descangaram 72 horas e, na segunda semana, foi iniciado o protocolo de
treinamento fisico propriamente dito. Nessa semana os animais se exercitaram 5
dias, 40 minutos a 50% da carga maxima (CM). Na terceira semana o protocolo
foi repetido com um acréscimo de 20 minutos no tempo de exercicio. Na 42
semana os animais exercitaram 5 dias, 40 minutos a 60% da CM. Na 5% semana
o protocolo foi repetido porém a 70% da CM. Na 62 e 72 semanas 0s animais se
exercitaram 5 dias, 40 minutos, a 80% da CM. Na 8?2 92 e 10? semanas os
animais se exercitaram 5 dias, 60 minutos, a 80% da CM. Apds 72 horas foi

realizado um novo teste de carga maxima.
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Figura 2- Esquema ilustrativo do protocolo de dez semanas do treinamento
fisico.

- Tratamento com isoproterenol

Os animais foram tratados com isoproterenol (2 mg/Kg/dia durante 7 dias, com
administragao subcutanea) ou placebo (salina) e sacrificados no dia seguinte da
ultima aplicacdo. O coracao foi retirado, pesado e as camaras cardiacas foram

separadas. O ventriculo esquerdo foi utilizado para extragao de proteinas.

- Western Blotting

As células cardiacas ou o coragédo isolado foram homogeneizadas em tampé&o
de lise (50mM pirofosfato de soédio, 50mM NaF, 50mM NaCl, 5mM EDTA, 5mM
EGTA, 2mM NazVO4, 10mM HEPES pH=7.4, 0.5 % Triton 100, 1:100 de
100mM PMSF em isopropanol, 1:1000 de 1mg/mL leupeptina, 1:1000 de
1mg/mL aprotinina). As proteinas foram quantificadas e diluidas (5ug/mL) em
tampao de amostra (4X tris HCI/SDS pH=6.8, 3% Glycerol, 1% SDS, 0.6% pB-
mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) para separacdo em gel de SDS-PAGE

sodium dodecy! (lauryl) sulfate-poliacrilamida) em concentracdo de 7-10%
( yl (lauryl) p ) G :
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dependendo da Massa molecular da proteina estudada, e 4% o gel de
concentragcado. Apds serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose. A qualidade da transferéncia foi
monitorada através da coloracdo da membrana com solugdo de Ponceau. A
membrana foi entdo lavada em agua destilada e colocada por 1 hora em solugéo
de bloqueio (PBS-Tween com 5% de leite desnatado) afim de bloquear ligagdes
nao especificas. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas, por 2 horas
a temperatura ambiente, com o anticorpo primario especifico. Os seguintes
anticorpos primarios foram utilizados: anti-Mas (1:1000), anti-B-actina (1:10000,
Sigma) e anti-gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (1:5000, Santa
Cruz Biotechnology). Em seguida, as membranas foram lavadas com PBS
contendo 0.2% de Tween 20 (PBS-T, 15 minutos por quatro vezes) e incubadas
com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP) (Goat anti-mouse
lgG-HRP 1:2000, Sigma). As membranas foram novamente lavadas em PBS-T
(15 minutos por quatro vezes). As bandas protéicas foram detectadas por
reacao de quimioluminescéncia (ECL plus — Amersham Biotecnology) e a
intensidade das mesMas foi avaliada por analise densitomérica através do

software ImageQuant ™.

- Imunofluorescéncia

As células foram fixadas em solugédo de paraformaldeido 2% (em PBS) durante
15 minutos, permeabilizadas e lavadas com solugdo de bloqueio (saponina 5
mg/ml BSA 5% em PBS) por 1 hora e, em seguida, incubadas com anticorpo
primario (1:25) anti-Mas durante 24 horas a 4°C. As células foram entado
lavadas 4 vezes durante 15 minutos com solugdo de bloqueio e incubadas com
o anticorpo secundario conjugado com Alexa 594 durante 60 minutos em
temperatura ambiente. Apds este periodo as células foram lavadas 4 vezes
durante 15 minutos com solugcdo de bloqueio. Em seguida as células foram
montadas em laminas com Anti-Fade (Molecular Probes) e recobertas com

laminulas.

20



- Analise das Imagens

As laminas foram analisadas em microscoépio confocal com filtros especificos de
excitacdo e emissdo para cada composto fluorescente utilizado através de um

Microscopio Confocal Zeiss 510 Meta.

- Anticorpo Anti-Receptor Mas

O anticorpo Anti-Receptor Mas foi produzido em camundongo knockout para o
receptor Mas utilizando como antigeno uma sequéncia de 12 aminoacidos
correspondentes ao dominio N-terminal da proteina MAS. Esta seqléncia tem
100% de homologia em camundongo e 91,6% de homologia em rato e é
especifica para o receptor Mas. Camundongos knockout para o receptor Mas
foram submetidos a 3 inje¢des do antigeno em um intervalo de 15 dias entre as
aplicagdes. Imediatamente apds a 3% injegdo a titulagdo do anticorpo foi
determinada pelo método de Elisa. Em seguida, os camundongos foram
inoculados intraperitonealmente com tumor de Ehrlich. Apds 3 a 5 dias o liquido
peritoneal foi removido, centrifugado e a titulagdo do anticorpo foi determinada
no sobrenadante por Elisa. Este anticorpo foi utilizado recentemente em um
estudo no qual um anticorpo comercial (Mas Anti-humano) foi utilizado como

controle positivo (Sampaio e cols, 2007).

- Analise estatistica
Os resultados foram expressos pela média + erro padrao. Os testes realizados

foram t de Student ou Anova seguido do teste de Bonferroni. A significancia foi

estabelecida para um p < 0,05.
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4. Resultados

4.1-Expresséo do receptor Mas no cardiomidcito

Com o objetivo de identificar a presenca do receptor Mas no cardiomidécito de
ratos adultos, as células foram isoladas e lisadas para a extragao de proteinas a
serem utilizadas no western blot. Os resultados de western blot mostram que o
receptor Mas esta presente no cardiomiécito de ratos wistar de 3 meses (fig. 3).

Como controle positivo foram utilizadas amostras do testiculo.

- UlD Mas (33 kDa)

fot

Midcito Testiculo
ventricular

Figura 3- Expresséo do receptor Mas no cardiomiécito de rato Wistar (3 meses).
Amostra de testiculo extraida do mesmo animal foi utilizada como controle
positivo.

Além disso, foram utilizadas as técnicas de imunofluorescéncia e microscopia
confocal para identificar a localizagao do receptor Mas no cardiomidcito isolado
de ratos de 21 dias, 3 meses e 12 meses (figura 4). Os resultados a seguir
mostram que o receptor Mas esta localizado principalmente no sarcolema do
cardiomidcito. Pode se verificar que a expressao deste receptor parece estar
diminuida no cardiomiécito de ratos neonatos, aumentando com o

envelhecimento.

22



21 dias

. Sarcolema

3 meses

Tubulo T

12 meses

10 um

Figura 4- Imunolocalizagdo do receptor Mas no midcito ventricular isolado de
ratos Wistar de 21 dias, 3 meses e 12 meses. O receptor Mas foi encontrado
principalmente na superficie do sarcolema, com pouca ou nenhuma expressao
no tubulo T.

Para validar a especificidade do resultado apresentado na fig. 4 foi realizada a
incubacao das células com apenas o anticorpo secundario (controle negativo).
Os resultados mostram que quando as células foram incubadas apenas com o
anticorpo secundario a marcagao era muito fraca ou ausente, confirmando assim

a especificidade dos anticorpos utilizados (fig. 5).

23



Figura 5- Controle negativo. A. A incubacdo dos cardiomidcitos apenas com
anticorpo secundario mostra a pouca ou nenhuma reatividade inespecifica deste
anticorpo. B. Imagem da célula cardiaca obtida através da luz transmitida. C.
Sobreposigao das imagens obtidas em A. e B.

Também foi realizada incubacdo das células com anticorpo anti-receptor de
rianodina, um receptor encontrado no interior da célula, mais especificamente no
reticulo sarcoplasmatico, e anti-canal de calcio tipo L, localizado no tubulo T
cardiaco, para ter a garantia de que a solugdo com os anticorpos primario e
secundario estava penetrando no citoplasma da célula. Os resultados com
anticorpo anti-receptor de rianodina e anti-canal de calcio tipo L mostram sua
localizacdo no reticulo sarcoplasmatico e tubulos T, respectivamente,
confirmando a eficacia do protocolo de permeabilizagcao celular utilizado (figura
6).
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Receptor de
rianodina (R.S.) Sarcolema

\ «

Canal de
calcio tipo L

Figura 6- Localizagdo do receptor de rianodina no reticulo sarcoplasmatio (A) e
do canal de calcio tipo L (B) no tubulo-T/sarcolema de cardiomiécito de rato
adulto com 3 meses de idade.

4.2-Expresséo do receptor Mas no coragao de ratos em diferentes idades

Conforme mencionado anteriormente, a expressdo do receptor parece estar
aumentada na célula cardiaca com o envelhecimento. Portanto, com objetivo de
verificar se esse aumento da expressao do receptor Mas com o envelhecimento
ocorreria em todo o tecido cardiaco, foram extraidas amostras de tecido
cardiaco de ratos em diferentes idades. Os resultados obtidos a partir da técnica
de western blot mostram a expressao do receptor Mas no coracdo de ratos
Wistar em diferentes idades. A figura 7 mostra que com o envelhecimento a
expressao do receptor Mas no coragdo aumenta progressivamente alcangando
um platé na fase adulta (3, 12 e 18 meses), sendo maior no coragao dos ratos
de 3, 12 e 18 meses quando comparado com ratos recém-nascido, de 7 dias e
21 dias de idade.
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Expressao do receptor Mas no coragéo Expressdo do receptor MAS no coracgéao
de ratos Wistar em diferentes idades de ratos Wistar em diferentes idades
(normalizagcdo com GAPDH)
Densidade (u.a.) #t #t ]
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Figura 7- Expresséo do receptor Mas no coracao de ratos Wistar em diferentes
idades. A. Western blot representativo de 3 experimentos independentes (Mas e
GAPDH). B. O grafico de barras mostra que a expressao proteica do receptor
Mas aumenta com o envelhecimento no coragdo. n = numero de amostras. * P <
0.05 - 3 e 12 meses vs recém-nascido. # P < 0.05-3 e 12 meses vs 7 dias. T P
< 0.05 - 3, 12 meses vs 21 dias. C. O grafico de barras mostra a expressao do
receptor Mas no coragao apds a normalizagcdo com GAPDH, confirmando os
resultados apresentados em B. (u.a. = unidades arbitrarias).

4.2-Expresséo do receptor Mas nas diferentes camaras cardiacas

Para verificar se 0 aumento da expressdo do receptor Mas no coragado com o
envelhecimento reflete uma alteracdo na expressdo deste receptor nas
diferentes camaras cardiacas foi realizada a separagcdo dos atrios, ventriculo
direito e ventriculo esquerdo de animais nas diferentes idades (21 dias, 3, 12 e

18 meses). A figura 8 mostra que a expressao do receptor Mas foi similar entre
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as diferentes camaras cardiacas, sendo este resultado semelhante para todas
as idades (Figuras 8-11). Portanto, esses resultados mostram que o aumento da
expressao do receptor Mas no coragdo com o envelhecimento nao reflete um

aumento de sua expressdo em uma camara cardiaca especifica.

Camaras cardiacas de ratos Wistar de 21 dias

A. B. (Normalizagao)
1.2+
GR) —« 4 Mas (33kDa)  _& o
+
§§ 0.64
'y
———— e g GAPDH (36 kDa) =8 0.3
Atrios VD VE 00" ks VD VE

Camaras cardiacas

Figura 8- Expressao do receptor Mas nas camaras cardiacas de ratos Wistar de
21 dias. A. Western blot representativo de 3 experimentos independentes. B. O
grafico de barras mostra que a expressao proteica do receptor Mas é
semelhante nas diferentes camaras cardiacas. n = numero de amostras. u.a.=
unidades arbitrarias.

Camaras cardiacas de ratos Wistar de 3 meses
A. B.

w Mas (33 kDa)

(Normalizagao)

(n=3) (n=3)

0.94 (n=3)

MAS/GAPDH
Densidade (u.a)

0.64
dE e @ GAPDH (36 kDa)

0.34
Atrios VD VE 0.0

Atrios VD VE
Camaras cardiacas

Figura 9- Expresséo do receptor Mas nas camaras cardiacas de ratos Wistar de
3 meses. A. Western blot representativo de 3 experimentos independentes. B. O
grafico de barras mostra que a expressdo proteica do receptor Mas é
semelhante nas diferentes caAmaras cardiacas. n = numero de amostras.
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Camaras cardiacas de ratos Wistar de 12 meses
A. B.

(Normalizagao)
Mas (33kDa) _ 3) (n=3) (n=3)

D s @  octina (42kDa)

P Atrios VD VE
Atrios VD VE Camaras cardiacas

Figura 10- Expressao do receptor Mas nas camaras cardiacas de ratos Wistar
de 12 meses A. Western blot representativo de 3 experimentos independentes.
B. O grafico de barras mostra que a expressao proteica do receptor Mas é
semelhante nas diferentes camaras cardiacas. n = numero de amostras.

Camaras cardiacas de ratos Wistar de 18 meses

A B (Normalizagao)
1.2+

© = =1
g ~
(20
i S5
D e o B-Actina (42kDa) =&

Atrios VD VE

AtriOS VD VE Camaras cardiacas

Figura 11- Expresséo do receptor Mas nas camaras cardiacas de rato Wistar de
18 meses A. Western blot representativo de 1 experimento B. O grafico de
barras mostra que a expressado proteica do receptor Mas € semelhante nas
diferentes camaras cardiacas. n = numero de amostras.

Com o intuito de verificar as possiveis alteracdes da expressao do receptor Mas
em outros modelos de remodelamento cardiaco, utilizando-se ratos Wistar,
foram realizados protocolos de indugdo de hipertrofia cardiaca fisiolégica,

através do treinamento fisico aerobio, e hipertrofia cardiaca patologica, através
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da administracado crénica de isoproterenol. Para isso a expressao do receptor
Mas foi analisada apenas no ventriculo esquerdo, pois esta € a principal camara

onde ocorrem as alteragdes anatomo-funcionais nestes modelos experimentais.

4.4- Expressao do receptor Mas no coragao apdés o treinamento fisico

A tabela 2 mostra que os ratos Wistar submetidos ao treinamento fisico ndo
apresentaram diferengas significativas no peso corporal e no peso do coragao
em relacao aos ratos Wistar ndo treinados, entretanto quando foi feita a relagao
entre o peso do coragao em miligramas (mg) pelo peso corporal em gramas (gr)
foi demonstrado que os animais treinados apresentaram hipertrofia cardiaca

significativa.

Tabela 2- Peso corporal em gramas — Pc (gr); Peso do coragédo em gramas -
Coracao (gr) e relacao entre o peso do coracdo em miligraMas e o peso corporal
em gramas — Coragao (mg) / Pc (gr) em ratos nao treinados e treinados. * p <
0,05.

Sedentario Treinados
Pc 444 5 + 5,44 408,3+ 12,74
(gr) (4) (6)
Coragao 1,53 £ 0,02 1,56 £ 0,03
(ar) (4) (6)
Coragao / Pc 3,41+ 0,02 3,84 +0,10
(mg/gr) (4) (6)

A figura 12 mostra que os ratos Wistar submetidos ao treinamento fisico

desenvolveram hipertrofia cardiaca de cerca de 12 %.
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Figura 12- Relagao entre o peso do coragdo em miligramas (mg) pelo peso
corporal (Pc) em gramas (gr) de ratos sedentarios e treinados submetidos ao
treinamento aerdbio (Wistar T). * p < 0,05.

Em adicdo, a figura 13 mostra que os ratos Wistar submetidos ao treinamento
fisico aumentaram em cerca de 87% o tempo atingido no teste de carga maxima
sugerindo assim a eficiéncia do método de treinamento fisico utilizado para

induzir hipertrofia cardiaca fisiologica e melhora da capacidade aerdbia .

Tempo do teste de carga maxima
de animais submetidos ao treinamento fisico

181
15+

12+

tempo (min)
©
[

antes do treinamento  apds o treinamento

Figura 13- Tempo total atingido no teste de carga maxima antes e apoés o
protocolo de treinamento fisico. * p < 0,05.

30



A figura 14 mostra que expressao do receptor Mas no ventriculo esquerdo nao &

diferente entre ratos nio treinados e treinados.

A.
ey ee— -y essmy Vas (33 kDa)
— b_ GAPDH (36 kDa)
N J J
Y Y
sedentarios treinados
B.

Expressao do receptor Mas no ventriculo esquerdo
(Ratos Wistar sedentarios x treinados)

1.75 1
1.50 -

1.25 o

Sensidad 1.00 -

(n=6)

(n=4)

(112 0.75 o
0.50 -
0.25 -
0.00

sedentarios treinados

Figura 14- Expressao do receptor Mas no coragao de ratos Wistar n&do treinados
e treinados. A. Western blot representativo de 3 experimentos independentes
(MAS e GAPDH). B. O grafico de barras mostra a expressao protéica do
receptor Mas apés a normalizagdo com GAPDH (u.a. = unidades arbitrarias).

4.5- Expresséao do receptor Mas no coragdo de ratos tratados com isoproterenol

A tabela 3 mostra que os ratos Wistar submetidos ao tratamento de 7 dias com
isoproterenol (Wistar iso) apresentaram aumento significativo no peso corporal,

peso do coragao e na relagcdo entre o peso do coracdo em miligraMas (mg)
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pelo peso corporal em gramas (gr), quando comparado a ratos Wistar tratados
com salina (controle).

Tabela 3- Peso corporal em gramas — Pc (gr); Peso do coracdo em gramas -
Coracao (gr) e relacéo entre o peso do coragdo em miligramas e o peso corporal
em gramas — Coracdo (mg) / Pc (gr) em ratos Wistar tratados com salina e
isoproterenol. * p < 0,05.

tratados com
controle

isoproterenol
Pc 336,5 + 3,84 397,0+ 4,26
(ar) (4) (4)
Coracao 1,19 + 0,06 1,74 + 0,05
(ar) (4) (4)
Coracao /pc 3,55+ 0,17 N *
(malar) (4) 4,40+0.10 (4)

A figura 15 mostra que os ratos Wistar submetidos ao tratamento de 7 dias com
isoproterenol desenvolveram hipertrofia  cardiaca  significativa de
aproximadamente 23%.

Hipertrofia cardiaca
(Ratos Wistar tratados com salina x isoproterenol)

*

51 (n=4)

coragao/Pc
(mg/gr)

controle

isoproterenol

Figura 15- Relagdo entre o peso do coragdo em miligramas (mg) pelo peso
corporal (Pc) em gramas (gr) de ratos Wistar tratados com salina e ratos Wistar
submetidos ao tratamento com isoproterenol. * p < 0,05.
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A figura 16 mostra que expressao do receptor Mas no ventriculo esquerdo €
menor em ratos Wistar tratados com isoprotrenol, quando comparada a ratos

Wistar tratados com salina (controle).

A.
_- — s | (Mas 33 kDa)

FT“T'% Tbﬁ (GAPDH 36 kDa)

controle  controle isoproterenol isoproterenol

Expressao do receptor Mas no ventriculo esquerdo
de ratos Wistar tratados com isoproterenol

1.5 (n=4)

-
o
[

MAS/GAPDH
densidade (u.a.)
o
g

0.0-

controle

isoproterenol

Figura 16- Expressao do receptor Mas no coragao de ratos Wistar tratados com
salina e tratados com isoproterenol. A. Western blot representativo. (Mas e
GAPDH). B. O grafico de barras mostra a expressao proteica do receptor Mas
apos a normalizagao com GAPDH (u.a. = unidades arbitrarias). n = numero de
amostras. * P < 0,05.
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5-Discussao

5.1-Receptor Mas no miécito e no tecido cardiaco de ratos em diferentes idades

O presente trabalho mostra a presenca e localizagdo do receptor Mas no
cardiomiécito de ratos em diferentes idades. Como mostrado anteriormente, a
maior reatividade da Ang-(1-7) em cardiomocitos apds o infarto do miocardio,
torna essas células alvo de estudos da expressao do receptor Mas. Os estudos
de Tallant e cols, (2005) identificaram, através da técnica de western blot, a
presenca do receptor Mas no midcito ventricular de ratos neonatos e mostraram
que o efeito anti-hipertréfico da Ang-(1-7) é mediado pelo receptor Mas. Em
adicdo, os estudos de Tallant e cols, (2005) mostraram pela técnica de
imunofluorescéncia a presenga do receptor Mas principalmente na membrana
celular de ratos neonatos. O presente estudo, portanto, confirma e amplia esses
dados, mostrando que o receptor Mas esta localizado preferencialmente na
superficie do sarcolema, com nenhuma ou muito pouca expressao no tubulo-T

de cardiomidécitos em ratos de idades variadas de 21 dias, 3 meses e 12 meses

Um importante achado deste estudo foi a identificagdo de um aumento da
expressdo do receptor Mas no coracdo com o envelhecimento. De modo
semelhante, estudos de Alenina e cols, (2002) mostraram que no testiculo a
expressao do recepor MAS foi detectada em camundongo de 18 dias e
apresentou um aumento continuo até os 6 meses e, a partir desta idade, a
expressao do receptor Mas nao se alterou. Esse padrdo de comportamento da
expressao do receptor Mas com o envelhecimento parece ser semelhante para
o tecido cardiaco. Além disso, nossos resultados mostram que, em diferentes
idades, a expressao do receptor Mas € semelhante entre as camaras cardiacas
(atrios, ventriculo direito e esquerdo). Os resultados obtidos neste trabalho
mostraram que em todas as idades estudadas foi obervada uma tendéncia do
ventriculo esquerdo em apresentar uma maior expressao do receptor Mas, no
entanto, esta nao foi significativa. Paralelamente, os estudos de Heymes e cols,
(1998) mostraram que o envelhecimento € marcado por um aumento da

expressao do receptor AT1 no coragao, particularmente no ventriculo esquerdo.
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Uma das principais hipoteses sugeridas para explicar o aumento da expressao
do receptor AT1 no coragdo de animais senis € o aumento do estresse
mecanico que ocorre normalmente com o envelhecimento no coragcéo (Heymes
e cols, 1998). De modo semelhante, a maior expressao do receptor Mas no
coracao de animais adultos e senis também pode ser uma resposta adaptativa a
este stress.

O aumento da expressao do receptor Mas no coracdo com o avango da idade
pode representar uma resposta compensatoria aos danos teciduais cardiacos
que ocorrem com a senescéncia. Estas alteracbes podem fazer parte de um
mecanismo molecular contrarregulatério de protegcdo ao aumento da expressao
do receptor AT1 no coracédo durante o remodelamento cardiaco que ocorre com
a senilidade. Entretanto, é necessario ressaltar que a alteracdo da expressao
desses receptores no miocardio pode ser um reflexo da alteracdo dos
constituintes celulares no coragcédo. No coragao senil ocorre uma preponderancia
do numero de fibroblastos em relagdo ao numero de cardiomidcitos e um
aumento da vascularizagao para o miocardio (Lakatta, 1993). Desta forma, uma
maior densidade do receptor Mas no fibroblasto e nas coronarias pode refletir a
maior expressao deste receptor no coracdo com o envelhecimento.
Experimentos futuros serdo necessarios para analisar o comportamento da
expressao do receptor Mas durante o envelhecimento nos principais tipos
celulares cardiacos (os cardiomiocitos, os fibroblastos e as coronarias).

Outro ponto que deve ser investigado € a interagdo dos peptideos e receptores
do sistema renina-angiotensina com outros sistemas fisiolégicos como o
sistema calicreina-cininas. Estudos recentes de Kintsurashvili, (2005) mostraram
que, com o envelhecimento, ocorre uma inversdo da expressao do receptor B2
(que diminui) e B1 (Qque aumenta) no coragéo e sugerem que, com a senilidade,
o receptor B1 assumiria as fungdes do receptor B2 no coragdo. Dessa forma,
um aumento da expressdao do receptor Mas e B1 no coragcdo com o
envelhecimento podem, em conjunto, representar um mecanismo de protegao
do miocardio em resposta ao aumento da expressao do receptor AT1 e redugao
da expressao do receptor B2. Desta forma, o entendimento do balanco entre a
expressao dos receptores dos sistemas renina-angiotensina e calicreina-cininas
pode ser uma ferramenta util no estudo do remodelamento cardiaco que ocorre

com a senilidade.
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5.2-Alteragdo do Receptor Mas na hipertrofia cardiaca fisiologica e patolégica

Os resultados do presente estudo mostraram que tanto o treinamento fisico
aerobio como a administracdo crbénica de isoproterenol em ratos Wistar
promoveram um aumento significativo da relagdo entre o peso do coragéo e
peso corporal. Entretanto, quando a expressdo do receptor Mas foi analisada
nestes dois modelos de hipertrofia cardiaca, apenas no modelo de hipertrofia
cardiaca patoldégica (animais tratados com isoproterenol) ocorreu alteragao na
expressao do receptor Mas no coracdo. Nossos resultados com treinamento
fisico corroboram com os achados de Gomes-Filho e cols, (2004) que
mostraram que animais Wistar submetidos ao treinamento fisico desenvolveram
uma hipertrofia cardiaca significativa sem apresentar alteracdo na expressao do
receptor Mas no ventriculo esquerdo. O fato mais importante a ser considerado
neste ponto € a necessidade da realizagdo de outros experimentos para verificar
se a expressao do receptor Mas pode estar alterada com o treinamento fisico

em diferentes intensidades e duracgao.

Outro ponto importante a ser discutido é o fato de que nos estudos de Gomes-
Filho e cols (2004), apesar dos ratos Wistar ndo terem apresentado alteragao da
expressao do receptor Mas no coracio, ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) apresentaram um aumento significativo da expressao do receptor Mas no
ventriculo esquerdo. Isto torna os estudos da expressdao do receptor Mas no
coragdo de extrema relevancia, pois sugere que em condigdes patologicas

alteracdes na expressao do receptor Mas no coragao podem ser mais evidentes.

Baseado nestas evidéncias o presente estudo utilizou um modelo de hipertrofia
cardiaca patolégica com administragcédo cronica de isoproterenol e os resultados
mostraram que a expressdao do receptor Mas estda reduzida com o

desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica.
A reducéo da expressao do receptor Mas na hipertrofia cardiaca desenvolvida

pela administracdo de isoproterenol pode fazer parte de um complexo

mecanismo que contribui para as alteragcbes cardio-deletérias que ocorrem na
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hipertrofia patoldgica, como redugéo na perfusdo tecidual cardiaca, proliferagao

da matriz intersticial, fibrose, dentre outras.

Recentemente estudos de Santos e cols (2004) mostraram que a hipertrofia
cardiaca desenvolvida durante o tratamento crbénico com isoproterenol é
atenuada em animais transgénicos que apresentam aumento de 2,5 vezes nas
concentragcbes plasmaticas de Ang-(1-7), sugerindo um efeito anti-hipertréfico

deste peptideo nestas condigodes.

Em conjunto, estes dados sugerem que, diferente da hipertrofia cardiaca
fisiolégica desenvolvida pelo treinamento fisico, a expressdo do receptor Mas
diminui em resposta a um modelo de hipertrofia cardiaca patolégica. Desta
forma, o comportamento da expressdo do receptor Mas durante o
remodelamento cardiaco parece dependente do tipo de estimulo responsavel

pelas alteragdes da estrutura cardiaca.

Enquanto o treinamento fisico € marcado pelo aumento da vascularizagdo do
miocardio e crescimento uniforme dos midcitos cardiacos (Schaible e cols,
1986), a administragdo crénica com isoproterenol € marcada pela necrose
cardiaca e apoptose dos cardiomiocitos (Bristow e cols, 1982). Desta forma, é
possivel que o cardiomidcito represente um tipo celular importante, onde ocorre
uma alta expressao do receptor Mas, tornando estas células alvo importante dos
estudos da expressao deste receptor e suas vias de sinalizacdo. Em adicao
enquanto o treinamento fisico € marcado por uma redugao do ténus simpatico,
especialmente na hipertensao (Negréo e cols, 1993), o remodelamento cardiaco
promovido pelo tratamento com isoproterenol mimetiza uma condicdo de
hiperatividade simpatica (Kudej e cols, 1997). Portanto, também pode-se
especular uma possivel interagdo entre a atividade simpatica e expressao do
receptor Mas no coragao, sendo que a hiperatividade simpatica levaria a uma
down-regulation do receptor Mas, enquanto a redugdo do tonus simpatico
observado com a atividade fisica contribuiria para uma up-regulation do receptor

Mas.
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6-Conclusao

Este estudo mostrou, em ratos Wistar de diferentes idades, que o receptor Mas,
em ratos Wistar de diferentes idades, esta presente no cardiomiécito de animais
adultos localizando-se principalmente na membrana celular do cardiomidcito.
Além disso, a expressao do receptor Mas no coragdo aumenta até a idade
adulta (3 meses), mantendo-se inalterada com o envelhecimento (até 18
meses). Nao foi observada diferencga significativa na distribuicdo do Mas entre
as diferentes camaras cardiacas, independente da idade do animal.
Interessantemente, a expressdo do receptor Mas n&o foi alterada pelo
treinamento fisico, no entanto, diminuiu apds o tratamento com isoproterenol.
Esses resultados sugerem que a expressao do receptor Mas varia dependendo
do estimulo (idade, exercicio fisico, isoproterenol) e tipo de hipertrofia cardiaca
desenvolvida. Experimentos funcionais serdo importantes no futuro, para
determinar as consequéncias fisioldgicas da alteragdo na expressao do receptor
Mas em cada um dos modelos experimentais estudados. Além disso, a
caracterizagao do(s) tipos celulares onde a alteragdo na expresséo do receptor
Mas esta ocorrendo sera muito importante. Trés hipdteses séo sugeridas para
explicar a alteracdo da expressao do receptor Mas no coragado: 1) alteragao dos
niveis teciduais das angiotensinas, especialmente a Ang-(1-7); 2) alteracdes
morfolégicas promovidas especificamente em um tipo celular especifico e 3) a
influéncia das alteracbes de outros sistemas que participam do controle da
atividade cardiaca e que interagem com o sistema renina-angiotensina (ex:

calicreina-cininas e sistema nervoso auténomo).
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