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RESUMO 

 
A hipertrofia cardíaca (HC) é uma manifestação pré-clínica de doenças 
cardiovasculares que fortemente predizem o infarto do miocárdio, derrame e 
morte em pacientes hipertensos e na população geral. De origem complexa e 
multifatorial, ela ocorre como resposta do miocárdio que procura se adaptar a 
sobrecargas de pressão crônica, a fim de manter a perfusão tecidual. Porém, 
por mecanismos ainda não completamente elucidados, ela progride para uma 
disfunção ventricular esquerda e falha cardíaca, e contribui fortemente para 
morbidade e mortalidade em humanos. A angiotensina II (Ang II), molécula 
gerada pelo sistema renina-angiotensina (SRA) medeia funções importantes 
como o tônus vascular coronário, efeito inotrópico e cronotrópico positivos e 
participa no desenvolvimento da HC por meio dos receptores AT1. A Ang II 
pode ser gerada por outras vias enzimáticas, sendo a tonina uma serinil 
proteinase importante, pois é capaz de gerar Ang II tanto a partir da 
angiotensina I (Ang I) como diretamente do angiotensinogênio (AG). Com o 
objetivo de avaliar a participação da tonina na hipertrofia cardíaca utilizamos 
um modelo transgênico de camundongo que expressa tonina de rato 
TGM(rTon). Sabendo que tonina é dependente de estimulação adrenérgica, 
administramos isoproterenol (20 mg/kg/dia, s.c.), um agonista β-adrenérgico 
clássico, por 7 dias, para obter o modelo de hipertrofia cardíaca. 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 veículo (óleo) para controle. Após tratamento, 
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os corações foram 
rapidamente removidos, lavados com salina e suas estruturas (átrios, ventrículo 
direito e ventrículo esquerdo) separadas e utilizadas nos experimentos. 
Nenhum dos grupos estudados apresentou alterações significativas na massa 
corporal devido ao tratamento com isoproterenol. O grupo WT apresentou 
hipertrofia cardíaca significativa devido ao aumento do ventrículo esquerdo o 
que não foi observado no grupo TGM(rTon), o qual apresentou hipertrofia 
apenas nos átrios. O maior nível de mRNA tonina nos camundongos 
TGM(rTon) foi observada no VE e diminuiu nos átrios após o tratamento. A 
atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) sofreu alterações 
significativas somente nos átrios dos dois grupos, diminuiu no WT e aumentou 
no TGM(rTon). A atividade tonina-símile diminuiu significativamente no VE 
apenas dos animais WT. A presença da tonina, verificada por meio de Western 
blot, aumentou nos átrios e VD dos dois grupos mas diminuiu fortemente no VE 
do grupo WT. Nossos dados mostram que parece não haver correlação entre 
os parâmetros analisados com HC e que tonina pode ter gerado uma resposta 
fisiológica cardioprotetora na hipertrofia ventricular esquerda induzida por 
isoproterenol. Portanto, estudos futuros serão de grande importância para 
compreender melhor a possível participação dessa enzima em outras vias 
metabólicas, bem como sua interação no processo de hipertrofia cardíaca. 
 
 
Palavras-chave: hipertrofia cardíaca, angiotensina II, 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 INTRODUÇÃO 
 

1.1  Hipertrofia cardíaca 
 

 
O coração tem como função principal manter o débito cardíaco adequado a 

fim de satisfazer as necessidades metabólicas do organismo (KRIEGER, 1979).  Ele 

é constituído por vários tipos de células incluindo fibroblastos, cardiomiócitos, células 

endoteliais, pericitos, células musculares lisas e células do sistema imunológico 

(CARRENO e cols, 2006). O aumento macroscópico do coração assim como o 

aumento da espessura da parede e/ou septo interventricular é denominado 

hipertrofia cardíaca (HC). Nas células, a HC é caracterizada pelo aumento do 

tamanho dos cardiomiócitos e síntese de proteínas e reativação do programa de 

genes fetais (AKASAWA e KOMURO, 2003). Alterações morfológicas significantes 

surgem com o aparecimento de fibrose e dilatação da câmara. (FREY e cols, 2004). 

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é um evento multifatorial, sendo a causa 

mais comum a hipertensão (OLCAY e cols, 2007). 
 O aumento da massa ventricular esquerda (MVE) é causado pelo aumento do 

tamanho dos cardiomiócitos e seu conteúdo de proteínas, considerado uma resposta 

adaptativa do coração para manter os batimentos cardíacos e a perfusão tecidual 
(BOOZ, 2005). Portanto, a HC surge como resposta do miocárdio que procura se 

adaptar às sobrecargas sustentadas de trabalho (BREGAGNOLL e cols, 2005) e 

permite ao organismo manter ou aumentar seu rendimento cardíaco (CARRENO e 

cols. 2006). Um grande número de condições fisiológicas e patológicas são capazes 

de iniciar essa resposta (WIKINS e MOLKENTIN, 2002). Mutação das proteínas 

sarcoméricas, pressão ou volume de estresse, ou a perda da massa contrátil antes 

do infarto são alguns fatores que promovem o crescimento do coração (FREY e cols, 

2004). 

Diferentes métodos são utilizados para gerar modelos de animais com HC e 

assim possibilitar estudos visando melhores esclarecimentos sobre a doença. Entre 

eles está a administração de isoproterenol. Como mostra a figura 1, essa droga 
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interage, na membrana, com o receptor β-adrenérgico que promove a troca de GDP 

por GTP ativando a proteína G estimulatória (Gs), na qual está acoplado. A 

subunidadade α da proteína G se dissocia do complexo βγ e se fixa a uma molécula 

de adenil ciclase ativando-a a produzir AMP cíclico (cAMP). O cAMP então ativa a 

proteinoquinase dependente de cAMP (PKA) que promove a fosforilação de 

proteínas, acarretando ativação e desativação de diferentes enzimas, causando uma 

variedade de efeitos biológicos no músculo cardíaco. Tais efeitos têm sido 

chamados de efeitos β-adrenérgicos.  A proteína Gs ativada pela ligação do 

isoproterenol atua também diretamente nos canais de cálcio do sarcolema, 

promovendo aumento de sua permeabilidade. A PKA ativada, por sua vez, também 

promove fosforilação dos canais de cálcio do sarcolema. O resultado é o aumento da 

concentração de cálcio do citosol, ocasionando efeito inotrópico positivo (aumento 

da força de contração). Essa ação β-adrenérgica sobre o nó sinusal promove efeito 

cronotrópico (aumento da velocidade de geração de estímulos e portanto, aumento 

de batimentos cardíacos) e sobre o nó atrioventricular, feixe de His e fibras de 

Purkinje acarreta efeito dromotrópico (aumento da velocidade de condução do 

impulso) (BARROS e cols, 1999). No coração, esses efeitos são mediados pelos 

subtipos de receptores adrenérgicos β1 e β2 (BRUM e cols, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Ativação da via β-adrenérgica e os efeitos fisiológicos no miocárdio. Modificado de Barros e 
cols. 1999. 
 

A hipertrofia é encontrada em várias condições patológicas do coração, como 

isquemia, hipertensão, falha cardíaca, problemas valvulares (FREY e cols, 2004) 

infarto do miocárdio, cardiomiopatia e estenose aórtica (BARAUNA, 2006), as quais 

impõem ao coração um trabalho demasiado e assim submetem os cardiomiócitos 

Isoproterenol Receptor β1 e β2

Proteína Gs

Adenil ciclase canais de Ca 2+cAMP PKA
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pós-natais à hipertrofia cardíaca (AKASAWA e KOMURO, 2003). Em contraste com 

a hiperplasia, a qual envolve proliferação de células (KEE e cols, 2006), o aumento 

do tamanho do coração ou volume miofibrilar ocorre sem alteração no número dos 

miócitos (DEVEREUX e cols, 2004), os quais são células terminantemente 

diferenciadas e perdem sua habilidade de proliferação após o nascimento. Portanto, 

crescem individualmente, em tamanho (HEINEKE e MOLKENTIN, 2006), sem sofrer 

divisão celular para se adaptar ao aumento da demanda de trabalho (AKASAWA e 

KOMURO, 2003). O crescimento dos miócitos cardíacos em comprimento e/ou 

largura implica no aumento da função da bomba cardíaca, a fim de diminuir a tensão 

na parede ventricular, o que induz um estado de hipertrofia compensatória 

(HEINEKE e MOLKENTIN, 2006). Ao contrário dos miócitos cardíacos, os 

fibroblastos sofrem hiperplasia, ou seja, podem se proliferar no coração adulto (KEE 

e cols, 2006) e, além disso, possuem importante papel na produção de proteínas da 

matriz extracelular (MEC), tais como a fibronectina e colágeno, as quais participam 

criticamente no desenvolvimento da fibrose cardíaca (KIM e IWAO, 2000). 
Enquanto a hipertrofia cardíaca é vista como uma resposta tipicamente 

compensatória que normaliza o estresse na parede ventricular, a hipertrofia 

sustentada está correlacionada com o aumento de incidência de doenças 

cardiovasculares e mortalidade (WIKINS e MOLKENTIN, 2002). Inicialmente 

adaptável, a HVE pode progredir ao longo do tempo e, por mecanismos não 

completamente compreendidos, termina freqüentemente com disfunção sistólica 

ventricular esquerda e falha cardíaca (FAULX e cols, 2007). A longo prazo, a 

hipertrofia do miocárdio torna-se um fator de risco de grande importância para o 

desenvolvimento de insuficiência cardíaca (CARRENO e cols, 2006) e predispõe o 

indivíduo a falhas (PELLIEUX e cols, 2006), arritmia ventricular e atrial (ZHANG e 

cols, 2006) e morte súbita (BREGAGNOLLO e cols, 2005), devido ao prolongamento 

do potencial de ação dos miócitos (WIKINS e MOLKENTIN, 2002).  

O desenvolvimento da HC e a progressão de doenças rumo à falha cardíaca 

incluem, além da hipertrofia dos cardiomiócitos, hiperplasia dos fibroblastos, 

alteração na composição do tecido instersticial e remodelamento ventricular, 

independente da etiologia. O remodelamento miocardial inclui alteração na 

composição e distribuição da MEC, bem como alterações na orientação espacial de 

células e componentes intracelulares. O aumento da síntese e secreção das 
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proteínas de MEC, tais como, fibronectina, laminina, colágenos I e III, ocorre 

principalmente pelos fibroblastos e resultam em fibrose cardíaca (LISE e cols, 2000). 
Segundo Osler (1901), a hipertrofia cardíaca é compreendida de três fases: 1) 

desenvolvimento da HC do ventrículo esquerdo; 2) fase de compensação completa, 

na qual o coração, mesmo com sua estrutura modificada consegue manter um fluxo 

sanguíneo tecidual adequado às necessidades metabólicas teciduais e 3) fase de 

perda da compensação completa e início do desenvolvimento da insuficiência 

cardíaca congestiva. Em outras palavras, Frey e cols. (2004), também a definiram 

em três estágios: 1) desenvolvimento da hipertrofia, na qual a carga excede o 

rendimento; 2) hipertrofia compensatória, na qual a proporção carga de 

trabalho/massa é normalizada e a latência dos batimentos cardíacos é mantida e 3) 

falha cardíaca evidente, com dilatação ventricular e declínio progressivo nos 

batimentos cardíacos mesmo na contínua ativação do programa hipertrófico. 

A HVE é uma manifestação pré-clínica de doenças cardiovasculares que 

fortemente predizem o infarto do miocárdio, derrame e morte cardiovascular em 

pacientes hipertensos, na população geral e em pacientes com doença na artéria 

coronária. Os eventos cardiovasculares aumentam entre duas a quatro vezes na 

presença da HVE. (DEVEREUX e cols, 2004). Porém, a HVE é um fator de risco 

independente em eventos cardiovasculares (TANIGUCH e cols, 2006). Sua presença 

em humanos contribui de forma independente para a mortalidade e morbidade 

cardiovascular, especialmente porque se relaciona à falha do coração (FAULX e 

cols, 2007). 

A HVE é uma adaptação muito freqüente em pacientes hipertensos e em 

alguns aspectos ela parece ser um paradoxo. Ela atenua o efeito da sobrecarga de 

pressão que a hipertensão promove sobre a parede do ventrículo esquerdo e 

aumenta a função contrátil global do coração. Por outro lado, a sua presença está 

relacionada com o aumento de risco cardiovascular expresso por insuficiência 

cardíaca e morte súbita (SILVA e cols, 2002). A HVE ocorre em 15 a 20% dos 

pacientes hipertensos. Quando a HVE é considerada uma variável contínua, há uma 

relação direta e progressiva entre o risco cardiovascular e o valor absoluto da massa 

ventricular (DIAMOND e PHILLIPS, 2005). Diante disso, a redução da HC e da 

pressão sanguínea sistêmica são objetivos importantes na terapia anti-hipertensiva 

(TAKAHASHI e cols, 2006). No entanto, nem todas as formas de hipertrofia cardíaca 

são necessariamente patológicas (HEINEKE e MOLKENTIN, 2006). Condições 
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atléticas podem estimular o crescimento do coração sem gerar conseqüências 

deletérias (WILKINS e cols, 2004). O fenômeno clínico é conhecido como “coração 

de atleta” e definido como hipertrofia fisiológica, a qual é induzida por treinamento de 

exercícios regulares que promovem alterações no crescimento dos miócitos do 

coração, porém são reversíveis e não progridem para a descompensação (WIKINS e 

MOLKENTIN, 2002). A diferença entre hipertrofia adaptativa e não adaptativa tem 

sido descrita há mais de um século (FREY e cols, 2004). 

Como dito anteriormente, a HVE é a complicação cardíaca mais comum 

causada pela hipertensão. Porém, tem sido mostrado que a HVE não é somente 

atribuível à pressão alta, mas também a fatores humorais, como a angiotensina II 

(Ang II) e a aldosterona (MATSUMURA e cols, 2006). Mais que 60% da variação da 

HVE pode ocorrer devido a fatores genéticos independentes da pressão sanguínea. 

A maioria parece estar relacionada ao sistema renina angiotensina (SRA), embora 

muitas variações genéticas identificadas parecem afetar outras vias (DIAMOND e 

PHILLIPS, 2005). 

 

 
1.2  Sistema renina angiotensina 

 
 

No sistema renina angiotensina clássico, como mostra a figura 2, a renina, 

uma enzima proteolítica produzida e armazenada no aparelho justaglomerular dos 

rins é liberada na circulação por meio de estímulos, como a diminuição do volume de 

fluido extracelular, do índice de sódio ou pressão de perfusão. A renina liberada 

catalisa a geração da angiotensina I (Ang I), um peptídeo inativo, a partir de seu 

substrato natural, o angiotensinogênio (AG) presente em quantidades abundantes 

no plasma circulante. A Ang I é rapidamente convertida pela enzima conversora de 

angiotensina (ECA) no octapeptídeo Ang II. Essa conversão 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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Figura 2. Esquema do sistema renina angiotensina clássico. 

 
Estudos prévios mostram que inibidores da ECA previnem a progressão e 

induzem regressão da hipertrofia cardíaca em pacientes hipertensos. Em modelos 

animais experimentais os componentes do SRA, incluindo AG e a ECA, estão 

elevados no coração hipertrofiado. A ativação do SRA, resultando em elevação da 

pressão sanguínea, tem papel principal nas patogêneses da hipertensão, 

aterosclerose e hipertrofia cardíaca (GROTE e cols, 2006). O grau de ativação do 

SRA depende principalmente do nível de produção de renina pelos rins e AG pelo 

fígado. Em condições fisiológicas, a produção de renina pelo aparelho 

justaglomerular aumenta em resposta à diminuição do volume extracelular, redução 

do sódio plasmático, elevação de potássio, ou ainda, secundariamente à queda da 

pressão arterial. A regulação fisiológica da produção de AG é menos conhecida, 

sabendo-se apenas que seus níveis aumentam durante a gravidez ou em resposta 

ao uso de anticoncepcionais orais, ou ainda durante a administração de doses 

elevadas de corticosteróides (MILL e cols, 1997). 
A Ang II é um peptídeo importante do SRA e exerce uma enorme variedade 

de ações. Devido a sua contribuição fisiológica na função endócrina, renal e 

cardiovascular, bem como seu papel osmoregulatório no sistema nervoso central, a 

Ang II tem sido envolvida na patogênese da hipertensão arterial e patologias 

cardiovasculares como a HVE, a hipertrofia média vascular ou formação de 

neoíntima e alterações estruturais do rim e coração, como nefroesclerose e 

remodelamento pós-infarto (MANCIA, 2000). Possui várias ações detrimentais como 

vasoconstrição e elevação da pressão sanguínea, aumento da liberação de 

aldosterona pelo córtex adrenal, aumento de retenção de sódio e água pelos rins, 

aumento da atividade sinérgica com relação às catecolaminas (noradrenalina e 

   Renina 

 ECA 

NH2 – Asp.Arg.Val.Tir.Ile.His.Pro.Fen.His.Leu.Val.Ile.His.Tre.Glu – R  (AG) 

NH2 – Asp.Arg.Val.Tir.Ile.His.Pro.Fen.His.Leu  (Ang I) 
 

NH2 – Asp.Arg.Val.Tir.Ile.His.Pro.Fen (Ang II) 
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adrenalina) liberadas pelos neurônios simpáticos, estimula a proliferação celular e a 

hipertrofia ventricular esquerda (MANCIA, 2000). 
A Ang II medeia seus efeitos diretamente através dos receptores do tipo 1 

(AT1) ou do tipo 2 (AT2). Alguns dos principais efeitos sobre os receptores AT1 são 

mostrados na figura 3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 3. Principais efeitos promovidos pela Ang II na região central e periférica mediados pelos 
receptores AT1. 

 

A Ang II se liga com alta afinidade nos receptores AT1 e AT2, os quais são 

proteínas transmembranas acoplados a proteína G (AMORE e cols, 2005). O 

receptor AT1, em humanos, está distribuído nos sistemas cardiovascular, renal, 

endócrino e nervoso. Biópsias de miocárdio humano demonstraram que o AT1 está 

presente nos miócitos atriais e ventriculares e também nos fibroblastos.  Em 

roedores, existem dois subtipos funcionais de AT1, o AT1A e o AT1B, com mais de 

95% de homologia na seqüência de aminoácidos.  
 A ativação do receptor AT1 estimula a vasoconstrição, hipertrofia e hiperplasia 

de células vasculares e leva a retenção de sódio. Outros efeitos fisiológicos 

recentemente descritos incluem a estimulação e produção de espécies reativas de 

oxigênio e indução de processos fibróticos, trombóticos e inflamatórios, sendo este 

último mediado através da transcrição do fator nuclear κB. Além disso, alguns dos 

efeitos do AT1 em alguns tipos de células têm sido opostos ao esperado, como por 

exemplo, estimular a apoptose (BERRY e cols, 2001). A Ang II age ainda por meio 

do receptor AT1 para estimular o crescimento do tecido cardíaco e vascular, 

aumentar a deposição de colágeno e induzir disfunção endotelial vascular devido à 

diminuição da disponibilidade de óxido nítrico (YOKOYAMA e cols, 2005). 
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 A segunda maior isoforma de receptor de angiotensina é o AT2. Ele possui 

baixa homologia (aproximadamente 34%) com os receptores AT1A ou AT1B. Sua 

expressão é detectável no pâncreas, coração, rins, adrenais, cérebro e vasos 

sanguíneos. Já foi detectado nos vasos sanguíneos mesentéricos de ratos adultos, 

mas não em todos os leitos vasculares.  O AT2 é altamente expresso na fase fetal e 

em células endoteliais, mas sua expressão diminui drasticamente após o 

nascimento. No entanto, em humanos adultos, baixos níveis de expressão de AT2 

aparecem nas artérias aorta e coronária. Já é sabido que esse receptor participa 

tanto dos processos fisiológicos como em doenças cardiovasculares (WATANABE e 

cols, 2005). Dados recentes sugerem que o AT2 pode ter papel fisiológico na 

regulação da pressão sanguínea e função renal, contrabalançando as ações 

vasoconstritoras e anti-natriuréticas da Ang II. Em geral, os efeitos cardiovasculares 

do AT2 parecem ser opostos aos efeitos do AT1, devido as suas ações de 

vasodilatação, anti-crescimento celular e apoptose. Novos efeitos fisiológicos 

atribuídos ao AT2 estão relacionados à modulação da sede, comportamento e 

atividade locomotora. Há necessidade de uma maior compreensão do papel do AT2 

no sistema cardiovascular. Evidências sugerem que uma longa estimulação do AT2, 

resultante do bloqueio do AT1, poderia exercer influências hipertróficas e anti-

angiogênicas nos tecidos cardiovasculares, especialmente no miocárdio. Os efeitos 

fisiológicos e patológicos do AT1 têm sido recentemente revistos, porém, o papel do 

receptor AT2 no sistema cardiovascular permanece ainda não esclarecido (PAVEL, 

2005). 

Embora o SRA tenha sido inicialmente descrito como um sistema circulante, 

seus componentes estão localizados em vários tecidos de relevância cardiovascular 

como o cérebro, coração, adrenais e vasos sanguíneos (LEVY, 2005; MILL e cols, 

1997). Provavelmente, a formação de angiotensina local depende, pelo menos em 

circunstâncias normais, da liberação da renina dos rins para a circulação. Assim, os 

tecidos podem regular suas concentrações locais de angiotensina pela variação nos 

níveis de renina ou proteínas ligada à renina, níveis de ECA, e densidade de 

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

 

 
Todos os componentes do SRA têm sido encontrados nos cardiomiócitos 

(FLEMING, 2006). Fortes dados sugerem que o SRA local e não o circulante 

participa criticamente na HC induzida pela pressão alta (KOMURO, 2001). 
Evidências demonstram que a existência dos componentes do SRA no coração 

ocorre provavelmente a partir da síntese local de renina e AG. Dessa forma, os 

efeitos da Ang II no coração seriam decorrentes não só do grau de ativação do SRA 

endócrino, mas também desse sistema localizado no próprio coração. A Ang II 

apresenta múltiplas ações no coração, entre elas estão os efeitos inotrópico e 

cronotrópico positivo por sua ação direta nos miócitos cardíacos e pela estimulação 

da liberação de norepinefrina dos nervos simpáticos cardíacos (URATA e cols, 

1993). Sabe-se que esse efeito inotrópico positivo ocorre por aumento do influxo de 

cálcio durante a excitação cardíaca, atuando diretamente em receptores AT1 dos 

cardiomiócitos. A Ang II também facilita a transmissão adrenérgica ligando-se a 

receptores pré-juncionais (MILL e cols, 1997). Em resposta a pressão alta, o 

miocárdio secreta substâncias vasoativas, entre elas a Ang II, a qual induz diversas 

vias de sinalização intracelular que contribuem para a resposta hipertrófica (SATOH 

e cols, 2006). Ela é responsável pelo aumento da síntese de proteína e o diâmetro 

celular em cultura de miócitos neonatais de rato, processo que leva diretamente a 

hipertrofia dos cardiomiócitos (YANG e cols, 2007). 
 
 

1.4  Vias alternativas para geração de angiotensina II 

 

 
Não se conhece claramente tudo sobre o SRA, e um grande número de 

informações nos últimos anos indicam que vários outros substratos da ECA têm 

marcantes efeitos na homeostase cardiovascular e que existem homólogos a ela que 

modulam a atividade do SRA clássico (FLEMING, 2006). 

Embora os níveis de Ang II circulante diminuam em resposta ao tratamento 

agudo com inibidores da ECA, esses níveis tendem a aumentar em pacientes 
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tratados por longo período (FLEMING, 2006). Portanto, esse fenômeno reforça a 

idéia de que Ang I e Ang II possam ser geradas por outras vias enzimáticas. A Ang I 

pode ser formada não somente por renina, mas por outras enzimas como a 

catepsina D, e a Ang I pode ser convertida a Ang II por enzimas como tripsina, 

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

 

 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
Figura 4. Vias alternativas para geração de angiotensina II.  

 

Vias independentes da ECA podem representar um importante mecanismo 

para a conversão de Ang I a Ang II no coração, rins e vasos. No entanto, a 

contribuição dessas vias alternativas para a geração de Ang II circulante permanece 

não esclarecida (LEVY, 2005). Urata e cols. (1990) descreveram a completa 

purificação e caracterização da serina proteinase quimase de coração humano, 

enzima capaz de gerar Ang II que pertencente à família quimase de proteinase de 

leucócitos. Acredita-se que a quimase seja responsável por mais de 80% da geração 

da Ang II tecidual cardíaca e mais de 60% nas artérias (FLEMING, 2006). Ela pode 

representar um importante mecanismo de conversão de Ang I em Ang II no coração 

humano, rins e vasos, e ser particularmente importante para o desencadeamento de 

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

 

 
Em 1974, Boucher e cols. mostraram a presença de uma nova enzima capaz 

de converter Ang I em Ang II na glândula submandibular de rato e por isso essa 

enzima foi denominada β-enzima conversora. Mais tarde Seidah e cols. (1978) 

verificaram que essa enzima era capaz de hidrolisar também o AG e o 

tetradecapeptídeo (TDP), substrato sintético da renina, gerando o octapeptídeo Ang 

II. Esta enzima também mostrou ser diferente da renina ou isoreninas teciduais e da 

ECA, sendo por isso denominada tonina. Desde então, tonina foi purificada e 

apresentou ser um polipeptídeo de cadeia simples, composto de 272 aminoácidos, 

com dez resíduos de cisteína, contendo isoleucina e prolina nas posições N e C-

terminais, respectivamente. Seu peso molecular é de 28700 Daltons e seu pH ótimo 

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

Essa habilidade da tonina em formar Ang II a partir da Ang I e em especial 

diretamente do AG, além de sua presença na maioria dos tecidos examinados 

sugeriu um papel fundamental para essa enzima na formação local da Ang II 

(BOUCHER e cols, 1974). Garcia e cols. (1975), investigaram o efeito de drogas 

simpatomiméticas e parassimpatomiméticas na liberação da tonina na saliva, e 

verificaram que o isoproterenol promoveu um aumento de setes vezes na 

concentração de tonina e cinco vezes no fluxo de saliva, efeitos que foram inibidos 

com uso prévio de propanolol. Esses resultados sugeriram que a presença da tonina 

na saliva do rato era dependente de receptores β-adrenérgicos. Uma possível 

relação entre tonina e eletrólitos passou a ser especulada, já que a estimulação 

simpática da glândula submandibular induziu alterações significativas na 

concentração de eletrólitos na saliva. Por essa glândula ser essencial na ingestão de 

água induzida pela hipovolemia sugeriu-sea existência de um mecanismo de 

controle de volume regulado pela glândula salivar. 
Tonina apresenta 75% de homologia na seqüência de aminoácidos com 

calicreína. No rato, essas duas enzimas estão presentes em locais comuns como 

glândula submandibular, rins e cérebro. Lopes e cols. (1997) mostraram que 

atividade tonina, calicreína e angiotensinases estão presentes em várias regiões do 

cérebro de rato que participam no controle da pressão sanguínea e homeostase de 
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fluidos biológicos, mostrando a existência de vias alternativas para a liberação de 

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

Araujo e cols. (2002), demonstraram que a administração 

intracerebroventricular de tonina em rato estimulou a ingestão de água, o apetite ao 

sal e produziu uma elevação na pressão arterial e freqüência cardíaca. Tais efeitos 

foram inibidos por administração prévia de losartan, sugerindo assim a formação de 

Ang II in vivo pela tonina. 

Tonina está presente em diversos órgãos como o cérebro, rins, próstata e 

glândula submandibular e até há pouco tempo não havia informações sobre sua 

presença no coração de rato. Porém, dados recentes mostram que tanto atividade 

tonina como seu mRNA estão presentes no coração, sendo os maiores níveis 

encontrados no átrio. Os dados mostraram ainda que tonina pode estar envolvida 

com a hipertrofia desse órgão (BORGES e cols, 2003). Atividade elevada de 

conversão de Ang I em Ang II foi verificada em corações de ratos com HVE 

adaptativa (LIEB e cols, 2006). 

 

 

1.6  Animais transgênicos 
 

 
Diversas evidências para o envolvimento do SRA na modulação da estrutura 

cardíaca foram obtidas por meio de estudos genéticos (LIEB e cols, 2006). A 

tecnologia para produção de modelos de animais transgênicos pela integração de 

seqüência de genes já foi estabelecida há mais de 15 anos. Várias espécies de 

animais já foram utilizadas, porém a maioria é realizada em camundongos. Bader e 

Ganten (1996), descreveram a utilização de ratos transgênicos como importantes 

ferramentas para o estudo do SRA e em sua revisão, Bader (2000) reforçou a 

importância da tecnologia transgênica como instrumento para caracterização 

funcional de genes de relevância para regulação e patogênese de doenças 

cardiovasculares. A tecnologia transgênica permite avaliar o sistema cardiovascular 

in vivo, o que vem contribuindo para a descoberta de novos aspectos do SRA. 

Portanto, a geração de modelos animais permite ampliar o conhecimento sobre a 

regulação básica do sistema cardiovascular e dos mecanismos envolvidos na 
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gênese de doenças como a hipertensão e a HC, a fim de possibilitar a 

implementação de novas estratégias de terapias para as doenças cardiovasculares. 

 
 

1.7 Camundongo transgênico tonina 

 

 
 Para uma melhor abordagem dos efeitos fisiológicos da tonina e com a 

finalidade de entender um pouco mais a respeito de sua participação no controle da 

função cardiovascular, na pressão arterial e no balanço hidroeletrolítico, um 

camundongo (linhagem black-6) que expressa tonina de glândula submandibular de 

rato denominado TGM(rTon) foi gerado por nosso grupo, no Departamento de 

Biofísica da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de São Paulo 

(UNIFESP). O animal vem sendo objeto de estudos de caracterização fenotípica, 

ainda em fase inicial, e apresentou o transgene expresso em diversos tecidos, sendo 

os maiores níveis no cérebro. 

O camundongo TGM(rTon) apresentou tendência ao aumento da pressão 

arterial e nenhuma alteração na freqüência cardíaca. Estes dados sugerem a 

participação da tonina no processo de formação de angiotensina II in vivo. 
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2 Objetivos 
 
 
2.1 Geral 

 

 
Considerando os dados pré-existentes, que mostram que tonina in vitro é 

capaz de liberar angiotensina II, e que esta enzima pode estar envolvida no 

processo de hipertrofia cardíaca, pretendemos induzir e estudar a resposta 

hipertrófica cardíaca em camundongo transgênico que expressa tonina de rato pelo 

tratamento com isoproterenol, um agonista β-adrenérgico. 

 

 

2.2 Específicos 
 

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

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

 

1. Analisar a resposta hipertrófica cardíaca desse modelo experimental; 

2. Determinar a expressão do mRNA tonina; 

3. Determinar os níveis de atividade tonina-símile; 

4. Determinar os níveis 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 após o nascimento, classificados em transgênicos 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 água a vontade. O 

trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética em Manipulação e Experimentação 

Animal (CEMEA) (anexo A). 

 

 

3.2 Anticorpos 
 
 

O anticorpo anti-Ang II utilizado no radioimunoensaio (RIE), apresentando 

título de 1/4000 foi produzido no laboratório de Biofísica do Departamento de 

Fisiologia e Biofísica da UFMG, conforme o método proposto por Lemos (1991). O 

anticorpo anti-tonina de rato também foi produzido neste laboratório utilizando-se 

tonina isolada de glândula submandibular de rato conforme método proposto por 

Araujo e cols. (1991). 

 

 

3.3 Iniciadores 

 

Os iniciadores utilizados nas reações 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 determinação dos níveis 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 Extração de DNA 

 
 

Para a obtenção do DNA genômico foi retirado um pedaço de 

aproximadamente 0,5 cm da cauda dos camundongos. Cada pedaço de cauda foi 

colocado em um tubo eppendorf de 1,5 mL, e em seguida foram adicionados 80 µL 

de tampão tris-HCl 100 mM pH 8,5 contendo NaCl 200 mM e SDS 0,2%, e  8 µL  de 

proteinase K 10 µg/ mL. As amostras foram incubadas a 55°C, sob agitação de 550 

rpm, por aproximadamente 14 horas. Em seguida foram incubadas a 95°C durante 

10 minutos. Em cada amostra foram adicionados 700 µL de TE (tris-HCl 10 mM pH 

7,4 contendo EDTA 1 mM) e 8 µL de RNAse 4 mg/mL. Novamente as amostras 

incubadas por 10 minutos a 37°C. Posteriormente estas amostras foram utilizadas 

para a reação em cadeia da polimerase (PCR). 
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3.3.2 Reação em cadeia da polimerase 
 

 
Para a identificação dos animais geneticamente modificados foi utilizada a 

técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR). Para isto, 1 µL (~0,8 ηg de DNA) 

das amostras foi incubado, a 37°C, com iniciadores específicos para o gene da 

tonina (tonex 3 e tonex 4). Para a reação também foram utilizados 2,0 µL de tampão 

de PCR 10x, 0,6 µL de MgCl2 50 mM,  0,8 µL de dNTPs 10 mM,  1,0 µL de cada 

iniciador 50 ηg/μL, 0,2 μL de Taq DNA polimerase 5 U/µL. O volume foi ajustado 

para 20 µL com H2O Milli-Q esterilizada. As amostras foram colocadas no 

termociclador e submetidas a 36 ciclos de amplificação, nas seguintes condições: 

94° C por 3 minutos para desnaturação do DNA, 94º C por 1 minuto, 56° C por 45 

segundos para anelamento dos iniciadores e 72° C por 1 minuto para extensão. No 

final do último ciclo, as amostras foram incubadas a 72° C por 7 minutos a fim de 

garantir a extensão 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 preparação do gel foram utilizados 40 mL de uma solução de agarose 

1% e 16 µL de brometo de etídio 50 µg/mL. Esta mistura foi colocada em cubas 

horizontais de eletroforese para polimerização, contendo tampão TAE (tampão Tris-

acetato de sódio 0,04 M contendo EDTA 1 mM, pH ajustado para 7,2). Foram 

aplicados 10 µL do produto amplificado e 3 µL de tampão de amostra em cada poço 

do gel. A corrida foi realizada em aproximadamente 30 minutos a uma voltagem 

constante de 100 V. 
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3.4 Hipertrofia cardíaca 
 

3.4.1 Desenvolvimento da hipertrofia cardíaca 

 

 
Para obter o modelo de HC foi utilizado um agonista β-adrenérgico clássico, o 

isoproterenol (ISO) (JAFFRÉ 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 veículo (CT) (n = 35). A hipertrofia cardíaca foi 

desenvolvida nos animais do grupo ISO tanto nos animais transgênicos como nos 

selvagens através do tratamento com injeções subcutâneas do isoproterenol 20 

mg/kg/dia. A droga foi diluída em óleo 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 injeção de óleo de soja 

seguindo os mesmos padrões do grupo tratado. Os animais foram pesados antes e 

após o tratamento para verificação de possíveis alterações na massa corporal. 

 

 
3.4.2. Dissecação das estruturas do coração 

 

 
No oitavo dia após o tratamento, os animais foram sacrificados através de 

deslocamento cervical para excisão dos corações e verificação da hipertrofia 

cardíaca. O coração foi rapidamente removido, lavado com solução salina (NaCl 

0,9%) e as estruturas cardíacas separadas em átrios [direto e esquerdo (AT)], 

ventrículo direito (VD) e ventrículo esquerdo (VE)].  
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3.4.3. Dissecação da tíbia 

 

 
 Após dissecação das estruturas do coração, a tíbia esquerda de cada animal 

foi removida e dissecada para servir como parâmetro na verificação da HC. A 

medição do comprimento da tíbia foi feita com o uso de um paquímetro. A razão 

entre o peso do coração total e de cada estrutura cardíaca separada (mg) e o 

comprimento da tíbia (cm) (FREUND e cols, 2005; JAFFRÉ e cols, 2004) foi 

determinada para estimar a ocorrência da hipertrofia cardíaca induzida pelo 

tratamento com isoproterenol. 

 

 

3.5. Níveis de expressão 
 

3.5.1. Extração de RNA total 
 

 
 Todas as soluções utilizadas nesta etapa foram preparadas com água 

contendo dietilpirocarbonato (DEPC). Toda a vidraria foi lavada com água DEPC e 

submetida à esterilização. O reagente TRIzol (Life Technologies) foi utilizado de 

acordo com o protocolo fornecido pelo manufaturador. Quatro animais TGM(rTon) 

foram sacrificados e os tecidos cardíacos separados foram congelados a -80ºC (AT, 

VD e VE) Posteriormente foram homogeneizados na proporção de 0,1 g de tecido 

para 1,0 mL de TRIzol. Após homogeneização, as amostras foram incubadas à 

temperatura ambiente por 5 minutos para completa dissociação de complexos 

nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio a cada 

amsotras, as quais foram incubadas à temperatura ambiente por 3 minutos e 

centrifugadas a 10.000xg por 15 minutos a 4ºC. Após centrifugação, ocorreu 

separação de três 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 álcool isopropílico para a 
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precipitação do RNA total. As amostras foram então incubadas a temperatura 

ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 10.000xg por 10 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de etanol 75%. 

Após a lavagem do sedimento com etanol 75% com agitação suave, as amostras 

foram centrifugadas a 5.000xg por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e 

o sedimento, após secagem, ressuspenso em água-DEPC. A concentração do RNA 

nas amostras foi determinada espectrofotometricamente, através da equação: 

 

C (µg/mL) = A260 x FD x 40 

 

 Sendo: A260, a absorbância a 260 nm; FD, fator de diluição e 40 o coeficiente 

determinado considerando-se o coeficiente de extinção para RNA. Portanto, um 

valor de absorbância igual a 1, para solução contendo RNA fita simples, 

corresponde a concentração 40 µg/mL. 

 

 

3.5.2. Transcrição reversa 

 

 
Para a reação da transcrição reversa (RT) utilizamos o kit da Promega para 

síntese da primeira fita (cDNA). Amostras contendo 2 µg de RNA total foram 

incubadas em um volume final de 20 µL de reação, constituída de 4 µL de tampão 

5x (tris-HCl 254 mM pH 8,3, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM, DTT 50 mM), 2,5 µL de 

dNTPs (10 mM), 1,0 µL de M-MULV (transcriptase reversa - Invitrogen), 1,0 µL de 

random hexamer primer (50 U/µL), 1,0 µL de inibidor de RNAse (10 U/µL) e água 

DEPC para completar o volume final. Utilizando-se de um aparelho termociclador da 

MJ Research (PTC – 100), esta mistura foi submetida à 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. Reação em cadeia da polimerase e eletroforese 

 

 
O produto da reação da RT (cDNA) foi submetido à amplificação pela reação 

em cadeia da polimerase (PCR), em 25 µL de reação, constituída de 2,5 µL de 

tampão de PCR 10x (tris-HCl 20 mM pH 8,4 contendo KCl 50 mM), 1,25 µL de MgCl2 

50 mM, 1,0 mM de dNTPs, 10 pmol de cada iniciador, 0,25 µL de Taq polimerase 

(0,3 U) e água milliq. As amostras foram submetidas a 36 ciclos de amplificação 

através do seguinte protocolo de incubação: 94°C por 3 minutos para desnaturação 

do DNA, 95º C por 1 minuto, 56°C por 45 segundos para anelamento dos 

iniciadores, e 72°C por 1 minuto para extensão. Ao final deste último passo, as 

amostras foram incubadas a 72°C por 7 minutos para assegurar o processo 

completo de extensão. O mesmo procedimento foi realizado com todas as amostras 

utilizando iniciadores para beta-actina de camundongo, a fim de utilizar este 

resultado para comparação da intensidade da expressão. Os produtos de PCR 

foram analisados em gel de agarose 1%. 

 

 

3.6 Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) 
 

 

 A determinação da atividade da ECA nas estruturas cardíacas foi realizada 

utilizando o substrato de supressão intramolecular de fluorescência contendo Abz 

(ácido orto-aminobenzóico) na extremidade N-terminal e Dnp acoplado ao grupo ε-

amino do resíduo de lisina (Abz-FRK(Dnp)P-OH), que foi sintetizado pela 

metodologia da fase sólida (BARLOS e cols, 1989), e gentilmente fornecido pela Drª 

Adriana Carmona, do Departamento de Biofísica da UNIFESP. 

Doze animais foram sacrificados e suas estruturas do coração (AT, VD e VE) 

foram homogeneizadas em tampão de homogeneização (tris 0,1 M contendo NaCl 

0,3 M, Triton X-100 0,2%, pH 7,2) na proporção de 4 mL para cada 1 g de tecido. 

Após centrifugação a 10.000xg por 10 minutos, amostras do sobrenadante, 

contendo de 50 a 100 µg de proteína foram incubadas com 15 µL do substrato Abz-

FRK(Dnp)P 10 µM, em tampão tris-HCl 100 mM contendo NaCl 50 mM e 10 µM de 
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ZnCl2, pH 7,0 em volume final de 2 mL, na ausência ou na presença do inibidor da 

ECA, captopril 2 µM.  A hidrólise do substrato, a 37ºC, foi acompanhada pela leitura 

da fluorescência em fluorímetro Hitachi F-2500, com excitação a 320 nm e emissão 

a 420 nm, com abertura de 5/5 a 700 V. Como controle da reação, a variação da 

fluorescência foi determinada na ausência da amostra. A atividade da ECA para 

cada tecido foi calculada dividindo-se o valor da fluorescência pelo coeficiente de 

extinção do grupamento Abz, igual a 12828 M-1cm-1 e expressa como atividade 

específica (moles de produto formado por minuto por miligrama de proteína). 

 
 

3.7 Atividade tonina-símile 
 

 
Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no laboratório de Biofísica da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com auxílio da Profa Dra Mércia de 

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

 

 

3.7.1 Incubação 

 
 
  Para determinação da atividade tonina-símile, os animais foram sacrificados e 

os tecidos cardíacos foram retirados e homogeneizados na proporção de 1 g de 

tecido para 4 mL de tampão de homogeneização, constituído de solução sacarose 

250 mM contendo os seguintes inibidores a 10 mM (0-fenantrolina, EDTA, 

tetrationato de sódio e 2,2-dipiridil) e pH ajustado para 7,0. Amostras do 

sobrenadante do homogenato de cada estrutura do coração, contendo 2 µg de 

proteína, foram incubadas com 5 µg do substrato tetradecapeptídico sintético 

correspondente a porção N-terminal do AG. O volume final foi ajustado para 180 µL 

com adição de tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 contendo os inibidores 

descritos acima. A angiotensina II liberada no meio de incubação foi determinada 

através de radioimunoensaio (GUALBERTO e cols, 1992). 
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3.7.2 Radiomarcação da angiotensina II 
 
 

Para a radiomarcação da angiotensina II utilizamos o método proposto por 

Nielsen e cols, (1971), no qual emprega-se a cloramina T como agente oxidante. 

Para cada 50 µg de Ang II, que foi dissolvida em 10 µL de tampão fosfato de sódio 

0,5 M pH 7,4, foram adicionados 1,0 mCi de 125I e 50 µg de cloramina T dissolvida 

em 500 µL de tampão fosfato 0,5 M pH 7,4. Após um minuto de reação e agitação 

em vórtex, a mesma foi interrompida pela adição de 150 µL de uma solução de ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v). A purificação da Ang II monoiodada foi realizada 

utilizando-se de coluna de fase reversa (MinoRPC) em sistema de cromatografia 

líquida de alta eficiência. A coluna foi eluída com uma solução de acetonitrila 25% 

(v/v) em TFA 0,1% (v/v) num fluxo de 1,0 mL por minuto. A radioatividade das 

frações coletadas foi determinada por meio de um cintilador gama. Em seguida foi 

determinada a capacidade de ligação das frações obtidas na cromatografia, 

incubando-as com o anticorpo anti-Ang II por um período de 18 horas à temperatura 

de 4°C. A capacidade de ligação foi determinada pela relação Bo/T, sendo Bo a 

radioatividade ligada ao anticorpo e T a radioatividade total utilizada na incubação. 

As frações que apresentaram capacidade de ligação entre 25 e 50% foram 

estocadas a -20°C e utilizadas para a realização dos ensaios para verificação de 

atividade tonina símile. 

 

 

3.7.3 Radioimunoensaio para angiotensina II 
 
 

Utilizamos solução padrão estoque de Ang II, em torno de 10-3 M, que foi 

diluída seriadamente até uma faixa de concentração de 10-8 a 10-10 M, como mostra 

a tabela 1, em tampão fosfato de sódio 0,02 M contendo gelatina 0,1% (p/v), azida 

sódica 0,1% (p/v), NaCl 150 mM e EDTA 1 mM e pH ajustado para 7,4 (tampão 

RIE), para a contrução da curva padrão mostrada na figura 4. As amostras foram 

ensaiadas em triplicatas e os padrões de angiotensina em duplicata. O volume de 

angiotensina padrão foi pipetado a cada tubo da curva, onde variou de 40 a 240 µL. 
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A angiotensina marcada (125I-Ang II) foi inicialmente diluída em tampão RIE de modo 

a ser obtido aproximadamente 7000 cpm em 100 µL de solução. Desta solução 

foram pipetados 100 µL em cada tubo do ensaio. A seguir, 50 µL das amostras 

(diluídas 50 x) provenientes das incubações prévias, como descrito anteriormente, 

foram pipetadas em triplicatas. Após esta etapa, foram pipetados 100 µL de 

anticorpo anti-angiotensina II (diluído 1/4000) em todos os tubos do ensaio, exceto 

nos referentes à ligação não específica (LNE) e total. O volume de cada tubo foi 

ajustado para 500 µL com tampão RIE. Após agitação dos tubos, estes foram 

incubados a 4°C por 20 horas. Transcorrido este período, fizemos a separação da 
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Tabela 1. Componentes utilizados para construção da curva-padrão do 
radioimunoensaio. 
 
Ang II não marcada 

(M) 
*Ang II-I125 **Anticorpo Tampão Volume 

final 

1,0x 10-8 100 µL 100 µL 180 µL 500 µL 

5,0x10-9 100 µL 100 µL 60 µL 500 µL 

2,5 x 10-9 100 µL 100 µL 252 µL 500 µL 

1,0 x 10-9 100 µL 100 µL 220 µL 500 µL 

6,0x 10-10 100 µL 100 µL 100 µL 500 µL 

3,0 x 10-10 100 µL 100 µL 260 µL 500 µL 

1,5 x 10-10 100 µL 100 µL 220 µL 500 µL 

0,75 x 10-10 100 µL 100 µL 100 µL 500 µL 

B0 100 µL 100 µL 300 µL 500 µL 

LNE 100 µL - 400 µL 500 µL 

TOTAL 100 µL - 400 µL 500 µL 
* 7.000 cpm/100 µL; **Anticorpo diluído 150 vezes. 

 

Os resultados foram projetados em papel log-logit (figura 5) para extrapolação 

dos valores referentes as amostras. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Curva padrão do radioimunoensaio. 
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3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 
 

 A corrida eletroforética foi efetuada a temperatura ambiente, com o tampão de 

corrida (Tris-HCl 120 mM contendo SDS 17 mM e glicina 93 mM) e tensão constante 

de 100 volts durante duas horas. O gel de poliacrilamida, na concentração de 12,5%, 

foi preparado conforme o método descrito por Laemmli (1970). A corrida 

eletroforética foi efetuada em temperatura ambiente, com tampão Tris-glicina 0,02 M 

(pH 8,3), tanto para o anôdo quanto para o catôdo e tensão constante de 100 volts 

durante 50 minutos. 

 

 

3.8.1 Preparação do gel 
 

 

 O gel de corrida foi constituído de uma solução de acrilamida-bisacrilamida a 

12,5% em tampão tris-HCl 0,375 M, pH 8,8, contendo SDS 0,1%. Foi acrescentada 

uma solução de persulfato de amônio a 10% e TEMED puro, que são os agentes 

responsáveis pela polimerização, em quantidades suficientes para concentração 

final destes reagentes em torno de 1%. O gel de concentração, constituído a partir 

de uma solução de acrilamida-bisacrilamida 5% foi preparado de forma idêntica, 

sendo utilizado tampão tris-
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3.9 Eletrotransferência 
 
 

Após a corrida, foi realizada a transferência de proteínas para a membrana de 

nitrocelulose Hybond-C, a 20 mA, pernoite, sendo a miliaperagem duplicada na 

última hora. A membrana foi incubada com tampão fosfato de sódio 35 mM contendo 

150 mM de  NaCl (PBS) e tween-20 0,3% (PBST) por uma hora a temperatura 

ambiente. Em seguida foram realizadas três lavagens com PBST (tween 0,05%) de 

5 minutos cada, sob agitação. Após as lavagens a membrana foi incubada com 

anticorpo anti-tonina, por duas horas, à temperatura ambiente. Novamente a 

membrana foi lavada por três vezes com o PBST 0,05% e incubada com IgG anti-

IgG de coelho conjugada à peroxidase, por uma hora a temperatura ambiente, sob 

agitação. Em seguida a membrana foi lavada novamente três vezes com o mesmo 

tampão, e duas lavagens com PBS. A revelação foi realizada com diaminobenzidina 

0,05%, cloronaftol 0,025% (p/v) e peróxido de hidrogênio a 0,0125% (v/v). 

 

 

3.10 Dosagem de proteína 
 

 

A concentração de proteína das amostras provenientes dos homogenatos foi 

estimada utilizando-se o reagente Proteoquant (Proteobrás, SP), segundo método 

proposto por Bradford (1976). Como padrão utilizamos soroalbumina bovina (BSA). 

Um volume de amostra que variou de 10-100 µL foi pipetado em tubo de ensaio, 

sendo que o volume final sempre foi ajustado para 100 µL com água. A seguir, foi 

pipetado 1,0 mL da solução do reagente Proteoquant. A mistura dos tubos foi 

agitada em vórtex e após um período de repouso de 20 minutos a leitura foi 

realizada a 595 nm. 
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3.11 Análise dos dados 
 
 

As análises dos dados de todos os grupos foram baseadas no test “t” não 

pareado. Foi adotado para todos os experimentos um p ≤ 0,05 como nível de 

significância. Todos os resultados estão apresentados na forma de média ± erro 

padrão. 
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4. Resultados 
 

4.1 Genotipagem 
 
 

Após extração de DNA de pedaço de cauda dos animais e reação em cadeia da 

polimerase, os produtos da PCR foram aplicados em eletroforese para determinar o 

tamanho e assim definir o genótipo do animal. Foi utilizado gel de agarose 1%. O 

fragmento esperado de 215 pb foi observado após revelação do gel de agarose, 

confirmando a presença do gene tonina no genoma dos camundongos considerados 

positivos. A agarose foi escolhida devido à facilidade na manipulação e rapidez dos 

resultados. A figura 6 abaixo mostra os resultados obtidos em um experimento que 

envolveu 30 animais. 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
Figura 6. Géis de agarose 1% mostrando os produtos de PCR de amostras provenientes de animais 
considerados transgênicos e selvagens. M, marcador de massa molecular. O produto esperado, 
correspondente ao fragmento do gene da tonina apresenta 215 pb. Os números 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 verificação e classificação dos dois grupos, transgênicos 

(TGM(rTon)) e selvagens (WT), os animais foram submetidos a cruzamentos para 

obtenção de número suficiente para a realização dos experimentos. 

 
 
 

 
 

215 pb

215 pb 215 pb

215 pb

M       1      2      3        4        5      6   M      7       8       9     10     11     12

M  13  14  15  16   17  18  19  20  21 22 M   23   24   25   26   27  28   29   30
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4.2  Hipertrofia cardíaca 
 
 

Tanto no início como no final do tratamento, todos os animais foram pesados 

para verificar se houve variação na massa corporal. A figura 7 apresenta os valores 

da massa corporal dos animais WT (n = 32) e (TGM(rTon)) (n = 21) no início e fim do 

tratamento. Os dados dessa figura estão na tabela 4 (apêndice A). Não observamos 

alteração significativa da massa corporal dos animais pelo tratamento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Massa corporal dos animais tratados com isoproterenol (Iso) ou com óleo (C) no início (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 cardíaca 

após o tratamento com isoproterenol. A figura 8 mostra os resultados obtidos em 

termos de massa específica (relação massa da estrutura cardíaca/comprimento da 

tíbia) para as diferentes estruturas do coração nos dois grupos, selvagem e 

TGM(rTon), antes e após tratamento com isoproterenol. Os comprimentos das tíbias 

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 óleo são 1,60 ± 0,02 cm e 1,62 ± 0,01 cm, respectivamente para 

TGM(rTon) e WT. 

Quando consideramos a massa específica, observamos em algumas 

estruturas, aumento significativo quando comparamos os dados obtidos entre 

animais tratados com isoproterenol e o grupo controle, ou seja, tratado com óleo. Os 
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valores obtidos e que foram utilizados na construção da figura 8 estão apresentados 

na tabela 5 (apêndice B). 

Após o tratamento com isoproterenol observamos aumento significativo da 

massa específica cardíaca total e do ventrículo esquerdo nos animais WT. Já os 

animais TGM(rTon) apresentaram aumento da massa específica somente nos átrios 

do animais tratados com ISO quando comparados ao grupo controle.  

Após tratamento com ISO, a massa cardíaca total específica do grupo 

transgênico 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 diferença 

nas massas específicas cardíacas entre grupo tratado e controle para o animal WT 

que apresentou aumento de 7,7 mg/cm na massa específica do coração 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 

resistência a desenvolver hipertrofia quando comparado com o animal selvagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Relação entre a massa de cada estrutura cardíaca corrigida pelo comprimento da tíbia 
(mg/cm) dos animais dos grupos tratado com óleo (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 óleo. CO, coração 
inteiro; AT, átrios; VD, ventrículo direito; VE, ventrículo esquerdo. 

 

Com relação aos átrios, a massa específica para o grupo WT não foi diferente 

considerando-se os tratamentos, mas para o grupo transgênico o valor obtido para o 

tratamento com ISO é significativamente maior (3,61 ± 0,14 mg/cm vs 5,07 ± 0,40 

mg/cm, óleo vs ISO, respectivamente). 
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O aumento de massa total do coração devido ao tratamento, observada para 

os animais selvagens, ocorreu principalmente devido ao maior desenvolvimento da 

hipertrofia do ventrículo esquerdo. Enquanto que no grupo WT o tratamento com ISO 

elevou significativamente a massa específica do VE (60,54 ± 1,28 mg/cm vs 65,7 ± 

1,97 mg/cm, óleo vs ISO, respectivamente), no animal transgênico, os dados 

novamente mostram proteção contra a hipertrofia, sendo que os valores não são 

diferentes estatisticamente (57,27 ± 1,53 mg/cm vs 58,03 ± 2,07 mg/cm, óleo vs ISO, 

respectivamente). 

 

 

4.3. Análise de expressão mRNA tonina 
 

 

 Os níveis de mRNA da tonina no coração foram verificados somente entre os 

grupos CT e ISO dos animais TGM(rTon). Após a extração de RNA total de cada 

estrutura separadamente a análise foi feita pela técnica de RT-PCR. Os resultados 

estão apresentados na figura 9. Embora em intensidades diferentes, a banda de 740 

pb, referente ao cDNA do gene da tonina de glândula submandibular de rato está 

presente em todas as estruturas estudadas.  

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9. RT-PCR para tonina e β-actina das estruturas do coração dos animais TGM(rTon) tratados 
com óleo (CT) ou com isoproterenol (ISO). AT: átrios; VD: ventrículo direito; VE: ventrículo esquerdo; 
Brt: branco do RT; Bpcr: branco do PCR. 
 
 

AT   VD   VE     AT  VD   VE Brt Bpcr

CT ISO

Tonina 740 pb 

500 pb β-Actina

 



 47

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 níveis de mRNA tonina nas diferentes estruturas cardíacas são 

diferentes. No animal tratado com óleo (CT), os níveis de mRNA tonina foram 

maiores no VE, níveis semelhantes aos encontrados no VE do animal tratado com 

ISO. Alterações significativas nos níveis de mRNA tonina foram observadas para o 

AT e para o VD. Enquanto que para os átrios os maiores níveis foram observados 

para o animal tratado com óleo, para o ventrículo direito ocorreu o inverso, onde os 

níveis são muito maiores para o animal tratado com ISO.  

 

 

4.4 Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) 
 
 

 Os níveis da atividade da ECA foram determinados em todas as estruturas 

cardíacas nos animais WT e TGM(rTon) submetidos ao tratamento com ISO e com 

óleo, os controles. A tabela 2 apresenta os valores obtidos para os animais WT e 

mostra que os maiores níveis de atividade foram encontrados nos átrios e 

diminuíram significativamente nessa estrutura em função do tratamento. As outras 

estruturas não apresentaram alterações significativas. 

 

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

Estrutura Óleo ISO 

AT 4,33 x 10-5 ± 0,02 2,93 x 10-5 ± 0,15 * 

VD 0,73 x 10-5 ± 0,04 1,60 x 10-5 ± 0,35 

VE 1,57 x 10-5 ± 0,22 1,39 x 10-5 ± 0,27 
Os valores são expressos em moles de produto formado/mim/mg de proteína. Os dados foram 
expressos como a média  epm. *p < 0,05. 
 

Assim como os animais WT, os animais TGM(rTon) apresentaram alterações 

significativas da atividade ECA somente nos átrios, mas de forma contrária, a 

atividade se elevou após o tratamento. As outras estruturas também não 

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

Estrutura Óleo ISO 

AT 2,28 x 10-5 ± 0,07 3,75 x 10-5 ± 0,25 * 

VD 0,88 x 10-5 ± 0,02 1,24 x 10-5 ± 0,31 

VE 0,83 x 10-5 ± 0,12 0,98 x 10-5 ± 0,12 
Os valores são expressos em moles de produto formado/mim/mg de proteína. 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 inibição da ECA. 

 

4.5 Atividade tonina-símile 
 
 

 Embora tenha sido verificado, através do mRNA, que o transgene está 

expresso nas diferentes estruturas do coração, isto não significa necessariamente 

que a tonina, mesmo que expressa em determinada estrutura, esteja na forma ativa, 

ou seja pode não haver necessariamente correlação entre os níveis de mRNA e 

atividade tonina em um determinado tecido. Por isso, decidimos medir os níveis de 

atividade tonina-símile em cada uma dessas estruturas, tanto em animais WT como 

TGM(rTon). Esta atividade foi determinada incubando-se as amostras com o 

substrato tetratecapeptídeo sintético (TDP) correspondente à porção N-terminal do 

angiotensinogênio, e a Ang II liberada foi quantificada por RIE. Os resultados da 

atividade específica obtidos para as diferentes estruturas (AT, VD e VE) dos 

camundongos WT e TGM(rTon) estão apresentados na figura 9. 

A figura 10 foi construída com os dados apresentados na tabela 6 em 

apêndice C. Comparando-se os níveis de atividade tonina-símile nas diferentes 

estruturas dos animais dos dois grupos, WT e TGM(rTon), observamos, para 

animais que receberam tratamento com óleo, que os níveis nos átrios são maiores 

para o animal transgênico. Para as demais estruturas os níveis são semelhantes. O 

tratamento com ISO não alterou significativamente os níveis da atividade tonina em 

qualquer uma das estruturas do animal transgênico. Para o animal selvagem, o 

tratamento levou a redução significativa dos níveis de atividade no ventrículo 

esquerdo. 
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Figura 10. Atividade tonina-símile expressa em moles de Ang II liberados por minuto e miligrama de 
proteína das estruturas cardíacas provenientes de WT (A) e TGM(rTon) (B), tratados com ISO ou 
óleo (CT). Os dados foram expressos como a média  epm. *p < 0,05. 
 
 
 

4.6 Western blot 
 

 

 Utilizando anticorpo específico para tonina de glândula submandibular de rato, 

analisamos a imunoreatividade tonina presente no homogenato de cada estrutura 

cardíaca 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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Figura 11. Imunoreatividade à tonina de amostras de proteínas de homogenato das estruturas 
cardíacas determinada utilizando-se de anticorpo anti-tonina. 
  

 Pode-se observar pela figura 11 que a banda está ausente nos átrios dos 

animais tratados com óleo 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 redução na intensidade da banda no ventrículo 

esquerdo do animal selvagem. O maior aumento foi observado no ventrículo direito 

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

 

A presença da hipertrofia ventricular esquerda em humanos contribui 

fortemente para morbidade e mortalidade. Ela ocorre em resposta à sobrecarga de 

pressão crônica vista em doenças cardíacas e hipertensão. Inicialmente adaptativa, 

a HVE pode progredir continuamente e, por mecanismos ainda não completamente 

elucidados, freqüentemente termina com disfunção ventricular esquerda e falha 

cardíaca evidente (FAULX e cols, 2007). 

Um crescente conjunto de evidências indica que o SRA local possui 

importante papel no desenvolvimento da hipertrofia cardíaca. Todos os 

componentes do SRA, tais como angiotensinogênio, renina e ECA, têm sido 

identificados no coração, tanto em níveis de mRNA, quanto em níveis de proteína 

(KOMURO, 2001). 

No SRA clássico, a Ang II é gerada pela ação da ECA sobre a Ang I, a qual é 

formada pela clivagem do angiotensinogênio pela renina. No entanto, vias 

alternativas para a geração de Ang II podem ocorrer por ação de outras enzimas 

como tripsina, catepsina, quimase e tonina. Dentre essas, tonina pode ser uma via 

importante, pois, é capaz de gerar Ang II tanto da Ang I como diretamente do AG. 

Em 2002, verificamos que injeções intracerebroventriculares de tonina em rato 

produz efeitos fisiológicos atribuídos a Ang II, mostrando que essa enzima pode 

contribuir fisiologicamente para a formação desse peptídeo (ARAUJO e cols, 2002). 

A Ang II parece estar envolvida no desenvolvimento da hipertrofia cardíaca 

(MALHOTRA e cols, 1999). Acredita-se que a ativação do SRA local, com liberação 

de Ang II, no coração, possa contribuir para a hipertrofia cardíaca induzida por 

isoproterenol, já que ratos nefroctomizados tratados com ISO apresentaram massa 

do VE e concentração de Ang II aumentadas (NAGANO e cols, 1992). No coração, 

esse peptídeo parece mediar várias funções importantes, como tônus vascular 

coronário, efeito inotrópico e cronotrópico positivos. 

A presença de tonina no coração de rato foi mostrada pela primeira vez por 

nosso grupo através da atividade e dos níveis de mRNA para tonina, e ainda 

evidências indicam sua possível participação na hipertrofia cardíaca (BORGES e 

cols, 2003). 
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 Para compreender melhor os efeitos fisiológicos da tonina, nosso grupo 

gerou um modelo transgênico, denominado TGM(rTon), um camundongo que 

expressa tonina de rato. A proposta inicial era de que o animal apresentasse 

expressão de tonina somente no encéfalo, especificamente nos astrócitos, uma vez 

que estas células produzem AG em maior quantidade. Para isso, foi utilizado um 

promotor específico para expressão em astrócitos, o promotor da Gfap, que é uma 

proteína codificada pelo gene gfa (glial fibrillary acidic), sendo um filamento 

intermediário encontrado abundantemente e quase que exclusivamente em 

astrócitos (ENG, 1980; BRENNER; MESSING, 1996; ENG e cols, 2000). Entretanto, 

a expressão do transgene da tonina não foi detectada somente no encéfalo como 

esperado, e sua expressão, em quantidades menores, também ocorreu em outros 

órgãos e tecidos, entre eles o coração (CARDOSO, 2002).  

Para obtenção do modelo hipertrófico cardíaco, utilizamos injeções 

subcutâneas de isoproterenol na concentração final de 20 mg/kg/dia durante 7 dias 

consecutivos. Essa concentração é menor que a utilizada por Faulx e colaboradores 

(2007), os quais utilizaram 100 mg/kg durante 5 dias. Neste trabalho, Faulx verificou 

a resposta hipertrófica de camundongos com fenótipos cardiovasculares bem 

conhecidos em diferentes linhagens e, concluiu que a administração de ISO é 

especifica de cada uma, já que as respostas foram diferentes. Os camundongos da 

espécie C57L/B6 são mais resistentes à hipertrofia cardíaca 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 cardíaca. 

 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 

relação ao grupo controle. Esses autores observaram que a maioria dos estudos não 

tem verificado se o aumento obtido na massa cardíaca devido ao crescimento 

normal ou alterações tróficas e aumento na ingestão de alimento induzido pela 

estimulação do receptor beta-adrenérgico efetivamente refletem na HC. Os autores 

descrevem ainda que a resposta hipertrófica do VE pode ser influenciada por um 

aumento no estado anabólico sistêmico, demonstrado pelo aumento no ganho do 

peso desses animais. A influência do peso corporal na proporção massa do 

ventrículo esquerdo/massa corporal é importante, mas nem sempre tem sido notada. 
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 Em comparação aos trabalhos de Kudej e colaboradores (1997) e Faulx e 

colaboradores (2007), nossos animais tratados com ISO não apresentaram 

alterações significativas na massa corporal quando comparados ao grupo controle 

(óleo), o que pode ter sido devido à resposta dessa linhagem (black-6), como dito 

anteriormente, e/ou devido a concentração da droga utilizada. É sabido que os 

adrenoceptores 1 e 3 parecem estar envolvidos no aumento da taxa de lipólise 

vista em adipócitos brancos e marrons, tanto em ratos como em camundongos 

(ARCH e KAUMANN, 1993), portanto, diferenças na regulação -adrenérgica do 

metabolismo de gordura parecem não explicar as diferenças 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 relação massa estrutura cardíaca/comprimento da tíbia para verificação 

da HC e constatamos que o grupo selvagem tratado com ISO apresentou hipertrofia 

cardíaca significativa, ocasionada principalmente devido ao aumento do VE. Já o 

grupo de animais TGM(rTon) tratados com ISO não apresentou aumento significativo 

do coração ou mesmo do VE quando comparados ao grupo controle e de forma não 

ainda compreendida esse grupo apresentou hipertrofia significativa dos átrios. 

No processo de hipertrofia cardíaca, o desgaste energético aumenta devido à 

baixa difusão do oxigênio para as fibras hipertrofiadas. A tensão intramiocardial 

reduz a perfusão coronária e eleva a escassez de energia, o que ocasiona morte 

celular e aumento do trabalho dos cardiomiócitos, os quais hipertrofiam tentando 

manter a função, mas acabam desencadeando falência cardíaca (KATZ, 2000). A 

progressão da insuficiência cardíaca é acompanhada pelo aumento do colágeno 

intersticial (SCHAPER e cols, 1991), sendo que, nos estágios finais da insuficiência, 

o colágeno tipo I, mais rígido, se sobrepõe ao colágeno tipo III, mais elástico 

(WEBER, 1997).  

O principal local de síntese de angiotensinogênio no coração são os átrios 

(OGIKU e cols, 1996) e, como verificado por Borges e cols (2003), após a 

administração de ISO em ratos, os níveis de mRNA dessa proteína  se eleva nessa 

estrutura quando comparado ao VE. Esses autores também verificaram que os 

níveis de tonina não são detectáveis em quaisquer estruturas do coração, mas se 

elevam nos átrios após tratamento com isoproterenol. Nossos resultados mostraram 

que, além da hipertrofia, o grupo TGM(rTon)  tratado com ISO apresentou aumento 

significativo da presença e da atividade tonina, também somente nos átrios. 
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Entretanto, ao fazermos uma análise geral dos dados considerando: a) atividade 

tonina-símile (liberadora de angiotensina II), determinada incubando-se as amostras 

das diferentes estruturas, em condições que a possível participação da ECA é 

mínima, devido à presença de inibidores específicos; b) os níveis da proteína, 

determinados através de Western blot utilizando-se anticorpo específico para tonina 

da glândula submandibular de rato; c) os níveis de expressão, determinados 

utilizando-se iniciadores específicos para o cDNA da tonina de rato e, d) a atividade 

ECA, observamos que parece não existir correlação entre qualquer um destes 

parâmetros isoladamente com a HC. Após serem tratados com ISO, os 

camundongos TGM(rTon) não apresentaram alterações significativas na massa do 

VE, bem como, na atividade tonina-símile dessa estrutura, porém, seus átrios 

apresentaram hipertrofia significativa juntamente com um aumento da atividade 

tonina-símile. Os animais selvagens apresentaram hipertrofia cardíaca significativa, 

relacionada principalmente com o aumento da massa do ventrículo esquerdo, onde 

observamos significativa redução da atividade tonina-símile.  É importante ressaltar 

que este parâmetro, atividade tonina-símile, necessariamente não reflete os níveis 

de angiotensina II no tecido devido à presença de angiotensinases, que podem ser 

diferentes em cada estrutura e, portanto determinante dos níveis de Ang II local. 

Neste estudo não determinamos os níveis de Ang II tecidual ou os níveis de 

atividade angiotensinase. 

Ocaranza e colaboradores (2002) observaram que a administração de ISO 

em ratos induz expressão da ECA, e correlacionou os níveis de mRNA da ECA com 

a atividade no VE e desenvolvimento paralelo da hipertrofia ventricular esquerda.  

Nossos dados não estão de acordo com os de Ocaranza e colaboradores, pois ao 

fazermos uma análise das estruturas que sofreram hipertrofia significativa e seu 

respectivo nível de atividade da ECA verificamos que, nos átrios hipertrofiados dos 

camundongos transgênicos a atividade da ECA está elevada em relação ao controle, 

no entanto, nos animais selvagens, onde a hipertrofia foi significativa no VE a 

atividade ECA está diminuída em comparação ao controle. Observamos que, os 

níveis de atividade da ECA na maioria das estruturas cardíacas dos animais 

TGM(rTon) tratados com óleo, são menores quando comparados aos níveis 

encontrados nos animais tratados com óleo do grupo WT. A possibilidade de a 

atividade da ECA estar sendo modulada pela tonina, nesse modelo transgênico, 

poderia explicar a cardioproteção do animal TGM(rTon). Há, entretanto, 
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controvérsias sobre a participação da ECA na hipertrofia cardíaca. Alguns autores 

sugeriram que o aumento da expressão local dessa enzima contribua para fibrose 

cardíaca induzida pela sobrecarga de pressão, já que a ECA está presente 

principalmente nos fibroblastos (KUROSAWA e cols, 2002). 

 Os níveis de mRNA da tonina foram determinados somente para os animais 

TGM(rTon). Nos animais controle, tratados com óleo, os níveis mais altos foram 

encontrados no VE, mas o tratamento com ISO promoveu aumento evidente de 

expressão no VD. Esses dados diferem de resultados prévios obtidos em ratos, nos 

quais os animais controle apresentaram maiores níveis de mRNA  tonina nos átrios, 

e esses níveis aumentaram significativamente nessa estrutura no grupo tratado com 

ISO (BORGES e cols, 2003). Notamos uma pequena redução nos níveis de mRNA 

tonina nos átrios tratados com ISO. No entanto, é sabido que, em determinados 

tecidos e condições, aumento nos níveis de mRNA nem sempre se traduz em 

aumento nos níveis da respectiva proteína. 

 Analisando a presença da tonina em cada estrutura cardíaca, através de sua 

imunoreatividade ao anticorpo específico, verificamos novamente ausência de 

correlação com hipertrofia. A imunoreatividade à 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 pró-forma da enzima, que não 

apresenta atividade. O animal selvagem tratado com ISO apresentou redução de 

imunoreatividade à tonina no ventrículo esquerdo, onde a hipertrofia foi significativa, 

porém o mesmo não foi observado para os animais TGM(rTon), onde a 

imunoreatividade a tonina se manteve presente no VE, mesmo não havendo 

hipertrofia dessa estrutura.  

De acordo com nossos resultados fica clara a importância de futuros estudos 

para compreender melhor a função desta enzima, sua possível participação em 

outras vias metabólicas, bem como, sua interação no processo de hipertrofia 

cardíaca.  

Tonina pode participar do metabolismo de outros peptídeos, tais como, 

substância P e ANP. Ela pode hidrolisar peptídeos sintéticos que reproduzem a 

seqüência do pró-ANP de rato na região do local de ativação. Como o ANP é 

armazenado como uma grande proteína precursora nos miócitos cardíacos, tonina 

pode estar envolvida na ativação deste peptídeo in vivo (MALHOTRA, 1999).  O 
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local exato nos cardiomiócitos onde ocorre o processamento do pró-ANP permanece 

não demonstrado. Enquanto alguns grupos assumem que os grânulos atriais não 

contêm qualquer enzima que processe o pró-ANP (TOKI e cols, 1990; CORTHORN 

e THIBAULT, 1991; SHIONO e cols, 1991), outros acreditam que serinil proteinases 

são capazes de processar o pró-ANP presente em grânulos atriais. Embora várias 

enzimas que poderiam processar o pró-ANP in vivo tenham sido encontradas nos 

átrios, 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 eficiência e especificidade da tonina em processar 

o pró-ANP sintético dependem fortemente da presença de resíduos mínimos no local 

de hidrólise, e que a seqüência do pró-ANP ao redor do seu principal local de 

ativação tem todo caráter especial necessário para ser processado por essa enzima. 

 Os dados da literatura mostram que o ANP tem efeito endócrino direto na 

homeostase de fluidos e pressão sanguínea, por meio de dois receptores localizados 

na membrana plasmática de miócitos e fibroblastos cardíacos (CAO e  GARDNER, 

1995; NEYSES e VETTER, 1989). O ANP e a Ang II tem efeitos opostos na 

homeostase cardiovascular. Enquanto os níveis circulantes do ANP e do SRA são 

basicamente determinados por alterações no balanço de sódio, o nível tecidual 

poderia ser afetado por fatores locais. A Ang II tem mostrado aumentar a secreção 

de ANP pelos miócitos cardíacos, o qual, no coração adulto, inibe o crescimento dos 

miócitos, a proliferação de fibroblastos e a deposição de matriz extracelular 

(SANGHI e cols, 2005).  

Apesar de estar bem estabelecido que tonina é capaz de gerar Ang II, nossos 

dados mostram que, por mecanismo(s) ainda não compreendido(s) tonina pode 

gerar uma resposta fisiológica cardioprotetora na HVE, contrária ao desenvolvimento 

hipertrófico. A sugestão de que o camundongo que apresenta expressão de tonina 

de rato possui uma tendência de cardioproteção à hipertrofia induzida pelo 

isoproterenol, certamente deverá levar a novos estudos no sentido de caracterizar 

melhor este efeito, o que deverá representar contribuição para o entendimento do 

processo de hipertrofia cardíaca. 
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6 Conclusões e sugestões 
 
 Apesar da capacidade da tonina em gerar Ang II e este peptídeo ter 

participação na hipertrofia cardíaca, o modelo transgênico de camundongo que 

expressa tonina de rato não apresentou hipertrofia ventricular esquerda induzida por 

isoproterenol como apresentou o camundongo selvagem.  

A atividade e a expressão dessa enzima parece não ter correlação direta com 

os dados da hipertrofia cardíaca, visto que após a administração de isoproterenol 

somente os animais selvagens apresentam hipertrofia do VE, porém tanto os 

selvagens como os TGM(rTon)  apresentaram redução da atividade da enzima 

nessa estrutura. Além disso, a hipertrofia significativa dos átrios presente nos 

TGM(rTon)  tratados com ISO, foi acompanhada de uma diminuição da expressão 

de mRNA da tonina. 

É importante verificar se existe, neste modelo transgênico, modulação da 

atividade da ECA pela tonina e conseqüentemente alteração nos niveis de Ang II. 

 O animal TGM(rTon) apresenta cardioproteção do ventrículo esquerdo em 

processo de indução de hipertrofia pelo isoproterenol, no entanto, o(s) mecanismo(s) 

envolvido(s) no processo não está(ão) ainda esclarecido(s). A possível participação 

de tonina neste processo deverá ser melhor esclarecida através de novos estudos.  

Como sugestão seria importante verificar a hipertrofia dos cardiomiócitos e 

deposição de colágenos por meio de histologia, os níveis de Ang II circulantes, a 

atividade das angiotensinases no coração e a expressão do ANP nos átrios e 

ventrículo esquerdo desse modelo transgênico antes e após o tratamento com 

isoproterenol. 
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APÊNDICE A – Tabela 4 Massa corporal, expressa em gramas, de 
todos os grupos experimentais (média erro padrão) 
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 Tabela 4 Massa corporal expressa em gramas, de todos os grupos experimentais. 
Animal                            Óleo                                                         ISO 

                         Início                  Término                       Início                   Término 

WT                 26,33±1,40         26,50±1,55                     23,51±1,43       24,73±1,47 

TGM(rTon)    26,11±1,24         26,72±1,52                     23,46±1,42       24,02±1,68 

Os valores são expressos como média ± erro padrão. 
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APÊNDICE B – Tabela 5 Parâmetros de massa das estruturas com 
relação ao comprimento da tíbia após tratamento dos animais selvagens 
(WT) e TGM(rTon) com isoproterenol (ISO) e com óleo (média erro 
padrão) 
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Tabela 5 Parâmetros de massa das estruturas com relação ao comprimento da tíbia 

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

e com óleo. 

Valores de massa e massa específica* 
Óleo ISO 

G 

R 

U 

P 

O Tíbia C Ce AT ATe VD VDe VE VEe Tíbia C Ce AT ATe VD VDe VE VEe 

WT 1,62 

±0,01 

135 

±3,0 

83,8 

±,1,8 

8,18 

±0,30 

5,07 

±0,20 

25,1 

±0,92 

15,56 

±0,57 

97,74 

±2,11 

 

60,54 

±1,28 

1,56 

±0,01 

140 

±4,6 

91,5* 

±3,05 

7,32 

±0,34 

4,82 

±0,24 

25,27 

±1,07 

16,60 

±0,71 

100,6 

±2,90 

65,7* 

±1,97 

TGM 

(rTon) 

1,60 

±0,02 

130 

±3,2 

80,7 

±2,28 

5,86 

±024 

3,61 

±0,14 

25,55 

±1,04 

15,9 

±0,76 

92,16 

±2,47 

57,27 

±1,53 

1,55 

±0,01 

 

130 

±5,9 

82,0 

±3,2 

8,00 

±0,62 

5,07* 

±0,40 

23,98 

±1,34 

15,16 

±0,79 

90,45 

±3,51 

58,03 

±2,07 

Os valores de massa estão expressos em centímetros para o comprimento da tíbia. C = coração 
inteiro, AT = átrios, VD = ventrículo direito e VE = ventrículo esquerdo. Ce, ATe, VDe e VEe indicam 
as respectivas massas específicas e estão expressas em mg/cm nos tecidos. Os dados foram 
expressos como a média  epm. *p < 0,05 vs óleo. 
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APÊNDICE C – Tabela 6 Atividade tonina-símile expressa em moles de 
Ang II x 10 10 liberados por minuto e miligrama de proteína das 
estruturas cardíacas provenientes de WT e TGM(rTon), tratados com 
ISO e óleo, utilizando a técnica de radioimunoensaio (média erro 
padrão) 
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Tabela 6 Atividade específica (Ae) expressa em moles de Ang II x 10 10 liberados por 

minuto e miligrama de proteína das estruturas cardíacas provenientes de WT e 

TGM(rTon), tratados com ISO e óleo, utilizando a técnica de radioimunoensaio. 
Animal                                   Óleo                                                       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 Comitê de Ética em Manipulação e experimentação animal 
(CEMEA/UMC) 
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