FERNANDA REZENDE

HIPERTROFIA CARDIACA DE CAMUNDONGO
TRANSGENICO QUE EXPRESSA TONINA DE
RATO

MOGI DAS CRUZES
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES

FERNANDA REZENDE

HIPERTROFIA CARDIACA DE CAMUNDONGO
TRANSGENICO QUE EXPRESSA TONINA DE RATO.

Dissertacdo apresentada ao
programa de Pos-graduacgéo
em biotecnologia da
Universidade de Mogi das
Cruzes como parte dos
requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Area de Concentragio:
Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Jorge Luiz Pesquero

MOGI DAS CRUZES, SP

2008



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade de Mogi das Cruzes - Biblioteca Central

Rezende, Fernanda

Hipertrofia cardiac? Ae ramindnnan tranendnicn nua
1 expressa tonina de rato / Fernanda Rezende. — 2008.

| 76 1.

Dissertagao  (Mestrado em  Biotecnologia) -
’ Univ‘ersji”dgge de Mogi das Cruzes, 2008

Ao

1. rperuona caraiaéd 2. Angiotensina Il 3.
Isoproterenol 4. Tonina |. Titulo Il. Pesquero, Jorge Luiz




Fls. 059-Livro 11

Tel : &) 4728°/000
Fax (011) A700.6522
ao sioeie ipiwwume. br
aoQg! / cruzes

ATAS




Dedico esse trabalho:

Ao Prof. Dr. Jorge Luiz Pesquero que aceitou ser meu orientador e sempre

mostrou confiar, acreditar e principalmente incentivar meu trabalho.

A0S meus pais, meus irmaos e ao meu noivo, que conviveram

intensamente comigo durante esse periodo me acalmando em momentos de
ansiedade e também incentivando nos momentos que necessitavam de maior
dedicagdo.

Amo todos

vocés!



Agradecimento especial

A Deus, por todas as béngaos que tem me concedido durante toda a

minha vida e por mais essa conquista.



AGRADECIMENTOS

Ao prof. Dr. Jorge Pesquero pela oportunidade, por acreditar em mim e
me incentivar, estar presente em todos os momentos, e mais ainda pela grande
amizade. Jorge, te admiro muito, ndo s6 por ser um grande profissional mas
também por ser uma pessoa maravilhosa.

Aos meus pais Fernando Rezende e Mayra da C. P. Rezende que
sempre apoiaram e torceram durante mais essa etapa da minha vida. Amo
voceés!

Ao meu noivo Sebastido Pedroza, pela imensa compreenséo em todos
0s momentos, além do incentivo, forca e amor. Te amo vida!

A toda minha familia e aos amigos pelo apoio, sempre me incentivando,
em especial as minhas tias Jussara, Fatima e Joana que tanto me apoiaram do
inicio ao fim. Também amo muito vocés.

Aos Profs. Drs. Ronaldo de Carvalho Aradjo e Claudia Bincoletto
Trindade pelas importantes informagdes e dicas sugeridas na qualificagé&o.
Muito obrigada.

A banca de defesa composta pelos professores Ronaldo de Carvalho
Araldjo e Mércia de Paula Lima por aceitarem o convite e também aos
professores suplentes: Michelle Freitas, José Geraldo Aradjo e Douglas
Mascara.

A Amanda Ribeiro, quem me ensinou 0s primeiros passos sobre os
animais e muitos experimentos e esteve por muitas vezes ao meu lado, seja
em Mogi, seja em Belo Horizonte e é claro nos congressos maravilhosos.

A Prof2 Dr2 Mércia Paula de Lima da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) pela amizade e por me ensinar com tanta perfei¢cdo, além da
enorme dedicacdo e paciéncia que teve comigo em todas as vezes que
desenvolvi algumas das minhas atividades de laboratério em Belo Horizonte e
também a Helen Cristine e a Michelle Freitas, que mesmo correndo com seus
trabalhos paravam algumas vezes pra me dar alguma ajuda.

A Prof2 Dr2 Eliane de Sa Lopes Lomez de Belo Horizonte por ensinar e
acompanhar o0s primeiros testes de injecdes e concentragbes com
isoproterenol.

A Prof? Dr2 Maria aparecida Gomes, também da UFMG por permitir o
uso de alguns de seus equipamentos.

A Tatiane Faustino, pela amizade verdadeira que se fez logo na primeira
vez em que nos conhecemos, alias no dia da prova de sele¢cao, e que perdura
intensamente entre nés além da Universidade.



Ao grande Prof. Milton Rocha, pelo bom humor de sempre e pela
atencdo comigo em muitas vezes que precisei de algumas dicas.

A todos os colegas de laboratério da UMC e da Intec: Nélia, Débora,
Viviane, Meire, Rodrigo, Eliane, Erika, Silvana, Sandro, Fernando, Thiago, Dani
Nifoci e Adriessa, e também aqueles com quem convivi pouco tempo:
Anderson, Dani Sgai e Elice, mas que de alguma forma me ajudaram
respondendo uma pergunta ou ensinando com o0 manejo dos animais. Em
especial a Meire pela amizade e por me ajudar em muitos experimentos e
momentos dificeis, que se tornaram maravilhosos em sua presenca; ao Jodo e
a Débora, pelas dicas e por alguns “quebra galhos”, ao Euripedes pela enorme
ajuda em alguns experimentos com os animais, a Elice pelas importantes dicas
trocadas por emails e ao Prof. Dr. Douglas mascara por ceder reagentes e
equipamentos e pelo convivio dia a dia em seu laboratério.

Ao veterinario do biotério Dr. Mauricio Marques de Oliveira pelas dicas
durante uma conversa e outra.

Aos técnicos do biotério Douglas e Paulo pela enorme ajuda com os
animais e incentivo em momentos de preocupagao.

Ao prof. Dr. Ivarne Tersariol por permitir o uso do fluorimetro de seu
laboratario.

A prof? Dr2 Adriana Karaoglanivic Carmona, que gentiimente cedeu o
substrato Abz-FRK(Dnp)P.

Ao pessoal do laboratério das professoras Renata Guimardes Moreira e
Elisa Esposito que por vérias vezes nos emprestaram algum equipamento.

A todos os amigos da Diretoria de Ensino da Regido de Jacarei, onde
trabalhei durante o periodo do mestrado, pela compreensdo e incentivo nas

dificuldades que encontrei pelo caminho.

Aos amigos da USP: Rodrigo Martins, Rodrigo Labat, Luciano Ramos e
Socrates, pela 6tima companhia durante o periodo em que cursei a disciplina
externa e por abrir as portas varias vezes, em especial a Ana Paula Couto
Davel, pessoa admirdvel que me recebeu tdo bem e desde entdo sempre me

ajudou a esclarecer duvidas referentes aos tratamentos.



RESUMO

A hipertrofia cardiaca (HC) é uma manifestacdo pré-clinica de doencas
cardiovasculares que fortemente predizem o infarto do miocérdio, derrame e
morte em pacientes hipertensos e na populacdo geral. De origem complexa e
multifatorial, ela ocorre como resposta do miocardio que procura se adaptar a
sobrecargas de presséo cronica, a fim de manter a perfusdo tecidual. Porém,
por mecanismos ainda ndo completamente elucidados, ela progride para uma
disfuncdo ventricular esquerda e falha cardiaca, e contribui fortemente para
morbidade e mortalidade em humanos. A angiotensina Il (Ang Il), molécula
gerada pelo sistema renina-angiotensina (SRA) medeia fun¢des importantes
como o tbnus vascular coronario, efeito inotrépico e cronotrépico positivos e
participa no desenvolvimento da HC por meio dos receptores ATi. A Ang Il
pode ser gerada por outras vias enziméticas, sendo a tonina uma serinil
proteinase importante, pois é capaz de gerar Ang Il tanto a partir da
angiotensina | (Ang 1) como diretamente do angiotensinogénio (AG). Com o
objetivo de avaliar a participacdo da tonina na hipertrofia cardiaca utilizamos
um modelo transgénico de camundongo que expressa tonina de rato
TGM(rTon). Sabendo que tonina € dependente de estimulacdo adrenérgica,
administramos isoproterenol (20 mg/kg/dia, s.c.), um agonista B-adrenérgico
classico, por 7 dias, para obter o modelo de hipertrofia cardiaca. Foram
utilizados 34 camundongos TGM(rTon) e 35 selvagens (WT), machos com
idade entre 10 e 12 semamas e subdivididos em 2 grupos, sendo um tratado
com droga e outro apenas com veiculo (6leo) para controle. Apds tratamento,
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os coragdes foram
rapidamente removidos, lavados com salina e suas estruturas (atrios, ventriculo
direito e ventriculo esquerdo) separadas e utilizadas nos experimentos.
Nenhum dos grupos estudados apresentou alteragdes significativas na massa
corporal devido ao tratamento com isoproterenol. O grupo WT apresentou
hipertrofia cardiaca significativa devido ao aumento do ventriculo esquerdo o
que nao foi observado no grupo TGM(rTon), o qual apresentou hipertrofia
apenas nos atrios. O maior nivel de mRNA tonina nos camundongos
TGM(rTon) foi observada no VE e diminuiu nos atrios apos o tratamento. A
atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) sofreu alteragdes
significativas somente nos atrios dos dois grupos, diminuiu no WT e aumentou
no TGM(rTon). A atividade tonina-simile diminuiu significativamente no VE
apenas dos animais WT. A presenca da tonina, verificada por meio de Western
blot, aumentou nos éatrios e VD dos dois grupos mas diminuiu fortemente no VE
do grupo WT. Nossos dados mostram que parece ndo haver correlagdo entre
0s parametros analisados com HC e que tonina pode ter gerado uma resposta
fisiologica cardioprotetora na hipertrofia ventricular esquerda induzida por
isoproterenol. Portanto, estudos futuros serdo de grande importancia para
compreender melhor a possivel participagdo dessa enzima em outras vias
metabdlicas, bem como sua interacdo no processo de hipertrofia cardiaca.

Palavras-chave: hipertrofia cardiaca, angiotensina ll, isoproterenol, tonina.



ABSTRACT

The cardiac hypertrophy (CH) is a cardinal manifestation of preclinical
cardiovascular disease that strongly predicts myocardial infarction, stroke, and
car
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertrofia cardiaca

O coracado tem como fungéo principal manter o débito cardiaco adequado a
fim de satisfazer as necessidades metabdlicas do organismo (KRIEGER, 1979). Ele
é constituido por varios tipos de células incluindo fibroblastos, cardiomiécitos, células
endoteliais, pericitos, células musculares lisas e células do sistema imunoldgico
(CARRENO e cols, 2006). O aumento macroscopico do coragdo assim como o
aumento da espessura da parede e/ou septo interventricular € denominado
hipertrofia cardiaca (HC). Nas células, a HC é caracterizada pelo aumento do
tamanho dos cardiomiécitos e sintese de proteinas e reativacdo do programa de
genes fetais (AKASAWA e KOMURO, 2003). Alterag6es morfoldgicas significantes
surgem com o aparecimento de fibrose e dilatacdo da camara. (FREY e cols, 2004).
A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é um evento multifatorial, sendo a causa
mais comum a hipertenséo (OLCAY e cols, 2007).

O aumento da massa ventricular esquerda (MVE) é causado pelo aumento do
tamanho dos cardiomidcitos e seu conteddo de proteinas, considerado uma resposta
adaptativa do coracdo para manter os batimentos cardiacos e a perfusdo tecidual
(BOOZ, 2005). Portanto, a HC surge como resposta do miocérdio que procura se
adaptar as sobrecargas sustentadas de trabalho (BREGAGNOLL e cols, 2005) e
permite ao organismo manter ou aumentar seu rendimento cardiaco (CARRENO e
cols. 2006). Um grande nuamero de condiges fisioldgicas e patoldgicas sdo capazes
de iniciar essa resposta (WIKINS e MOLKENTIN, 2002). Mutacdo das proteinas
sarcomericas, pressdo ou volume de estresse, ou a perda da massa contratil antes
do infarto sdo alguns fatores que promovem o crescimento do coragéo (FREY e cols,
2004).

Diferentes métodos s&o utilizados para gerar modelos de animais com HC e
assim possibilitar estudos visando melhores esclarecimentos sobre a doenca. Entre

eles esta a administracdo de isoproterenol. Como mostra a figura 1, essa droga
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interage, na membrana, com o receptor -adrenérgico que promove a troca de GDP
por GTP ativando a proteina G estimulatoria (Gs), na qual estd acoplado. A
subunidadade a da proteina G se dissocia do complexo By e se fixa a uma molécula
de adenil ciclase ativando-a a produzir AMP ciclico (cCAMP). O cAMP entdo ativa a
proteinoquinase dependente de cAMP (PKA) que promove a fosforilagdo de
proteinas, acarretando ativagéo e desativacéo de diferentes enzimas, causando uma
variedade de efeitos biolégicos no masculo cardiaco. Tais efeitos tém sido
chamados de efeitos B-adrenérgicos. A proteina Gs ativada pela ligagdo do
isoproterenol atua também diretamente nos canais de célcio do sarcolema,
promovendo aumento de sua permeabilidade. A PKA ativada, por sua vez, também
promove fosforilacdo dos canais de calcio do sarcolema. O resultado é o aumento da
concentracao de calcio do citosol, ocasionando efeito inotrépico positivo (aumento
da forga de contragdo). Essa acado B-adrenérgica sobre o n6 sinusal promove efeito
cronotrépico (aumento da velocidade de geracdo de estimulos e portanto, aumento
de batimentos cardiacos) e sobre o né atrioventricular, feixe de His e fibras de
Purkinje acarreta efeito dromotrépico (aumento da velocidade de condugédo do
impulso) (BARROS e cols, 1999). No coracao, esses efeitos sdo mediados pelos

subtipos de receptores adrenérgicos 31 e f2 (BRUM e cols, 2006).

| Isoproterenol | _— | Receptor B3, e B, |

Adenil ciclase cAMP PKA canais de Ca 2*

Figura 1. Ativacao da via [B-adrenérgica e os efeitos fisiol6gicos no miocardio. Modificado de Barros e
cols. 1999.

A hipertrofia é encontrada em varias condi¢gfes patoldgicas do cora¢cdo, como
isquemia, hipertensdo, falha cardiaca, problemas valvulares (FREY e cols, 2004)
infarto do miocérdio, cardiomiopatia e estenose aortica (BARAUNA, 2006), as quais

impdem ao coragcdo um trabalho demasiado e assim submetem os cardiomidcitos



17

pds-natais a hipertrofia cardiaca (AKASAWA e KOMURO, 2003). Em contraste com
a hiperplasia, a qual envolve proliferacéo de células (KEE e cols, 2006), o aumento
do tamanho do coracdo ou volume miofibrilar ocorre sem alteragdo no nimero dos
miécitos (DEVEREUX e cols, 2004), os quais sdo ceélulas terminantemente
diferenciadas e perdem sua habilidade de proliferagdo ap6s o nascimento. Portanto,
crescem individualmente, em tamanho (HEINEKE e MOLKENTIN, 2006), sem sofrer
diviséo celular para se adaptar ao aumento da demanda de trabalho (AKASAWA e
KOMURO, 2003). O crescimento dos miécitos cardiacos em comprimento e/ou
largura implica no aumento da fungdo da bomba cardiaca, a fim de diminuir a tensédo
na parede ventricular, o que induz um estado de hipertrofia compensatoria
(HEINEKE e MOLKENTIN, 2006). Ao contrario dos midcitos cardiacos, 0s
fibroblastos sofrem hiperplasia, ou seja, podem se proliferar no coragao adulto (KEE
e cols, 2006) e, além disso, possuem importante papel na producédo de proteinas da
matriz extracelular (MEC), tais como a fibronectina e colageno, as quais participam
criticamente no desenvolvimento da fibrose cardiaca (KIM e IWAO, 2000).

Enquanto a hipertrofia cardiaca é vista como uma resposta tipicamente
compensatoria que normaliza o estresse na parede ventricular, a hipertrofia
sustentada esta correlacionada com o aumento de incidéncia de doencgas
cardiovasculares e mortalidade (WIKINS e MOLKENTIN, 2002). Inicialmente
adaptavel, a HVE pode progredir ao longo do tempo e, por mecanismos nao
completamente compreendidos, termina freqientemente com disfungéo sistélica
ventricular esquerda e falha cardiaca (FAULX e cols, 2007). A longo prazo, a
hipertrofia do miocérdio torna-se um fator de risco de grande importancia para o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (CARRENO e cols, 2006) e predispfe o
individuo a falhas (PELLIEUX e cols, 2006), arritmia ventricular e atrial (ZHANG e
cols, 2006) e morte subita (BREGAGNOLLO e cols, 2005), devido ao prolongamento
do potencial de a¢do dos miécitos (WIKINS e MOLKENTIN, 2002).

O desenvolvimento da HC e a progressao de doencas rumo a falha cardiaca
incluem, além da hipertrofia dos cardiomidcitos, hiperplasia dos fibroblastos,
alteracdo na composicdo do tecido instersticial e remodelamento ventricular,
independente da etiologia. O remodelamento miocardial inclui alteracdo na
composicao e distribuicdo da MEC, bem como alteragdes na orientagédo espacial de

células e componentes intracelulares. O aumento da sintese e secrecdo das
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proteinas de MEC, tais como, fibronectina, laminina, colagenos | e Ill, ocorre
principalmente pelos fibroblastos e resultam em fibrose cardiaca (LISE e cols, 2000).

Segundo Osler (1901), a hipertrofia cardiaca € compreendida de trés fases: 1)
desenvolvimento da HC do ventriculo esquerdo; 2) fase de compensacdo completa,
na qual o coragdo, mesmo com sua estrutura modificada consegue manter um fluxo
sanguineo tecidual adequado as necessidades metabdlicas teciduais e 3) fase de
perda da compensacdo completa e inicio do desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca congestiva. Em outras palavras, Frey e cols. (2004), também a definiram
em trés estagios: 1) desenvolvimento da hipertrofia, na qual a carga excede o
rendimento; 2) hipertrofia compensatéria, na qual a propor¢do carga de
trabalho/massa € normalizada e a laténcia dos batimentos cardiacos é mantida e 3)
falha cardiaca evidente, com dilatacdo ventricular e declinio progressivo nos
batimentos cardiacos mesmo na continua ativagcdo do programa hipertrofico.

A HVE é uma manifestacdo pré-clinica de doencas cardiovasculares que
fortemente predizem o infarto do miocardio, derrame e morte cardiovascular em
pacientes hipertensos, na populacdo geral e em pacientes com doenga na artéria
coronaria. Os eventos cardiovasculares aumentam entre duas a quatro vezes na
presenca da HVE. (DEVEREUX e cols, 2004). Porém, a HVE é um fator de risco
independente em eventos cardiovasculares (TANIGUCH e cols, 2006). Sua presenca
em humanos contribui de forma independente para a mortalidade e morbidade
cardiovascular, especialmente porque se relaciona a falha do coracdo (FAULX e
cols, 2007).

A HVE é uma adaptacdo muito freqiiente em pacientes hipertensos e em
alguns aspectos ela parece ser um paradoxo. Ela atenua o efeito da sobrecarga de
pressdo que a hipertensdo promove sobre a parede do ventriculo esquerdo e
aumenta a funcdo contratil global do coragéo. Por outro lado, a sua presenca esté
relacionada com o aumento de risco cardiovascular expresso por insuficiéncia
cardiaca e morte subita (SILVA e cols, 2002). A HVE ocorre em 15 a 20% dos
pacientes hipertensos. Quando a HVE é considerada uma variavel continua, ha uma
relacao direta e progressiva entre o risco cardiovascular e o valor absoluto da massa
ventricular (DIAMOND e PHILLIPS, 2005). Diante disso, a redugdo da HC e da
pressdo sanguinea sistémica sdo objetivos importantes na terapia anti-hipertensiva
(TAKAHASHI e cols, 2006). No entanto, nem todas as formas de hipertrofia cardiaca
sdo necessariamente patologicas (HEINEKE e MOLKENTIN, 2006). Condicdes
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atléticas podem estimular o crescimento do coracdo sem gerar consequéncias
deletérias (WILKINS e cols, 2004). O fenbmeno clinico é conhecido como “coracao
de atleta” e definido como hipertrofia fisiologica, a qual é induzida por treinamento de
exercicios regulares que promovem alteracdes no crescimento dos miécitos do
coragdo, porém sdo reversiveis e ndo progridem para a descompensacéo (WIKINS e
MOLKENTIN, 2002). A diferenca entre hipertrofia adaptativa e ndo adaptativa tem
sido descrita ha mais de um século (FREY e cols, 2004).

Como dito anteriormente, a HVE é a complicagdo cardiaca mais comum
causada pela hipertensdo. Porém, tem sido mostrado que a HVE ndo é somente
atribuivel a pressao alta, mas também a fatores humorais, como a angiotensina Il
(Ang Il) e a aldosterona (MATSUMURA e cols, 2006). Mais que 60% da variacdo da
HVE pode ocorrer devido a fatores genéticos independentes da presséo sanguinea.
A maioria parece estar relacionada ao sistema renina angiotensina (SRA), embora
muitas variacfes genéticas identificadas parecem afetar outras vias (DIAMOND e
PHILLIPS, 2005).

1.2 Sistema renina angiotensina

No sistema renina angiotensina classico, como mostra a figura 2, a renina,
uma enzima proteolitica produzida e armazenada no aparelho justaglomerular dos
rins é liberada na circulagdo por meio de estimulos, como a diminui¢cdo do volume de
fluido extracelular, do indice de sddio ou pressdo de perfusdo. A renina liberada
catalisa a geragdo da angiotensina | (Ang I), um peptideo inativo, a partir de seu
substrato natural, o angiotensinogénio (AG) presente em quantidades abundantes
no plasma circulante. A Ang | é rapidamente convertida pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) no octapeptideo Ang Il. Essa conversdo ocorre no plasma
circulante bem como nos tecidos. As angiotensinas podem ser degradadas pelas
angiotensinases, presentes nos tecidos e no plasma circulante (SONNENBLICK e
cols, 1989).
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NH, _ Asp.Arg.Val.Tir.lle.His.Pro.Fen.His.Leu.Val.lle.His.Tre.Glu — R (AG)

l Renina

NH, _ Asp.Arg.Val.Tir.lle.His.Pro.Fen.His.Leu (Ang )

l ECA

NH, _ Asp.Arg.Val.Tir.lle.His.Pro.Fen (Ang Il)

Figura 2. Esquema do sistema renina angiotensina classico.

Estudos prévios mostram que inibidores da ECA previnem a progressao e
induzem regressdo da hipertrofia cardiaca em pacientes hipertensos. Em modelos
animais experimentais os componentes do SRA, incluindo AG e a ECA, estdo
elevados no coragao hipertrofiado. A ativagdo do SRA, resultando em elevacédo da
pressdo sanguinea, tem papel principal nas patogéneses da hipertenséo,
aterosclerose e hipertrofia cardiaca (GROTE e cols, 2006). O grau de ativacao do
SRA depende principalmente do nivel de produgdo de renina pelos rins e AG pelo
figado. Em condi¢cbes fisiolégicas, a producdo de renina pelo aparelho
justaglomerular aumenta em resposta a diminuicdo do volume extracelular, redugéo
do sodio plasmatico, elevagdo de potassio, ou ainda, secundariamente & queda da
pressdo arterial. A regulacéo fisioldgica da producdo de AG é menos conhecida,
sabendo-se apenas que seus niveis aumentam durante a gravidez ou em resposta
ao uso de anticoncepcionais orais, ou ainda durante a administracdo de doses
elevadas de corticosteréides (MILL e cols, 1997).

A Ang Il € um peptideo importante do SRA e exerce uma enorme variedade
de agbes. Devido a sua contribuicdo fisiologica na fungdo enddcrina, renal e
cardiovascular, bem como seu papel osmoregulatério no sistema nervoso central, a
Ang 1l tem sido envolvida na patogénese da hipertensdo arterial e patologias
cardiovasculares como a HVE, a hipertrofia meédia vascular ou formacdo de
neointima e alteragbes estruturais do rim e coragdo, como nefroesclerose e
remodelamento pds-infarto (MANCIA, 2000). Possui varias agfes detrimentais como
vasoconstricdo e elevacdo da pressdo sanguinea, aumento da liberacdo de
aldosterona pelo cortex adrenal, aumento de retencdo de sddio e agua pelos rins,

aumento da atividade sinérgica com relacdo as catecolaminas (noradrenalina e
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adrenalina) liberadas pelos neurdnios simpaticos, estimula a proliferacdo celular e a
hipertrofia ventricular esquerda (MANCIA, 2000).

A Ang Il medeia seus efeitos diretamente através dos receptores do tipo 1
(AT,) ou do tipo 2 (ATy). Alguns dos principais efeitos sobre os receptores AT; sao

mostrados na figura 3.

Angiotensina Il

|

) Glandula adrenal
Rim liberagdo de

rgtengéo de sédio  aldosterona Coracéo \clgr?sotfic 50 sC:[;:bro
fibrose inotropia . ¢ -
hipertrofia apetite ao sal

cronotropia
hipertrofia
fibrose

ativacéo simpética
liberagéo de vasopressina

Figura 3. Principais efeitos promovidos pela Ang Il na regido central e periférica mediados pelos
receptores AT,

A Ang Il se liga com alta afinidade nos receptores AT; e AT, 0s quais sao
proteinas transmembranas acoplados a proteina G (AMORE e cols, 2005). O
receptor AT;, em humanos, esta distribuido nos sistemas cardiovascular, renal,
enddcrino e nervoso. Bidpsias de miocardio humano demonstraram que o AT, esta
presente nos midcitos atriais e ventriculares e também nos fibroblastos. Em
roedores, existem dois subtipos funcionais de ATi, 0 ATia € 0 ATig, COM mais de
95% de homologia na sequiéncia de aminoacidos.

A ativagéo do receptor AT, estimula a vasoconstri¢éo, hipertrofia e hiperplasia
de células vasculares e leva a retengdo de sbdio. Outros efeitos fisioldgicos
recentemente descritos incluem a estimulacdo e producdo de espécies reativas de
oxigénio e indugdo de processos fibréticos, tromboticos e inflamatorios, sendo este
tltimo mediado através da transcricdo do fator nuclear kB. Além disso, alguns dos
efeitos do AT; em alguns tipos de células tém sido opostos ao esperado, como por
exemplo, estimular a apoptose (BERRY e cols, 2001). A Ang Il age ainda por meio
do receptor AT; para estimular o crescimento do tecido cardiaco e vascular,
aumentar a deposi¢cédo de colageno e induzir disfuncéo endotelial vascular devido a
diminuic&o da disponibilidade de 6xido nitrico (YOKOYAMA e cols, 2005).
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A segunda maior isoforma de receptor de angiotensina é o AT,. Ele possui
baixa homologia (aproximadamente 34%) com os receptores ATia ou ATig. Sua
expressdo é detectavel no péancreas, coracdo, rins, adrenais, cérebro e vasos
sanguineos. Ja foi detectado nos vasos sanguineos mesentéricos de ratos adultos,
mas ndo em todos os leitos vasculares. O AT, é altamente expresso na fase fetal e
em células endoteliais, mas sua expressdo diminui drasticamente apds o
nascimento. No entanto, em humanos adultos, baixos niveis de expressdo de AT,
aparecem nas artérias aorta e coronaria. Ja € sabido que esse receptor participa
tanto dos processos fisiologicos como em doencas cardiovasculares (WATANABE e
cols, 2005). Dados recentes sugerem que o AT, pode ter papel fisioldgico na
regulacdo da pressdo sanguinea e fungdo renal, contrabalangcando as acgfes
vasoconstritoras e anti-natriuréticas da Ang Il. Em geral, os efeitos cardiovasculares
do AT, parecem ser opostos aos efeitos do AT;, devido as suas agdes de
vasodilatagdo, anti-crescimento celular e apoptose. Novos efeitos fisiologicos
atribuidos ao AT, estdo relacionados a modulacdo da sede, comportamento e
atividade locomotora. H4 necessidade de uma maior compreenséo do papel do AT,
no sistema cardiovascular. Evidéncias sugerem que uma longa estimula¢céo do AT,
resultante do bloqueio do AT, poderia exercer influéncias hipertréficas e anti-
angiogénicas nos tecidos cardiovasculares, especialmente no miocérdio. Os efeitos
fisioldgicos e patologicos do AT: tém sido recentemente revistos, porém, o papel do
receptor AT, no sistema cardiovascular permanece ainda néo esclarecido (PAVEL,
2005).

Embora o SRA tenha sido inicialmente descrito como um sistema circulante,
seus componentes estdo localizados em varios tecidos de relevancia cardiovascular
como o cérebro, coracdo, adrenais e vasos sanguineos (LEVY, 2005; MILL e cols,
1997). Provavelmente, a formagdo de angiotensina local depende, pelo menos em
circunstancias normais, da liberagéo da renina dos rins para a circulagdo. Assim, 0s
tecidos podem regular suas concentragdes locais de angiotensina pela variagdo nos
niveis de renina ou proteinas ligada a renina, niveis de ECA, e densidade de

receptor de angiotensina (LEVY, 2005).
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1.3 SRA cardiaco

Todos os componentes do SRA tém sido encontrados nos cardiomiécitos
(FLEMING, 2006). Fortes dados sugerem que o SRA local e ndo o circulante
participa critcamente na HC induzida pela pressdo alta (KOMURO, 2001).
Evidéncias demonstram que a existéncia dos componentes do SRA no coragao
ocorre provavelmente a partir da sintese local de renina e AG. Dessa forma, os
efeitos da Ang Il no coracdo seriam decorrentes ndo s6 do grau de ativagdo do SRA
enddcrino, mas também desse sistema localizado no proprio coragdo. A Ang I
apresenta multiplas agdes no coracdo, entre elas estdo os efeitos inotropico e
cronotrépico positivo por sua acdo direta nos midcitos cardiacos e pela estimulacao
da liberacdo de norepinefrina dos nervos simpaticos cardiacos (URATA e cols,
1993). Sabe-se que esse efeito inotropico positivo ocorre por aumento do influxo de
calcio durante a excitacdo cardiaca, atuando diretamente em receptores AT; dos
cardiomidcitos. A Ang Il também facilita a transmissdo adrenérgica ligando-se a
receptores pré-juncionais (MILL e cols, 1997). Em resposta a pressdo alta, o
miocérdio secreta substancias vasoativas, entre elas a Ang Il, a qual induz diversas
vias de sinalizacéo intracelular que contribuem para a resposta hipertrofica (SATOH
e cols, 2006). Ela é responséavel pelo aumento da sintese de proteina e o diametro
celular em cultura de miécitos neonatais de rato, processo que leva diretamente a

hipertrofia dos cardiomidcitos (YANG e cols, 2007).

1.4 Vias alternativas para geracéo de angiotensina ll

Ndo se conhece claramente tudo sobre o SRA, e um grande nimero de
informa¢des nos Ultimos anos indicam que varios outros substratos da ECA tém
marcantes efeitos na homeostase cardiovascular e que existem homélogos a ela que
modulam a atividade do SRA classico (FLEMING, 2006).

Embora os niveis de Ang Il circulante diminuam em resposta ao tratamento

agudo com inibidores da ECA, esses niveis tendem a aumentar em pacientes
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tratados por longo periodo (FLEMING, 2006). Portanto, esse fendmeno reforca a
idéia de que Ang | e Ang Il possam ser geradas por outras vias enziméticas. A Ang |
pode ser formada n&o somente por renina, mas por outras enzimas como a
catepsina D, e a Ang | pode ser convertida a Ang Il por enzimas como tripsina,

catepsina G, quimase e tonina, como mostra a figura 4.

Angiotensinogénio

~
Renina lCatepsina D
Angiotensina |
TONINA
Catepsina G
Quimase
ECA Catepsina G
TONINA
_

Angiotensina Il

Figura 4. Vias alternativas para geragéo de angiotensina Il.

Vias independentes da ECA podem representar um importante mecanismo
para a conversdo de Ang | a Ang Il no coracgéo, rins e vasos. No entanto, a
contribuicdo dessas vias alternativas para a geragdo de Ang Il circulante permanece
nao esclarecida (LEVY, 2005). Urata e cols. (1990) descreveram a completa
purificagcdo e caracterizagdo da serina proteinase quimase de coragdo humano,
enzima capaz de gerar Ang Il que pertencente a familia quimase de proteinase de
leucocitos. Acredita-se que a quimase seja responsavel por mais de 80% da geracao
da Ang Il tecidual cardiaca e mais de 60% nas artérias (FLEMING, 2006). Ela pode
representar um importante mecanismo de conversao de Ang | em Ang Il no coragao
humano, rins e vasos, e ser particularmente importante para o desencadeamento de

patologias do coracdo.(BERRY e cols, 2001).
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1.5 Sistema tonina-angiotensina

Em 1974, Boucher e cols. mostraram a presenga de uma nova enzima capaz
de converter Ang | em Ang Il na glandula submandibular de rato e por isso essa
enzima foi denominada B-enzima conversora. Mais tarde Seidah e cols. (1978)
verificaram que essa enzima era capaz de hidrolisar também o AG e o
tetradecapeptideo (TDP), substrato sintético da renina, gerando o octapeptideo Ang
Il. Esta enzima também mostrou ser diferente da renina ou isoreninas teciduais e da
ECA, sendo por isso denominada tonina. Desde entdo, tonina foi purificada e
apresentou ser um polipeptideo de cadeia simples, composto de 272 amino&cidos,
com dez residuos de cisteina, contendo isoleucina e prolina nas posi¢cdes N e C-
terminais, respectivamente. Seu peso molecular € de 28700 Daltons e seu pH 6timo

€ 6,8 quando se utiliza como substrato a Ang | (SEIDAH e cols, 1978).

Essa habilidade da tonina em formar Ang Il a partir da Ang | e em especial
diretamente do AG, além de sua presenca na maioria dos tecidos examinados
sugeriu um papel fundamental para essa enzima na formacdo local da Ang Il
(BOUCHER e cols, 1974). Garcia e cols. (1975), investigaram o efeito de drogas
simpatomiméticas e parassimpatomiméticas na liberacdo da tonina na saliva, e
verificaram que o isoproterenol promoveu um aumento de setes vezes na
concentracdo de tonina e cinco vezes no fluxo de saliva, efeitos que foram inibidos
com uso preévio de propanolol. Esses resultados sugeriram que a presenga da tonina
na saliva do rato era dependente de receptores B-adrenérgicos. Uma possivel
relagdo entre tonina e eletrélitos passou a ser especulada, ja que a estimulagcéo
simpatica da glandula submandibular induziu alteragdes significativas na
concentracdo de eletrélitos na saliva. Por essa glandula ser essencial na ingestéo de
adgua induzida pela hipovolemia sugeriu-sea existéncia de um mecanismo de
controle de volume regulado pela glandula salivar.

Tonina apresenta 75% de homologia na sequéncia de aminoacidos com
calicreina. No rato, essas duas enzimas estdo presentes em locais comuns como
glandula submandibular, rins e cérebro. Lopes e cols. (1997) mostraram que
atividade tonina, calicreina e angiotensinases estao presentes em varias regides do

cérebro de rato que participam no controle da pressdo sanguinea e homeostase de
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fluidos bioldgicos, mostrando a existéncia de vias alternativas para a liberagcdo de

Ang Il e cininas em algumas estruturas do cérebro desses animais.

Araujo e cols. (2002), demonstraram que a administracéo
intracerebroventricular de tonina em rato estimulou a ingestdo de agua, o apetite ao
sal e produziu uma elevacéo na pressao arterial e frequéncia cardiaca. Tais efeitos
foram inibidos por administracdo prévia de losartan, sugerindo assim a formacéo de

Ang Il in vivo pela tonina.

Tonina esta presente em diversos 6rgdos como o cérebro, rins, prostata e
glandula submandibular e até ha pouco tempo ndo havia informacdes sobre sua
presenca no coracdo de rato. Porém, dados recentes mostram que tanto atividade
tonina como seu MRNA estdo presentes no coragdo, sendo 0s maiores niveis
encontrados no atrio. Os dados mostraram ainda que tonina pode estar envolvida
com a hipertrofia desse o6rgdo (BORGES e cols, 2003). Atividade elevada de
conversdo de Ang | em Ang Il foi verificada em coragbes de ratos com HVE
adaptativa (LIEB e cols, 2006).

1.6 Animais transgénicos

Diversas evidéncias para o envolvimento do SRA na modulacdo da estrutura
cardiaca foram obtidas por meio de estudos genéticos (LIEB e cols, 2006). A
tecnologia para produgcéo de modelos de animais transgénicos pela integracao de
seqléncia de genes ja foi estabelecida ha mais de 15 anos. Vérias espécies de
animais j& foram utilizadas, porém a maioria é realizada em camundongos. Bader e
Ganten (1996), descreveram a utilizagdo de ratos transgénicos como importantes
ferramentas para o estudo do SRA e em sua revisdo, Bader (2000) reforgou a
importancia da tecnologia transgénica como instrumento para caracterizagao
funcional de genes de relevancia para regulacdo e patogénese de doencas
cardiovasculares. A tecnologia transgénica permite avaliar o sistema cardiovascular
in vivo, o que vem contribuindo para a descoberta de novos aspectos do SRA.
Portanto, a geragdo de modelos animais permite ampliar o conhecimento sobre a

regulacdo basica do sistema cardiovascular e dos mecanismos envolvidos na
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génese de doengas como a hipertensdo e a HC, a fim de possibilitar a

implementacdo de novas estratégias de terapias para as doengas cardiovasculares.

1.7 Camundongo transgénico tonina

Para uma melhor abordagem dos efeitos fisiolégicos da tonina e com a
finalidade de entender um pouco mais a respeito de sua participagéo no controle da
funcdo cardiovascular, na pressdo arterial e no balanco hidroeletrolitico, um
camundongo (linhagem black-6) que expressa tonina de glandula submandibular de
rato denominado TGM(rTon) foi gerado por nosso grupo, no Departamento de
Biofisica da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP). O animal vem sendo objeto de estudos de caracterizagdo fenotipica,
ainda em fase inicial, e apresentou o transgene expresso em diversos tecidos, sendo
0S maiores niveis no cérebro.

O camundongo TGM(rTon) apresentou tendéncia ao aumento da pressao
arterial e nenhuma alteragcdo na freqUéncia cardiaca. Estes dados sugerem a

participagéo da tonina no processo de formagao de angiotensina Il in vivo.
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2 Objetivos

2.1 Geral

Considerando os dados pré-existentes, que mostram que tonina in vitro €
capaz de liberar angiotensina Il, e que esta enzima pode estar envolvida no
processo de hipertrofia cardiaca, pretendemos induzir e estudar a resposta
hipertréfica cardiaca em camundongo transgénico que expressa tonina de rato pelo

tratamento com isoproterenol, um agonista [-adrenérgico.

2.2 Especificos

Pretendemos submeter os animais TGM(rTon) e seu controle, o animal

selvagem, ao tratamento com isoproterenol, e em cada estrutura cardiaca:

Analisar a resposta hipertréfica cardiaca desse modelo experimental;
Determinar a expresséo do mRNA tonina;

Determinar os niveis de atividade tonina-simile;

0D P

Determinar os niveis de atividade da enzima conversora de angiotensina
(ECA).
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3. Método

3.1 Animais

Foram utilizados 69 camundongos machos, adultos (12 semanas), pesando
em torno 25 a 30 g, sendo 34 TGM(rTon) e 35 selvagens, provenientes do biotério
da Universidade de Mogi das Cruzes. Os animais foram genotipados quatro
semanas ap0s o nascimento, classificados em transgénicos tonina (positivos que
possuem o transgene do rato) ou selvagens (negativos para o gene da tonina de
rato), mantidos em caixas com temperatura ambiente, comida e 4gua a vontade. O
trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em Manipulagdo e Experimentag&o
Animal (CEMEA) (anexo A).

3.2 Anticorpos

O anticorpo anti-Ang Il utilizado no radioimunoensaio (RIE), apresentando
titulo de 1/4000 foi produzido no laboratério de Biofisica do Departamento de
Fisiologia e Biofisica da UFMG, conforme o método proposto por Lemos (1991). O
anticorpo anti-tonina de rato também foi produzido neste laboratério utilizando-se
tonina isolada de glandula submandibular de rato conforme método proposto por
Araujo e cols. (1991).

3.3 Iniciadores

Os iniciadores utilizados nas reacdes em cadeia da polimerase foram os

seguintes:
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Para genotipagem dos animais:
Tonex 3 5- AGGTGGTGTGAAGGTTATCG-3
Tonex 4 5- CCTCCTTCCATCTCTCCTGC-3

Para determinacao dos niveis de mRNA da tonina:
Tonin 52 5-ACCTGAACCATGTGGCTCC-3
Tonin 3 5-CATGGTGGGTTTTATTGAGAC-3’

Beta-actina de camundongo:
5-CGAGGCCCAGAGCAAGAGAG-3
5-AGGAAGAGGATGCGGCAGTGG-3

3.3 Genotipagem dos camundongos

3.3.1 Extragcdo de DNA

Para a obtengdo do DNA genbmico foi retrado um pedago de
aproximadamente 0,5 cm da cauda dos camundongos. Cada pedaco de cauda foi
colocado em um tubo eppendorf de 1,5 mL, e em seguida foram adicionados 80 pL
de tampé&o tris-HCI 100 mM pH 8,5 contendo NaCl 200 mM e SDS 0,2%, e 8 uL de
proteinase K 10 pg/ mL. As amostras foram incubadas a 55°C, sob agitagéo de 550
rpm, por aproximadamente 14 horas. Em seguida foram incubadas a 95°C durante
10 minutos. Em cada amostra foram adicionados 700 pL de TE (tris-HCI 10 mM pH
7,4 contendo EDTA 1 mM) e 8 pL de RNAse 4 mg/mL. Novamente as amostras
incubadas por 10 minutos a 37°C. Posteriormente estas amostras foram utilizadas

para a reacao em cadeia da polimerase (PCR).
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3.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase

Para a identificagdo dos animais geneticamente modificados foi utilizada a
técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Para isto, 1 pL (~0,8 ng de DNA)
das amostras foi incubado, a 37°C, com iniciadores especificos para o gene da
tonina (tonex 3 e tonex 4). Para a reagdo também foram utilizados 2,0 yL de tampéao
de PCR 10x, 0,6 pL de MgCl, 50 mM, 0,8 pL de dNTPs 10 mM, 1,0 pL de cada
iniciador 50 ng/uL, 0,2 pyL de Taq DNA polimerase 5 U/uL. O volume foi ajustado
para 20 pL com HO Milli-Q esterilizada. As amostras foram colocadas no
termociclador e submetidas a 36 ciclos de amplificacdo, nas seguintes condig¢des:
94° C por 3 minutos para desnaturagédo do DNA, 94° C por 1 minuto, 56° C por 45
segundos para anelamento dos iniciadores e 72° C por 1 minuto para extensédo. No
final do ultimo ciclo, as amostras foram incubadas a 72° C por 7 minutos a fim de
garantir a extensado completa dos produtos amplificados. Os produtos da PCR foram

analisados em gel de agarose 1%.

3.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Para a preparacao do gel foram utilizados 40 mL de uma solu¢éo de agarose
1% e 16 pL de brometo de etidio 50 pg/mL. Esta mistura foi colocada em cubas
horizontais de eletroforese para polimerizagéo, contendo tampéao TAE (tampé&o Tris-
acetato de sédio 0,04 M contendo EDTA 1 mM, pH ajustado para 7,2). Foram
aplicados 10 pL do produto amplificado e 3 pL de tampé&o de amostra em cada po¢o
do gel. A corrida foi realizada em aproximadamente 30 minutos a uma voltagem
constante de 100 V.
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3.4 Hipertrofia cardiaca

3.4.1 Desenvolvimento da hipertrofia cardiaca

Para obter o modelo de HC foi utilizado um agonista -adrenérgico classico, o
isoproterenol (ISO) (JAFFRE e cols, 2004). Os animais TGM(rTon) e selvagens
foram subdivididos em dois grupos: os tratados com isoproterenol (ISO) (n = 34) e os
que receberam somente veiculo (CT) (n = 35). A hipertrofia cardiaca foi
desenvolvida nos animais do grupo ISO tanto nos animais transgénicos como nos
selvagens através do tratamento com inje¢Bes subcutaneas do isoproterenol 20
mg/kg/dia. A droga foi diluida em 6leo de soja (20 mg/0,1 mL), sonicada por
aproximadamente 30 minutos e injetados 0,1 mL por dia durante sete dias
consecutivos. Os animais do grupo CT receberam somente inje¢do de 6leo de soja
seguindo os mesmos padrdes do grupo tratado. Os animais foram pesados antes e

apds o tratamento para verificacdo de possiveis alteracdes na massa corporal.

3.4.2. Dissecacéo das estruturas do coracéo

No oitavo dia ap6s o tratamento, os animais foram sacrificados através de
deslocamento cervical para excisdo dos coragbes e verificacdo da hipertrofia
cardiaca. O coracao foi rapidamente removido, lavado com solugéo salina (NaCl
0,9%) e as estruturas cardiacas separadas em atrios [direto e esquerdo (AT)],

ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE)].
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3.4.3. Dissecacéo datibia

Apos dissecacgédo das estruturas do coragdo, a tibia esquerda de cada animal
foi removida e dissecada para servir como parametro na verificacdo da HC. A
medi¢do do comprimento da tibia foi feita com o uso de um paquimetro. A raz&do
entre o peso do coracdo total e de cada estrutura cardiaca separada (mg) e o
comprimento da tibia (cm) (FREUND e cols, 2005; JAFFRE e cols, 2004) foi
determinada para estimar a ocorréncia da hipertrofia cardiaca induzida pelo

tratamento com isoproterenol.

3.5. Niveis de expressao

3.5.1. Extracao de RNA total

Todas as solugdes utilizadas nesta etapa foram preparadas com &gua
contendo dietilpirocarbonato (DEPC). Toda a vidraria foi lavada com agua DEPC e
submetida & esterilizacdo. O reagente TRIzol (Life Technologies) foi utilizado de
acordo com o protocolo fornecido pelo manufaturador. Quatro animais TGM(rTon)
foram sacrificados e os tecidos cardiacos separados foram congelados a -80°C (AT,
VD e VE) Posteriormente foram homogeneizados na proporgéo de 0,1 g de tecido
para 1,0 mL de TRIzol. Ap6s homogeneiza¢gdo, as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 5 minutos para completa dissociagdo de complexos
nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio a cada
amsotras, as quais foram incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos e
centrifugadas a 10.000xg por 15 minutos a 4°C. Apds centrifugagdo, ocorreu
separacgdo de trés fases, sendo a fase aquosa a que contém a mistura de RNAs.

Coletou-se esta fase e a ela foram adicionados 0,5 mL de alcool isopropilico para a
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precipitacdo do RNA total. As amostras foram entdo incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de etanol 75%.
Apos a lavagem do sedimento com etanol 75% com agitagdo suave, as amostras
foram centrifugadas a 5.000xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento, apds secagem, ressuspenso em agua-DEPC. A concentracdo do RNA

nas amostras foi determinada espectrofotometricamente, através da equacao:

C (ng/mL) = Azeo X FD x 40

Sendo: Az, a absorbéncia a 260 nm; FD, fator de diluicéo e 40 o coeficiente
determinado considerando-se o coeficiente de extingdo para RNA. Portanto, um
valor de absorbancia igual a 1, para solugdo contendo RNA fita simples,

corresponde a concentragao 40 pg/mL.

3.5.2. Transcricao reversa

Para a reagao da transcricao reversa (RT) utilizamos o kit da Promega para
sintese da primeira fita (cCDNA). Amostras contendo 2 pg de RNA total foram
incubadas em um volume final de 20 pL de reacgédo, constituida de 4 pL de tampéo
5x (tris-HCI 254 mM pH 8,3, KCI 375 mM, MgCl, 15 mM, DTT 50 mM), 2,5 uL de
dNTPs (10 mM), 1,0 uL de M-MULV (transcriptase reversa - Invitrogen), 1,0 puL de
random hexamer primer (50 U/uL), 1,0 pL de inibidor de RNAse (10 U/uL) e agua
DEPC para completar o volume final. Utilizando-se de um aparelho termociclador da
MJ Research (PTC — 100), esta mistura foi submetida & temperatura de 20°C por 10

minutos, 42°C por 45 minutos, 95°C por 5 minutos e 4°C por 10 minutos.
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3.5.3. Reacdo em cadeia da polimerase e eletroforese

O produto da reacdo da RT (cDNA) foi submetido & amplificagéo pela reacao
em cadeia da polimerase (PCR), em 25 pL de reacdo, constituida de 2,5 pL de
tampé&o de PCR 10x (tris-HCI 20 mM pH 8,4 contendo KCI 50 mM), 1,25 pL de MgCl,
50 mM, 1,0 mM de dNTPs, 10 pmol de cada iniciador, 0,25 pL de Tag polimerase
(0,3 U) e agua milliq. As amostras foram submetidas a 36 ciclos de amplificacdo
através do seguinte protocolo de incubacéo: 94°C por 3 minutos para desnaturacao
do DNA, 95° C por 1 minuto, 56°C por 45 segundos para anelamento dos
iniciadores, e 72°C por 1 minuto para extensdo. Ao final deste uUltimo passo, as
amostras foram incubadas a 72°C por 7 minutos para assegurar 0 Processo
completo de extensdo. O mesmo procedimento foi realizado com todas as amostras
utilizando iniciadores para beta-actina de camundongo, a fim de utilizar este
resultado para comparagdo da intensidade da expressdo. Os produtos de PCR

foram analisados em gel de agarose 1%.

3.6 Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA)

A determinagéo da atividade da ECA nas estruturas cardiacas foi realizada
utilizando o substrato de supressao intramolecular de fluorescéncia contendo Abz
(acido orto-aminobenzéico) na extremidade N-terminal e Dnp acoplado ao grupo &-
amino do residuo de lisina (Abz-FRK(Dnp)P-OH), que foi sintetizado pela
metodologia da fase solida (BARLOS e cols, 1989), e gentilmente fornecido pela Dr2
Adriana Carmona, do Departamento de Biofisica da UNIFESP.

Doze animais foram sacrificados e suas estruturas do coragao (AT, VD e VE)
foram homogeneizadas em tamp&o de homogeneizagéao (tris 0,1 M contendo NaCl
0,3 M, Triton X-100 0,2%, pH 7,2) na propor¢cédo de 4 mL para cada 1 g de tecido.
Apo6s centrifugacdo a 10.000xg por 10 minutos, amostras do sobrenadante,
contendo de 50 a 100 pg de proteina foram incubadas com 15 pL do substrato Abz-
FRK(Dnp)P 10 pM, em tampao tris-HCI 100 mM contendo NaCl 50 mM e 10 puM de
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ZnCly, pH 7,0 em volume final de 2 mL, na auséncia ou na presenca do inibidor da
ECA, captopril 2 pM. A hidrélise do substrato, a 37°C, foi acompanhada pela leitura
da fluorescéncia em fluorimetro Hitachi F-2500, com excitacdo a 320 nm e emissao
a 420 nm, com abertura de 5/5 a 700 V. Como controle da reacdo, a variacdo da
fluorescéncia foi determinada na auséncia da amostra. A atividade da ECA para
cada tecido foi calculada dividindo-se o valor da fluorescéncia pelo coeficiente de
extingdo do grupamento Abz, igual a 12828 M'cm™ e expressa como atividade

especifica (moles de produto formado por minuto por miligrama de proteina).

3.7 Atividade tonina-simile

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no laboratério de Biofisica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com auxilio da Profa Dra Mércia de

Paula Lima, do Depto de Enfermagem Bésica da Escola de Enfermagem da UFMG.

3.7.1 Incubacéao

Para determinac&o da atividade tonina-simile, os animais foram sacrificados e
os tecidos cardiacos foram retirados e homogeneizados na proporcao de 1 g de
tecido para 4 mL de tamp&o de homogeneizacéo, constituido de solucéo sacarose
250 mM contendo os seguintes inibidores a 10 mM (O-fenantrolina, EDTA,
tetrationato de sodio e 2,2-dipiridil) e pH ajustado para 7,0. Amostras do
sobrenadante do homogenato de cada estrutura do coragao, contendo 2 ug de
proteina, foram incubadas com 5 pg do substrato tetradecapeptidico sintético
correspondente a porgédo N-terminal do AG. O volume final foi ajustado para 180 pL
com adicdo de tampéao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 contendo os inibidores
descritos acima. A angiotensina Il liberada no meio de incubacédo foi determinada
atraves de radioimunoensaio (GUALBERTO e cols, 1992).
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3.7.2 Radiomarcacgéo da angiotensina ll

Para a radiomarcagdo da angiotensina Il utilizamos o método proposto por
Nielsen e cols, (1971), no qual emprega-se a cloramina T como agente oxidante.
Para cada 50 pg de Ang ll, que foi dissolvida em 10 pL de tampé&o fosfato de sodio
0,5 M pH 7,4, foram adicionados 1,0 mCi de 125 e 50 Hg de cloramina T dissolvida
em 500 pL de tampéo fosfato 0,5 M pH 7,4. Ap6s um minuto de reacao e agitagao
em vortex, a mesma foi interrompida pela adi¢édo de 150 pL de uma solugéo de &cido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v). A purificacdo da Ang Il monoiodada foi realizada
utilizando-se de coluna de fase reversa (MinoRPC) em sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A coluna foi eluida com uma solu¢éo de acetonitrila 25%
(viv) em TFA 0,1% (v/iv) num fluxo de 1,0 mL por minuto. A radioatividade das
fracdes coletadas foi determinada por meio de um cintilador gama. Em seguida foi
determinada a capacidade de ligagdo das fracbes obtidas na cromatografia,
incubando-as com o anticorpo anti-Ang Il por um periodo de 18 horas a temperatura
de 4°C. A capacidade de ligagcédo foi determinada pela relacédo Bo/T, sendo Bo a
radioatividade ligada ao anticorpo e T a radioatividade total utilizada na incubagéo.
As fracdes que apresentaram capacidade de ligagdo entre 25 e 50% foram
estocadas a -20°C e utilizadas para a realizacdo dos ensaios para verificagdo de

atividade tonina simile.

3.7.3 Radioimunoensaio para angiotensina ll

Utilizamos solugéo padrédo estoque de Ang Il, em torno de 10° M, que foi
diluida seriadamente até uma faixa de concentracdo de 10® a 10 M, como mostra
a tabela 1, em tampéo fosfato de sédio 0,02 M contendo gelatina 0,1% (p/v), azida
sédica 0,1% (p/v), NaCl 150 mM e EDTA 1 mM e pH ajustado para 7,4 (tampéo
RIE), para a contrugédo da curva padrdao mostrada na figura 4. As amostras foram
ensaiadas em triplicatas e os padrdes de angiotensina em duplicata. O volume de

angiotensina padréo foi pipetado a cada tubo da curva, onde variou de 40 a 240 pL.
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A angiotensina marcada (***I-Ang Il) foi inicialmente diluida em tampéo RIE de modo
a ser obtido aproximadamente 7000 cpm em 100 pL de solugcéo. Desta solugéo
foram pipetados 100 pL em cada tubo do ensaio. A seguir, 50 pL das amostras
(diluidas 50 x) provenientes das incubacdes prévias, como descrito anteriormente,
foram pipetadas em triplicatas. ApOs esta etapa, foram pipetados 100 pL de
anticorpo anti-angiotensina Il (diluido 1/4000) em todos os tubos do ensaio, exceto
nos referentes a ligagdo nédo especifica (LNE) e total. O volume de cada tubo foi
ajustado para 500 pL com tampdo RIE. Apés agitagdo dos tubos, estes foram

incubados a 4°C por 20 horas. Transcorrido este periodo, fizemos a separacdo da
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Tabela 1. Componentes utilizados para construgédo da curva-padrao do
radioimunoensaio.

Ang Il ndo marcada  *Ang II-I"”™  **Anticorpo  Tampé&o Volume
(M) final
1,0x 10°® 100 pL 100 pL 180 pL 500 pL
5,0x107° 100 pL 100 pL 60 pL 500 pL
2,5x10° 100 pL 100 pL 252 L 500 pL
1,0 x 10° 100 pL 100 pL 220 pL 500 pL
6,0x 10°%° 100 pL 100 pL 100 pL 500 pL
3,0x10™1° 100 pL 100 pL 260 pL 500 pL
1,5 x 10 100 pL 100 pL 220 pL 500 pL
0,75x 10° 100 pL 100 pL 100 pL 500 pL
BO 100 pL 100 pL 300 pL 500 pL
LNE 100 pL - 400 pL 500 pL
TOTAL 100 pL - 400 pL 500 pL

*7.000 cpm/100 pL; **Anticorpo diluido 150 vezes.

Os resultados foram projetados em papel log-logit (figura 5) para extrapola¢éo

dos valores referentes as amostras.
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Figura 5. Curva padréo do radioimunoensaio.
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3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A corrida eletroforética foi efetuada a temperatura ambiente, com o tampé&o de
corrida (Tris-HCI 120 mM contendo SDS 17 mM e glicina 93 mM) e tens&o constante
de 100 volts durante duas horas. O gel de poliacrilamida, na concentracdo de 12,5%,
foi preparado conforme o método descrito por Laemmli (1970). A corrida
eletroforética foi efetuada em temperatura ambiente, com tamp&o Tris-glicina 0,02 M
(pH 8,3), tanto para o anddo quanto para o catddo e tensdo constante de 100 volts

durante 50 minutos.

3.8.1 Preparacéo do gel

O gel de corrida foi constituido de uma solucdo de acrilamida-bisacrilamida a
12,5% em tampéo tris-HCI 0,375 M, pH 8,8, contendo SDS 0,1%. Foi acrescentada
uma solugédo de persulfato de amonio a 10% e TEMED puro, que s&o 0s agentes
responsaveis pela polimerizagdo, em quantidades suficientes para concentracdo
final destes reagentes em torno de 1%. O gel de concentrag&o, constituido a partir
de uma solucdo de acrilamida-bisacrilamida 5% foi preparado de forma idéntica,

sendo utilizado tampé&o tris-
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3.9 Eletrotransferéncia

Apos a corrida, foi realizada a transferéncia de proteinas para a membrana de
nitrocelulose Hybond-C, a 20 mA, pernoite, sendo a miliaperagem duplicada na
ltima hora. A membrana foi incubada com tampéo fosfato de s6dio 35 mM contendo
150 mM de NaCl (PBS) e tween-20 0,3% (PBST) por uma hora a temperatura
ambiente. Em seguida foram realizadas trés lavagens com PBST (tween 0,05%) de
5 minutos cada, sob agitacdo. Apds as lavagens a membrana foi incubada com
anticorpo anti-tonina, por duas horas, a temperatura ambiente. Novamente a
membrana foi lavada por trés vezes com o PBST 0,05% e incubada com IgG anti-
IgG de coelho conjugada a peroxidase, por uma hora a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Em seguida a membrana foi lavada novamente trés vezes com 0 mesmo
tampéo, e duas lavagens com PBS. A revelagéo foi realizada com diaminobenzidina
0,05%, cloronaftol 0,025% (p/v) e perdxido de hidrogénio a 0,0125% (v/v).

3.10 Dosagem de proteina

A concentragdo de proteina das amostras provenientes dos homogenatos foi
estimada utilizando-se o reagente Proteoquant (Proteobrés, SP), segundo método
proposto por Bradford (1976). Como padréo utilizamos soroalbumina bovina (BSA).
Um volume de amostra que variou de 10-100 pL foi pipetado em tubo de ensaio,
sendo que o volume final sempre foi ajustado para 100 pL com agua. A seguir, foi
pipetado 1,0 mL da solugdo do reagente Proteoquant. A mistura dos tubos foi
agitada em vortex e apos um periodo de repouso de 20 minutos a leitura foi

realizada a 595 nm.
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3.11 Analise dos dados

As analises dos dados de todos os grupos foram baseadas no test “t” ndo
pareado. Foi adotado para todos os experimentos um p < 0,05 como nivel de
significancia. Todos os resultados estdo apresentados na forma de média * erro

padréo.
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4. Resultados

4.1 Genotipagem

Ap0s extracdo de DNA de pedaco de cauda dos animais e reagdo em cadeia da
polimerase, os produtos da PCR foram aplicados em eletroforese para determinar o
tamanho e assim definir o gendétipo do animal. Foi utilizado gel de agarose 1%. O
fragmento esperado de 215 pb foi observado apés revelacdo do gel de agarose,
confirmando a presencga do gene tonina no genoma dos camundongos considerados
positivos. A agarose foi escolhida devido a facilidade na manipulacdo e rapidez dos
resultados. A figura 6 abaixo mostra os resultados obtidos em um experimento que

envolveu 30 animais.

7 8 9 10 11 12

M <
il =

215pb — A — e —215pb

M 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 M 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 6. Géis de agarose 1% mostrando os produtos de PCR de amostras provenientes de animais
considerados transgénicos e selvagens. M, marcador de massa molecular. O produto esperado,
correspondente ao fragmento do gene da tonina apresenta 215 pb. Os nimeros na parte superior
correspondem aos animais testados.

Destes, 15 mostraram-se positivos para o transgene da tonina do rato e 15
negativos. A partir da verificacdo e classificagdo dos dois grupos, transgénicos
(TGM(rTon)) e selvagens (WT), os animais foram submetidos a cruzamentos para

obtenc&o de numero suficiente para a realizacado dos experimentos.
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4.2 Hipertrofia cardiaca

Tanto no inicio como no final do tratamento, todos os animais foram pesados
para verificar se houve variagdo na massa corporal. A figura 7 apresenta os valores
da massa corporal dos animais WT (n = 32) e (TGM(rTon)) (n = 21) no inicio e fim do
tratamento. Os dados dessa figura estdo na tabela 4 (apéndice A). N&o observamos

alteracao significativa da massa corporal dos animais pelo tratamento.
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Figura 7. Massa corporal dos animais tratados com isoproterenol (Iso) ou com 6leo (C) no inicio (I) e
no término (T) do tratamento. A = WT e B = TGM(rTon). Os dados foram expressos como a média
epm.

Os animais selvagens apresentaram aumento significativo na massa cardiaca
apos o tratamento com isoproterenol. A figura 8 mostra os resultados obtidos em
termos de massa especifica (relagdo massa da estrutura cardiaca/comprimento da
tibia) para as diferentes estruturas do coracdo nos dois grupos, selvagem e
TGM(rTon), antes e apds tratamento com isoproterenol. Os comprimentos das tibias
para os animais tratados com ISO foram 1,55 + 0,01 cm e 1,56 + 0,01 cm, para
TGM(rTon) e WT respectivamente. Os valores observados quando os animais foram
tratados com o6leo sé&o 1,60 + 0,02 cm e 1,62 + 0,01 cm, respectivamente para
TGM(rTon) e WT.

Quando consideramos a massa especifica, observamos em algumas
estruturas, aumento significativo quando comparamos o0s dados obtidos entre

animais tratados com isoproterenol e o grupo controle, ou seja, tratado com 6leo. Os
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valores obtidos e que foram utilizados na construcdo da figura 8 estdo apresentados
na tabela 5 (apéndice B).

Apés o tratamento com isoproterenol observamos aumento significativo da
massa especifica cardiaca total e do ventriculo esquerdo nos animais WT. Ja os
animais TGM(rTon) apresentaram aumento da massa especifica somente nos atrios
do animais tratados com ISO quando comparados ao grupo controle.

Apos tratamento com ISO, a massa cardiaca total especifica do grupo
transgénico mostrou-se significantemente menor que a observada para o WT (82
3,2 mg/cm vs 91,5 + 3,1 mg/cm, respectivamente). Observamos uma maior diferencga
nas massas especificas cardiacas entre grupo tratado e controle para o animal WT
que apresentou aumento de 7,7 mg/cm na massa especifica do coracao total,
quando comparado com o aumento de 1,3 mg/cm verificado para o grupo
TGM(rTon). Ou seja, aparentemente o animal TGM(rTon) apresenta maior

resisténcia a desenvolver hipertrofia quando comparado com o animal selvagem.
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Figura 8. Relagdo entre a massa de cada estrutura cardiaca corrigida pelo comprimento da tibia
(mg/cm) dos animais dos grupos tratado com 6leo (CT) e tratado com isoproterenol (ISO). A, grupo
WT e B, TGM(rTon). Os dados foram expressos como a média epm. *p < 0,05 vs 6leo. CO, coragéo
inteiro; AT, atrios; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo.

Com relacéo aos atrios, a massa especifica para o grupo WT nao foi diferente
considerando-se os tratamentos, mas para 0 grupo transgénico o valor obtido para o
tratamento com I1SO é significativamente maior (3,61 + 0,14 mg/cm vs 5,07 + 0,40

mg/cm, 6leo vs ISO, respectivamente).
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O aumento de massa total do coracdo devido ao tratamento, observada para
0s animais selvagens, ocorreu principalmente devido ao maior desenvolvimento da
hipertrofia do ventriculo esquerdo. Enquanto que no grupo WT o tratamento com ISO
elevou significativamente a massa especifica do VE (60,54 + 1,28 mg/cm vs 65,7 +
1,97 mg/cm, 6leo vs ISO, respectivamente), no animal transgénico, os dados
novamente mostram protecdo contra a hipertrofia, sendo que os valores nédo sao
diferentes estatisticamente (57,27 + 1,53 mg/cm vs 58,03 + 2,07 mg/cm, 6leo vs ISO,

respectivamente).

4.3. Andlise de expressdao mRNA tonina

Os niveis de mRNA da tonina no coracao foram verificados somente entre os
grupos CT e ISO dos animais TGM(rTon). ApGs a extracdo de RNA total de cada
estrutura separadamente a andlise foi feita pela técnica de RT-PCR. Os resultados
estdo apresentados na figura 9. Embora em intensidades diferentes, a banda de 740
pb, referente ao cDNA do gene da tonina de glandula submandibular de rato esta
presente em todas as estruturas estudadas.

CT ISO

AT VD VE AT VD VE Brt Bpcr

Tonina 740 pb »

B-Actina 500 pb -

Figura 9. RT-PCR para tonina e B-actina das estruturas do coracdo dos animais TGM(rTon) tratados
com Oleo (CT) ou com isoproterenol (ISO). AT: atrios; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo;
Brt: branco do RT; Bpcr: branco do PCR.
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Pela figura 8 podemos observar que a banda da beta actina apresenta-se
com intensidade semelhante para todas as estruturas. Desta forma podemos
concluir que os niveis de mRNA tonina nas diferentes estruturas cardiacas sao
diferentes. No animal tratado com o6leo (CT), os niveis de mRNA tonina foram
maiores no VE, niveis semelhantes aos encontrados no VE do animal tratado com
ISO. Alteracdes significativas nos niveis de mRNA tonina foram observadas para o
AT e para o VD. Enquanto que para os atrios os maiores niveis foram observados
para o animal tratado com 6leo, para o ventriculo direito ocorreu o inverso, onde 0s

niveis sdo muito maiores para o animal tratado com ISO.

4.4 Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA)

Os niveis da atividade da ECA foram determinados em todas as estruturas
cardiacas nos animais WT e TGM(rTon) submetidos ao tratamento com ISO e com
Oleo, os controles. A tabela 2 apresenta os valores obtidos para os animais WT e
mostra que 0s maiores niveis de atividade foram encontrados nos atrios e
diminuiram significativamente nessa estrutura em funcdo do tratamento. As outras

estruturas ndo apresentaram alteragdes significativas.

Tabela 2. Atividade da ECA em estruturas cardiacas dos animais WT.

Estrutura Oleo ISO
AT 4,33 x 10°+ 0,02 2,93x10°+0,15 *
VD 0,73 x 10® £ 0,04 1,60 x 10°+ 0,35
VE 1,57 x 10° £ 0,22 1,39 x 10° + 0,27

Os valores sdo expressos em moles de produto formado/mim/mg de proteina. Os dados foram
expressos como a média epm. *p < 0,05.

Assim como os animais WT, os animais TGM(rTon) apresentaram alteracdes
significativas da atividade ECA somente nos atrios, mas de forma contraria, a

atividade se elevou apdés o tratamento. As outras estruturas também néo

apresentaram alteragdes significativas (tabela 3).
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Tabela 3. Atividade da ECA nos animais TGM(rTon).

Estrutura Oleo ISO
AT 2,28 x 10™ + 0,07 3,75x 10> £ 0,25 *
VD 0,88 x 10 + 0,02 1,24x 10° +0,31
VE 0,83x10°+0,12 0,98 x 10°+ 0,12

Os valores sdo expressos em moles de produto formado/mim/mg de proteina. Os dados foram
expressos como a média epm. *p < 0,05.

Todas as amostras, tanto do grupo WT como TGM(rTon), ao serem

incubadas com captopril apresentaram 100% de inibicdo da ECA.

4.5 Atividade tonina-simile

Embora tenha sido verificado, através do mRNA, que o transgene esta
expresso nas diferentes estruturas do coracao, isto ndo significa necessariamente
gue a tonina, mesmo que expressa em determinada estrutura, esteja na forma ativa,
ou seja pode ndo haver necessariamente correlacdo entre os niveis de mRNA e
atividade tonina em um determinado tecido. Por isso, decidimos medir os niveis de
atividade tonina-simile em cada uma dessas estruturas, tanto em animais WT como
TGM(rTon). Esta atividade foi determinada incubando-se as amostras com o
substrato tetratecapeptideo sintético (TDP) correspondente a por¢do N-terminal do
angiotensinogénio, e a Ang Il liberada foi quantificada por RIE. Os resultados da
atividade especifica obtidos para as diferentes estruturas (AT, VD e VE) dos
camundongos WT e TGM(rTon) estao apresentados na figura 9.

A figura 10 foi construida com os dados apresentados na tabela 6 em
apéndice C. Comparando-se os niveis de atividade tonina-simile nas diferentes
estruturas dos animais dos dois grupos, WT e TGM(rTon), observamos, para
animais que receberam tratamento com 06leo, que 0s niveis nos atrios sdo maiores
para o animal transgénico. Para as demais estruturas os niveis sdo semelhantes. O
tratamento com 1SO n&o alterou significativamente os niveis da atividade tonina em
qualguer uma das estruturas do animal transgénico. Para o animal selvagem, o
tratamento levou a reducgdo significativa dos niveis de atividade no ventriculo

esquerdo.
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Atividade tonina-simile x 10 10

0,0
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Atividade tonina-simile x 10 10

AT VD VE

Figura 10. Atividade tonina-simile expressa em moles de Ang Il liberados por minuto e miligrama de
proteina das estruturas cardiacas provenientes de WT (A) e TGM(rTon) (B), tratados com 1SO ou
6leo (CT). Os dados foram expressos como a média epm. *p <0,05.

4.6 Western blot

Utilizando anticorpo especifico para tonina de glandula submandibular de rato,
analisamos a imunoreatividade tonina presente no homogenato de cada estrutura
cardiaca dos animais WT e TGM(rTon) e seus respectivos controles. A figura 11
mostra o resultado obtido para todas as estruturas, onde se pode observar em

algumas canaletas a banda de 28 kDa, correspondente a tonina.
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SELVAGEM TGM(rTon)
CT ISO cT ISO

AT VD

Figura 11. Imunoreatividade a tonina de amostras de proteinas de homogenato das estruturas
cardiacas determinada utilizando-se de anticorpo anti-tonina.

Pode-se observar pela figura 11 que a banda esta ausente nos atrios dos
animais tratados com 6leo em ambos grupos, selvagem e TGM(rTon) e aparece
nesta estrutura dos animais tratados com ISO, novamente em ambos grupos. O
tratamento com ISO levou a uma reducdo na intensidade da banda no ventriculo
esquerdo do animal selvagem. O maior aumento foi observado no ventriculo direito

dos animais TGM(rTon) pelo tratamento com ISO.
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5 Discussao

A presenca da hipertrofia ventricular esquerda em humanos contribui
fortemente para morbidade e mortalidade. Ela ocorre em resposta a sobrecarga de
pressédo crbnica vista em doengas cardiacas e hipertensdo. Inicialmente adaptativa,
a HVE pode progredir continuamente e, por mecanismos ainda ndo completamente
elucidados, frequentemente termina com disfungdo ventricular esquerda e falha
cardiaca evidente (FAULX e cols, 2007).

Um crescente conjunto de evidéncias indica que o SRA local possui
importante papel no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Todos os
componentes do SRA, tais como angiotensinogénio, renina e ECA, tém sido
identificados no coragéo, tanto em niveis de mRNA, quanto em niveis de proteina
(KOMURO, 2001).

No SRA classico, a Ang Il é gerada pela agdo da ECA sobre a Ang |, a qual €
formada pela clivagem do angiotensinogénio pela renina. No entanto, vias
alternativas para a geracdo de Ang Il podem ocorrer por agdo de outras enzimas
como tripsina, catepsina, quimase e tonina. Dentre essas, tonina pode ser uma via
importante, pois, € capaz de gerar Ang Il tanto da Ang | como diretamente do AG.
Em 2002, verificamos que inje¢cdes intracerebroventriculares de tonina em rato
produz efeitos fisiologicos atribuidos a Ang Il, mostrando que essa enzima pode
contribuir fisiologicamente para a formacgéo desse peptideo (ARAUJO e cols, 2002).
A Ang Il parece estar envolvida no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
(MALHOTRA e cols, 1999). Acredita-se que a ativagdo do SRA local, com liberagdo
de Ang ll, no coracdo, possa contribuir para a hipertrofia cardiaca induzida por
isoproterenol, j& que ratos nefroctomizados tratados com ISO apresentaram massa
do VE e concentragéo de Ang Il aumentadas (NAGANO e cols, 1992). No coragéo,
esse peptideo parece mediar varias fungcbes importantes, como tdnus vascular
coronario, efeito inotropico e cronotrdpico positivos.

A presenca de tonina no coragéo de rato foi mostrada pela primeira vez por
nosso grupo através da atividade e dos niveis de mRNA para tonina, e ainda
evidéncias indicam sua possivel participagdo na hipertrofia cardiaca (BORGES e
cols, 2003).
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Para compreender melhor os efeitos fisioldgicos da tonina, nosso grupo
gerou um modelo transgénico, denominado TGM(rTon), um camundongo que
expressa tonina de rato. A proposta inicial era de que o animal apresentasse
expressdo de tonina somente no encéfalo, especificamente nos astrocitos, uma vez
que estas células produzem AG em maior quantidade. Para isso, foi utilizado um
promotor especifico para expressdo em astrécitos, o promotor da Gfap, que € uma
proteina codificada pelo gene gfa (glial fibrillary acidic), sendo um filamento
intermediario encontrado abundantemente e quase que exclusivamente em
astrocitos (ENG, 1980; BRENNER; MESSING, 1996; ENG e cols, 2000). Entretanto,
a expressdo do transgene da tonina ndo foi detectada somente no encéfalo como
esperado, e sua expressao, em quantidades menores, também ocorreu em outros
orgaos e tecidos, entre eles o coragdo (CARDOSO, 2002).

Para obtengcdo do modelo hipertréfico cardiaco, utilizamos injecdes
subcutaneas de isoproterenol na concentracgao final de 20 mg/kg/dia durante 7 dias
consecutivos. Essa concentracdo € menor que a utilizada por Faulx e colaboradores
(2007), os quais utilizaram 100 mg/kg durante 5 dias. Neste trabalho, Faulx verificou
a resposta hipertréfica de camundongos com fendtipos cardiovasculares bem
conhecidos em diferentes linhagens e, concluiu que a administragdo de ISO é
especifica de cada uma, ja que as respostas foram diferentes. Os camundongos da
espécie C57L/B6 sdo mais resistentes a hipertrofia cardiaca do que os
camundongos A/J. Os camundongos A/J perderam peso em resposta ao ISO, e os
autores descrevem que mesmo com a perda da massa corporal houve aumento da
massa cardiaca.

Contrariamente a esses resultados, Kudej e cols. (1997), verificaram que
animais da linhagem CD-1 tratados com ISO na dose de 30 mg/kg durante 13 dias
exibiram aumento significativo no consumo de alimento e no ganho de peso em
relagcdo ao grupo controle. Esses autores observaram que a maioria dos estudos néo
tem verificado se o aumento obtido na massa cardiaca devido ao crescimento
normal ou alteracdes troficas e aumento na ingestdo de alimento induzido pela
estimulacdo do receptor beta-adrenérgico efetivamente refletem na HC. Os autores
descrevem ainda que a resposta hipertréfica do VE pode ser influenciada por um
aumento no estado anabdlico sistémico, demonstrado pelo aumento no ganho do
peso desses animais. A influéncia do peso corporal na propor¢do massa do

ventriculo esquerdo/massa corporal € importante, mas nem sempre tem sido notada.
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Em comparacéo aos trabalhos de Kudej e colaboradores (1997) e Faulx e
colaboradores (2007), nossos animais tratados com ISO n&o apresentaram
alteracdes significativas na massa corporal quando comparados ao grupo controle
(6leo), o que pode ter sido devido a resposta dessa linhagem (black-6), como dito
anteriormente, e/ou devido a concentracdo da droga utilizada. E sabido que os
adrenoceptores 1 e 3 parecem estar envolvidos no aumento da taxa de lipGlise
vista em adipdcitos brancos e marrons, tanto em ratos como em camundongos
(ARCH e KAUMANN, 1993), portanto, diferencas na regulacdo -adrenérgica do
metabolismo de gordura parecem nao explicar as diferengas no ganho de massa
corporal de alguns camundongos tratados com ISO.

Assim como nos trabalhos de Freund e cols. (2005) e Jaffré e cols. (2004),
utilizamos a relagdo massa estrutura cardiaca/comprimento da tibia para verificagdo
da HC e constatamos que o grupo selvagem tratado com ISO apresentou hipertrofia
cardiaca significativa, ocasionada principalmente devido ao aumento do VE. Ja o
grupo de animais TGM(rTon) tratados com ISO n&ao apresentou aumento significativo
do coracdo ou mesmo do VE quando comparados ao grupo controle e de forma néao
ainda compreendida esse grupo apresentou hipertrofia significativa dos atrios.

No processo de hipertrofia cardiaca, o desgaste energético aumenta devido a
baixa difuséo do oxigénio para as fibras hipertrofiadas. A tens&o intramiocardial
reduz a perfus@o coronéria e eleva a escassez de energia, 0 que ocasiona morte
celular e aumento do trabalho dos cardiomiécitos, os quais hipertrofiam tentando
manter a fun¢cdo, mas acabam desencadeando faléncia cardiaca (KATZ, 2000). A
progressdo da insuficiéncia cardiaca é acompanhada pelo aumento do colageno
intersticial (SCHAPER e cols, 1991), sendo que, nos estagios finais da insuficiéncia,
o colageno tipo |, mais rigido, se sobrepde ao coladgeno tipo Ill, mais elastico
(WEBER, 1997).

O principal local de sintese de angiotensinogénio no coracdo s&do os atrios
(OGIKU e cols, 1996) e, como verificado por Borges e cols (2003), apds a
administragcdo de ISO em ratos, os niveis de mMRNA dessa proteina se eleva nessa
estrutura quando comparado ao VE. Esses autores também verificaram que os
niveis de tonina ndo sdo detectaveis em quaisquer estruturas do coragdo, mas se
elevam nos atrios apos tratamento com isoproterenol. Nossos resultados mostraram
que, além da hipertrofia, o grupo TGM(rTon) tratado com ISO apresentou aumento

significativo da presenca e da atividade tonina, também somente nos atrios.
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Entretanto, ao fazermos uma andlise geral dos dados considerando: a) atividade
tonina-simile (liberadora de angiotensina Il), determinada incubando-se as amostras
das diferentes estruturas, em condi¢cdes que a possivel participagdo da ECA é
minima, devido & presenca de inibidores especificos; b) os niveis da proteina,
determinados através de Western blot utilizando-se anticorpo especifico para tonina
da glandula submandibular de rato; c) os niveis de expressdo, determinados
utilizando-se iniciadores especificos para o cDNA da tonina de rato e, d) a atividade
ECA, observamos que parece néo existir correlacdo entre qualquer um destes
parametros isoladamente com a HC. Apé6s serem tratados com 1SO, os
camundongos TGM(rTon) ndo apresentaram alteragdes significativas na massa do
VE, bem como, na atividade tonina-simile dessa estrutura, porém, seus atrios
apresentaram hipertrofia significativa juntamente com um aumento da atividade
tonina-simile. Os animais selvagens apresentaram hipertrofia cardiaca significativa,
relacionada principalmente com o aumento da massa do ventriculo esquerdo, onde
observamos significativa reducéo da atividade tonina-simile. E importante ressaltar
que este parametro, atividade tonina-simile, necessariamente néo reflete os niveis
de angiotensina Il no tecido devido a presenca de angiotensinases, que podem ser
diferentes em cada estrutura e, portanto determinante dos niveis de Ang Il local.
Neste estudo ndo determinamos os niveis de Ang Il tecidual ou os niveis de
atividade angiotensinase.

Ocaranza e colaboradores (2002) observaram que a administracdo de ISO
em ratos induz expressao da ECA, e correlacionou os niveis de mRNA da ECA com
a atividade no VE e desenvolvimento paralelo da hipertrofia ventricular esquerda.
Nossos dados ndo estdo de acordo com os de Ocaranza e colaboradores, pois ao
fazermos uma andlise das estruturas que sofreram hipertrofia significativa e seu
respectivo nivel de atividade da ECA verificamos que, nos atrios hipertrofiados dos
camundongos transgénicos a atividade da ECA esta elevada em relagédo ao controle,
no entanto, nos animais selvagens, onde a hipertrofia foi significativa no VE a
atividade ECA estd diminuida em comparacdo ao controle. Observamos que, 0s
niveis de atividade da ECA na maioria das estruturas cardiacas dos animais
TGM(rTon) tratados com Oleo, sdo menores quando comparados aos niveis
encontrados nos animais tratados com 6leo do grupo WT. A possibilidade de a
atividade da ECA estar sendo modulada pela tonina, nesse modelo transgénico,

poderia explicar a cardioprotecdo do animal TGM(rTon). H4, entretanto,
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controvérsias sobre a participacdo da ECA na hipertrofia cardiaca. Alguns autores
sugeriram que o aumento da expressédo local dessa enzima contribua para fibrose
cardiaca induzida pela sobrecarga de pressédo, jA que a ECA estd presente
principalmente nos fibroblastos (KUROSAWA e cols, 2002).

Os niveis de mMRNA da tonina foram determinados somente para 0s animais
TGM(rTon). Nos animais controle, tratados com 6leo, os niveis mais altos foram
encontrados no VE, mas o tratamento com ISO promoveu aumento evidente de
expressdo no VD. Esses dados diferem de resultados prévios obtidos em ratos, nos
quais os animais controle apresentaram maiores niveis de mRNA tonina nos atrios,
e esses niveis aumentaram significativamente nessa estrutura no grupo tratado com
ISO (BORGES e cols, 2003). Notamos uma pequena reducdo nos niveis de mRNA
tonina nos atrios tratados com ISO. No entanto, é sabido que, em determinados
tecidos e condi¢cdes, aumento nos niveis de mMRNA nem sempre se traduz em
aumento nos niveis da respectiva proteina.

Analisando a presenca da tonina em cada estrutura cardiaca, através de sua
imunoreatividade ao anticorpo especifico, verificamos novamente auséncia de
correlagdo com hipertrofia. A imunoreatividade & tonina no animal selvagem
certamente se deve a capacidade do anticorpo reconhecer também a tonina de
camundongo. Foi utilizado para este estudo um antissoro anti-tonina, formado por
diversos anticorpos, e que pode reconhecer a pro-forma da enzima, que néo
apresenta atividade. O animal selvagem tratado com ISO apresentou reducdo de
imunoreatividade a tonina no ventriculo esquerdo, onde a hipertrofia foi significativa,
porém o mesmo ndo foi observado para os animais TGM(rTon), onde a
imunoreatividade a tonina se manteve presente no VE, mesmo nao havendo
hipertrofia dessa estrutura.

De acordo com nossos resultados fica clara a importancia de futuros estudos
para compreender melhor a fungdo desta enzima, sua possivel participagdo em
outras vias metabdlicas, bem como, sua interacdo no processo de hipertrofia
cardiaca.

Tonina pode participar do metabolismo de outros peptideos, tais como,
substancia P e ANP. Ela pode hidrolisar peptideos sintéticos que reproduzem a
seqiéncia do pro-ANP de rato na regido do local de ativacdo. Como o ANP é
armazenado como uma grande proteina precursora nos midcitos cardiacos, tonina

pode estar envolvida na ativacdo deste peptideo in vivo (MALHOTRA, 1999). O
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local exato nos cardiomiocitos onde ocorre o processamento do pro-ANP permanece
ndo demonstrado. Enquanto alguns grupos assumem que 0s granulos atriais ndo
contém qualquer enzima que processe o pr6-ANP (TOKI e cols, 1990; CORTHORN
e THIBAULT, 1991; SHIONO e cols, 1991), outros acreditam que serinil proteinases
sdo capazes de processar o pro-ANP presente em granulos atriais. Embora varias
enzimas que poderiam processar 0 pr6-ANP in vivo tenham sido encontradas nos
atrios, nenhuma dela foi claramente identificada (IMADA e cols, 1987; TOKI e cols,
1990; CORTHORN e THIBAULT, 1991; WYPIJ e HARRYS, 1992). Em 1994, Moreau
e colaboradores mostraram que a eficiéncia e especificidade da tonina em processar
0 pro-ANP sintético dependem fortemente da presenca de residuos minimos no local
de hidrdlise, e que a sequéncia do pr6-ANP ao redor do seu principal local de
ativagdo tem todo carater especial necessario para ser processado por essa enzima.

Os dados da literatura mostram que o ANP tem efeito enddcrino direto na
homeostase de fluidos e pressdo sanguinea, por meio de dois receptores localizados
na membrana plasmética de miécitos e fibroblastos cardiacos (CAO e GARDNER,
1995; NEYSES e VETTER, 1989). O ANP e a Ang Il tem efeitos opostos na
homeostase cardiovascular. Enquanto os niveis circulantes do ANP e do SRA séo
basicamente determinados por alteracdes no balango de sédio, o nivel tecidual
poderia ser afetado por fatores locais. A Ang Il tem mostrado aumentar a secregao
de ANP pelos midcitos cardiacos, o qual, no coracéo adulto, inibe o crescimento dos
miécitos, a proliferacdo de fibroblastos e a deposicdo de matriz extracelular
(SANGHI e cols, 2005).

Apesar de estar bem estabelecido que tonina é capaz de gerar Ang ll, nossos
dados mostram que, por mecanismo(s) ainda ndo compreendido(s) tonina pode
gerar uma resposta fisiol6gica cardioprotetora na HVE, contraria ao desenvolvimento
hipertréfico. A sugestdo de que o camundongo que apresenta expresséo de tonina
de rato possui uma tendéncia de cardioprotecdo a hipertrofia induzida pelo
isoproterenol, certamente devera levar a novos estudos no sentido de caracterizar
melhor este efeito, 0 que devera representar contribuicdo para o entendimento do

processo de hipertrofia cardiaca.
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6 Conclusofes e sugestdes

Apesar da capacidade da tonina em gerar Ang Il e este peptideo ter
participagdo na hipertrofia cardiaca, o modelo transgénico de camundongo que
expressa tonina de rato ndo apresentou hipertrofia ventricular esquerda induzida por
isoproterenol como apresentou o camundongo selvagem.

A atividade e a expressao dessa enzima parece nao ter correlagcéo direta com
os dados da hipertrofia cardiaca, visto que apés a administracdo de isoproterenol
somente os animais selvagens apresentam hipertrofia do VE, porém tanto os
selvagens como os TGM(rTon) apresentaram reducdo da atividade da enzima
nessa estrutura. Além disso, a hipertrofia significativa dos atrios presente nos
TGM(rTon) tratados com ISO, foi acompanhada de uma diminuicdo da expressao
de mRNA da tonina.

E importante verificar se existe, neste modelo transgénico, modula¢do da
atividade da ECA pela tonina e consequentemente alteragédo nos niveis de Ang Il.

O animal TGM(rTon) apresenta cardioprotecdo do ventriculo esquerdo em
processo de indugé&o de hipertrofia pelo isoproterenol, no entanto, o(s) mecanismo(s)
envolvido(s) no processo ndo esti(do) ainda esclarecido(s). A possivel participacao
de tonina neste processo devera ser melhor esclarecida através de novos estudos.

Como sugestdo seria importante verificar a hipertrofia dos cardiomiécitos e
deposicdo de colagenos por meio de histologia, os niveis de Ang Il circulantes, a
atividade das angiotensinases no coracdo e a expressdo do ANP nos atrios e
ventriculo esquerdo desse modelo transgénico antes e apds o tratamento com

isoproterenol.
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APENDICE A — Tabela 4 Massa corporal, expressa em gramas, de
todos 0s grupos experimentais (média erro padrao)
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Tabela 4 Massa corporal expressa em gramas, de todos 0s grupos experimentais.

Animal Oleo

ISO

Inicio Término

Inicio Término

WT 26,33%1,40 26,50+1,55
TGM(rTon) 26,11+1,24 26,72+1,52

23,51+1,43 24,73+1,47
23,46+1,42 24,02+1,68

Os valores sdo expressos como média + erro padrao.
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APENDICE B — Tabela 5 Parametros de massa das estruturas com
relacdo ao comprimento da tibia apds tratamento dos animais selvagens

(WT) e TGM(rTon) com isoproterenol (ISO) e com 6leo (média erro
padrdo)
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Tabela 5 Pardmetros de massa das estruturas com relacdo ao comprimento da tibia

apos tratamento dos animais selvagens (WT) e TGM(rTon) com isoproterenol (ISO)

.
e com Oleo.
¢ Val d ifica*
alores de massa e massa especifica
R
U Oleo ISO
P
Tibia C Ce AT ATe VD VDe VE VEe Tibia C Ce AT ATe VD VDe VE VEe
(o]
WT 1,62 135 83,8 8,18 5,07 25,1 15,56 97,74 60,54 1,56 140 91,5 7,32 4,82 25,27 16,60 100,6 65,7
+0,01 +3,0 +1.8 +0,30 +0,20 +0,92 +0,57 +2,11 +1,28 +0,01 +4,6 +3,05 +0,34 +0,24 +1,07 +0,71 +2,90 +1,97
TGM 1,60 130 80,7 5,86 3,61 25,55 15,9 92,16 57,27 1,55 130 82,0 8,00 5,07 23,98 15,16 90,45 58,03
(T ) +0,02 +3,2 +2,28 +024 +0,14 +1,04 +0,76 +2.47 +1,53 +0,01 +5,9 +3,2 +0,62 +0,40 +1,34 +0,79 +3,51 +2,07
rion

Os valores de massa estdo expressos em centimetros para o comprimento da tibia. C = coracao
inteiro, AT = atrios, VD = ventriculo direito e VE = ventriculo esquerdo. Ce, ATe, VDe e VEe indicam
as respectivas massas especificas e estdo expressas em mg/cm nos tecidos. Os dados foram
expressos como a média epm. *p < 0,05 vs dleo.
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APENDICE C - Tabela 6 Atividade tonina-simile expressa em moles de
Ang Il x 10 ' liberados por minuto e miligrama de proteina das
estruturas cardiacas provenientes de WT e TGM(rTon), tratados com

ISO e oOleo, utilizando a técnica de radioimunoensaio (média erro
padrdo)
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Tabela 6 Atividade especifica (Ae) expressa em moles de Ang Il x 10 *°liberados por

minuto e miligrama de proteina das estruturas cardiacas provenientes de WT e

TGM(rTon), tratados com ISO e dleo, utilizando a técnica de radioimunoensaio.

Animal Oleo ISO

AT VD VE AT VD VE
WT 0,45+0,16 1,58+0,00 1,58+0,23 0,40+0,11 1,07+0,17 0,74+0,06*
TGM(rTon) 1,31+0,06  1,24+0,15 1,65+0,07 1,47+0,07 1,13+0,09 1,35+0,13
Os dados foram expressos como a média epm. *p < 0,05.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Manipulac&o e experimentag&o animal
(CEMEA/UMC)



COMISSAO DE ETICA EM MANIPULACAO E EXPERIMENTACAO ANIMAL

CEMEA/UMC

A Académica

FERNANDA REZENDE
PARECER
DE CAMUNDONGO O trabalho intitulado: “HIPERTROFIA CARDIACA |
_autoria_da_académica TRANSGENICO QUE EXPRESSA TONINA DE RATQ” de.
UIZ PESQUERO, foi FERNANDA REZENDE, sob orientagio do Prof Dr. JORGE 1
ojamento, considerado APROVADO por esta comissio. Consideramos a selegdo, al
*ticos na manipulagiio e niimero de sujeitos experimentais adequados aos principios bic

utilizagdo de animais em experimentagdo.

vierde Almeida Souza, 200 - CEP 08780-911 - Mogi das Cruzes - SP - Brasil Av. Dr. Céndido Xa
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