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RESUMO

A expressao de varios tipos de colagenos e outras proteinas da matriz
extracelular (MEC) mostram estar alteradas sob varias condicoes patologicas. O
Sistema Renina Angiotensina (SRA) apresenta um papel importante na
biossintese da MEC dentro do coracdo. Foi mostrado recentemente que
angiotensina-(1-7) [Ang (1-7)] € um ligante endégeno do receptor Mas, o qual esta
acoplado a proteina G e modula varias fungdes importantes no coracao (Santos et
al.,, 2003). Recentemente, foi desenvolvido um camundongo com a delegao
genética do protooncogénese Mas a partir do camundongo C57BL/6 (Walter et al.,
1998), 0 que permitiu estudar a importancia fisiolégica da proteina codificada por
esse gene. Esses animais apresentam alteragdes cardiovasculares que leva a
uma importante perda da funcao cardiaca (Castro et al., 2004). Porém, pouco se
sabe sobre o papel da Ang 1-7 e o receptor Mas na modulacdo da sintese dos
componentes da MEC. Neste estudo, foram analisados os efeitos da delecao
genética do receptor Mas na morfologia e expressao de proteinas especificas da
MEC em coragdes de camundongos. Para isto, foram utilizados camundongos
machos, adultos e neonatais knockout para o receptor Mas (KO-Mas) e seu
controle (WT). Os niveis de proteinas (colagenos I, lll, VI e fibronectina) foram
analisados em diferentes areas dos coracdes utilizando técnicas de imuno-
histoquimica e microscopia confocal de varredura a laser. Além disso, foram
analisadas a morfologia e ultraestrutura da parede do miocardio dos animais KO-
Mas e comparados com o controle. Coloracdes histoquimica (ex. H&E, Tricrémico
de Gomori, Picrosirius) foram usadas para o estudo da estrutura geral e
organizagao do tecido conjuntivo cardiaco. Microscopia eletrénica de transmisséo
foi utilizada para determinar possiveis alteracdes ultraestrutural no miocardio.
Nossos resultados mostraram que os animais KO-Mas parecem apresentar um
namero aumentado de células . A expressao de colagenos | e lll, como também a
fibronectina, uma outra proteina da MEC, estd aumentada nos ventriculos desses
animais adultos e neonatais. No entanto, o colageno VI esta significativamente
diminuido no miocardio desses animais KO-Mas. Além disso, observamos
também que as mudancas de expressdo de proteinas da MEC nao estédo
limitadas ao miocardio, mas também foram observadas em valvulas cardiacas.
Nenhuma diferenca foi observada nos atrios. Essas observagcbes sugerem que a
Ang (1-7) e seu receptor, Mas, esta envolvido na expresséo seletiva de proteinas
especificas da MEC no coracéo. Este perfil encontrado pode contribuir para a
funcdo cardiaca diminuida observada nestes camundongos KO-Mas.



ABSTRACT

The expression of various types of collagen and other extracellular matrix
(ECM) proteins has been shown to be altered under various physiological and
pathologic conditions. The renin-angiotensin system plays a pivotal role in the
biosynthesis of the ECM within the heart. It has been recently shown that
angiotensin (1-7) [Ang (1-7)] is an endogenous ligand for the G protein-coupled
Mas receptor. Ang (1-7) has been reported to modulate a number of important
heart functions, as well as affect ECM biosynthesis. However, it has not yet been
shown how Ang 1-7 or the Mas receptor modulate ECM production. In this study
we investigated the effects of genetic deletion of the Mas receptor on the
expression and distribution pattern of specific ECM proteins in adult and neonatal
male mice hearts. Quantification of the proteins in Mas-knockout (KO-Mas) and
control mice was performed using immunofluorescence-labeling techniques and
confocal microscopy. Different areas of the heart from KO-Mas and WT mice were
compared and the levels of collagen I, Ill, VI and fibronectin present were
determined. General morphological changes in the ECM were evaluated using
Gomori's Trichrome staining while Picrosirius red staining was used for the
histological assessment of the total collagen content. We observed that while the
expression of several ECM proteins, i.e., type | collagen, type Il collagen and
fibronectin, were significantly increased in the ventricles and valves of adult KO
mice hearts compared to control mice, the expression of type VI collagen was
decreased. No major differences were detected in the atria. Neonatal KO-Mas
mice hearts presented similar patterns as observed in adults. These observations
suggest that the Mas receptor is involved in the selective expression of specific
extracellular matrix proteins within the heart. The profile observed may contribute
to the decreased cardiac performance observed in KO-Mas mice.



1.0 Introducao

A diversidade dos genes que afetam o crescimento do miocéardio sugere
que durante o desenvolvimento cardiaco, o miocardio € particularmente sensivel a
alteracdes. Mutacbes de uma vasta variedade de genes em camundongos
resultam em desenvolvimento anormal do miocardio. Varios tipos de
camundongos mutantes null exibem um coracéao fetal visivelmente maior com um
aumento da trabeculacdo do miocardio e reduzida compactagdo celular,
mimetizando mudancas patoldégicas de uma ndo compactacdo do miocardio
ventricular. Além disso, células com maior tamanho e proliferacao celular séo
observadas nestes camundongos knockout. Apesar disso, mutagao null em varios
outros genes resulta em hipoplasia do miocardio e reducao na funcao contratil.
Varios fatores envolvidos no controle da hipertrofia mostraram modular os genes
envolvidos na deposicao da matriz extracelular. A manipulacdo genética em
camundongos tem fornecido importantes ferramentas para a avaliagao funcional
do papel do Sistema renina-angiotensina (SRA) na regulacdo da pressao arterial,
desenvolvimento e homeostasia cardiovascular. Recentemente, foi desenvolvido
um camundongo com delecdo do protooncogene Mas a partir do camundongo
C57BI/6 (Walther et al., 1998), o que permitiu estudar a importancia fisiolégica da
proteina codificada por esse gene.

O Prof. Robson Augusto Souza dos Santos e colaboradores do
departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
UFMG, estao estudando esses camundongos KO-Mas: “Angiotensina-(1-7) e seu
receptor como alvo para o desenvolvimento de novos farmacos para o estudo e
tratamento de doencas cardiovasculares”. Eles tém encontrado alteracoes
cardiovasculares que leva a uma importante perda da fungdo cardiaca como
demonstrado, in vitro, pela diminuicdo da tensao sistdlica e = dT/dt, além da
freqUéncia cardiaca diminuida e resisténcia vascular coronariana aumentada
(Castro et al., 2004). Estes dados foram confirmados in vivo pela ecocardiografia
(dados nao publicados). No entanto, nada foi estudado em relagdo a importantes
proteinas de matriz extracelular envolvidas no remodelamento cardiaco nesses
animais KO-Mas.

Visando uma ampliacdo dos estudos com estes camundongos, uma
colaboragéo foi iniciada com o Laboratério do Professor Gregory Thomas Kitten



devido sua experiéncia na éarea de MEC e técnicas morfoldgicas. Esta
colaboragéo levou ao desenvolvimento deste projeto.

1.1 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) no coragao consiste de colagenos intersticiais,
proteoglicanas e glicoproteinas que estdo arranjadas em uma rede tridimensional
precisa em associacdo com miocitos, fibroblastos e capilares. A adeséao celular a
colagenos, fibronectina, laminina e outros componentes da MEC é mediado
primariamente por integrinas. Interacdo entre células e a MEC tem papéis
importantes em varios processos celulares incluindo migragcédo, proliferagcdo e
diferenciacao. Esta claro que a MEC é uma estrutura dindmica cuja organizacao e
composi¢gdes sao conhecidos por modular varios processos celulares. Eventos
que alteram a composicdao molecular ou a organizacao dos componentes da MEC
podem levar a sérios efeitos na funcéo celular (Brilla et al, 1990; Gonzalez et al.,
2002). Dentro do miocardio, a MEC forma uma elaborada rede que interconecta
os cardiomiécitos uns aos outros e com os capilares dentro da parede ventricular
(Robinson et al,, 1983). Esta rede intersticial dentro do miocardio € composta
predominantemente de colagenos fibrilares (Weber et al., 1989; Borg and
Terracio, 1991). 85% do total de colageno é do tipo |, que esta associado
principalmente as fibras grossas e conferem resisténcia a deformacgéo, enquanto
11% do total de colageno é do tipo lll, e esta associado a fibras finas que
conferem elasticidade (Phillips & Wenstrup, 1992). Esses colagenos fibrilares
fornecem um scaffold estrutural para cardiomiécitos e vasos corondrios e da ao
tecido cardiaco propriedades fisicas de rigidez e resisténcia a deformacéao (Burlew
& Weber, 2000). Em adicao, o colageno fibrilar também age como um link entre
elemento contratii de cardiomiécitos adjacentes e como condutores de
informagdes que é necessario para a fungcdo da célula. Isto é suportado pela
observacdo de que a interacdo de fibras colagenas com os cardiomidcitos no
coracao ocorre em regioes préximas a banda Z, e a ligacdo € mediada por
moléculas das familias das integrinas (Terracio et al., 1991).

Os colagenos fibrilares sao produzidos por fibroblastos e miofibroblastos no
coragcao. Miofibroblastos surgem de fibroblastos intersticial e/ou pericitos, séao
contrateis e tem uma maior atividade na producdo de colagenos que os
fibroblastos. O colageno tipo VI € uma molécula colagenosa, porém néo fibrilar,



heterotrimerica composta de trés cadeias polipeptidicas - a1(VI), a2(VI) e a3(VI),
a qual forma uma rede extracelular microfibrilar que interage com membrana
basal, colagenos fibrilares, e outras proteinas de matriz bem como com
receptores da superficie celular Brown & Timpl, 1995). Considera¢des estruturais
predicam que a unido de cadeias [a1(VI), a2(VI) e a3(VI) na proporcédo 1:1:1 do
colageno VI é necessaria para a formacao de uma rede colagena microfibrilar
estavel (Chu et al., 1988; Heckmann et al., 1992) . Estudos, in vivo, sugerem que
o colageno tipo VI, em sua forma nativa, participa da adesao e migracado de
células através de interagdes com membros da familia de receptores de integrinas
ou a proteoglicanas NG2 (Aumailley et al., 1989; Perris et al., 1993; Burg et al.,
1996). Sabe-se que ele forma uma rede microfibrilar extracelular que funciona
como uma ponte elastica entre superficie celular e membranas basais e também
com um scaffold estrutural da MEC. E possivel também, que o colageno tipo VI
seja importante para manter apropriada relacao entre as células do coracéao e
MEC em estruturas cardiacas expostas a variaveis estagios de stress. Nas
valvulas cardiacas, este colageno também suporta a tensdo em resposta a
alteracdes no ciclo cardiaco (Klewer et al, 1998). A fibronectina é a mais
abundante proteina fibrosa ndo colagenosa sintetizada pelas células do miocardio
(Bashey et al., 1992) e tem importante funcao no desenvolvimento cardiaco e
adesao celular e apresenta-se aumentada no coracdo com sobrecarga mecanica
(Villarreal and Dillmann, 1992).

Como em outros érgdos, a quantidade de colageno no coracao adulto
normal resulta do equilibrio entre a sintese e degradacao de colagenos. Varios
fatores tém sido descritos que podem alterar o balango em favor da sintese (ex:
Ang Il) ou degradacéo (tabela 1). A predominancia da sintese sobre a degradacéo
leva ao aumento de deposicdo de colageno ou fibrose que acompanha doencas
cardiacas como doencas hipertensivas do coracao. A fibrose altera a estrutura e

fungé@o miocardial (Burlew and Weber, 2000).



TABELA.1 - Fatores que governam o turnover de colageno fibrilar no miocardio
(Weber, 1999; Burlew & Weber, 2000).

Fatores que facilitam a sintese de Fatores que facilitam a degradacao de
colageno colageno

Angiotensina Il Bradicinina

TGFpB Prostaglandina

(Transforming growth factor ) )

Outros fatores de crescimento Oxido nitrico

(PDGF, bFGF, IGF-1)

Aldosterona Peptideos natriuréticos

Deoxicorticosterona Fator de necrose tumoral-a

Endotelina —1 Interferon-G

Catecolaminas Glicocorticoides

Interleucina —1 N-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-proline
(Ac-SDKP)

Moléculas de adeséo

Osteopotin

Varios estudos mostram mudancas na acumulagdo, composicdo ou
organizacdo de proteinas da MEC durante o desenvolvimento de doencas
cardiacas. Eventos que alteram a composi¢cdo molecular ou a organizacdao dos
componentes da MEC podem levar a sérios efeitos na funcao celular (Brilla et al,
1990; Gonzalez et al., 2002. Muitas dessas alteragdes estdo associadas com a
ativacdo de sistemas humorais tais como o Sistema Renina Angiotensina
(Gonzalez et al., 2002).

1.2 Sistema Renina-Angiotensina

O SRA é um sistema importante na regulacdo central e periférica da
pressao arterial e no equilibrio hidro-eletrolitico, além de estar envolvido na
patogénese de varias patologias cardiovasculares. Este sistema tem sido
tradicionalmente descrito, desde estudos iniciados no século XIX, como um
sistema endocrino. No entanto, este tradicional conceito do SRA tem sido

expandido a sua existéncia e producao local de angiotensinas em varios érgaos



como o miocardio, cérebro, vasos sanguineos, adrenais, rins e &rgaos
reprodutores. As acdes locais desse sistema podem ocorrer ao nivel da célula
que produz os peptideos (fungdes autéerinas), ao nivel das células adjacentes as
que produzem os peptideos (fungdes paracrinas) ou ainda em locais distantes da
regidao de producao (funcdo enddcrina) (Grinstead & Young, 1992; Krieger &
Santos, 1998).

O SRA vem sendo amplamente estudado, incluindo as fungcdes de seus
principais componentes [Angiotensina Il (Ang Il) e Angiotensina-(1-7)], receptores,
relacdes com outros sistemas e a descoberta de fungdes para peptideos menores
antes considerados inativos. Classicamente, este sistema é formado por uma
cascata de reacdes enzimaticas, onde a enzima renina é liberada para a
circulacdo sanguinea pelas células justaglomerulares do rim (Hall et al., 2003).
Esta enzima degrada o angiotensinogénio produzido no figado em um
decapeptideo, Angiotensina (Ang) |, que por sua vez, sofre uma clivagem
proteolitica promovida pela enzima conversora de angiotensina (ECA), altamente
expressada no endotélio vascular pulmonar, formando um octapeptideo, a Ang Il
(Dostal & Baker, 1999; Santos et al., 2000). Assim, podemos considerar como
principais componentes do SRA, o angiotensinogénio, a renina, a Ang |, a ECA, a
Ang Il e devido aos recentes achados, a Ang-(1-7) (FIGURAT1).

A Ang Il foi considerada por muito tempo como o unico fragmento do SRA
biologicamente ativo, sendo o principal peptideo responsavel pela homeostasia
cardiovascular contribuindo para o controle da presséo arterial, volume sanguineo
e ténus vascular periférico. Cadeias menores resultantes da degradacao desse
peptideo, com excecao da Ang lll, eram até entdo considerados fragmentos
inativos. Porém, recentes observacoes indicam que importantes agdes periféricas
e centrais do SRA podem ser mediadas por sequéncias menores de peptideos
angiotensinérgicos (Santos & Campagnole-Santos, 1994; Ardaillou, 1999; Santos
et al., 2000; Campbell, 2003). Uma vez formada pela agdo da renina sobre o
angiotensinogénio, a Ang | pode gerar a Ang Il pela acdo da ECA e também pode
formar outros fragmentos menores, como Ang-(1-7) pela acao de endopeptidases.

Recentemente, uma outra enzima, a ECA2, uma homoéloga da ECA foi
caracterizada em humanos. A ECA2 é uma carboxipeptidase que cliva um unico
residuo da Ang | para gerar Ang-(1-9), e degrada Ang Il em Ang-(1-7). Esta

enzima parece ser essencial na regulacdo da fungcdo cardiaca e também esta



implicada em doencas cardiovasculares (Coates, 2003; Outdit et al., 2003). Pela
acao de carboxipeptidases, da catepsina A e da ECA2, a Ang | também pode ser
degradada em Ang-(1-9), que por sua vez, pode ser degradada em Ang-(1-7).
Uma vez formada, a Ang Il pode originar basicamente trés peptideos, ou seja,
pela protedlise de aminopeptidases ela pode gerar Ang-(2-8) (Ang Ill) e a Ang-(3-
8) (Ang 1IV) e pela acdo da prolil-endopeptidase, da prolilcarboxipeptidase e da
ECA2 pode gerar o heptapeptideo Ang-(1-7) (FIGURA 1) (Chappel et al., 1998;
Santos et al., 2000). Varias evidéncias mostram que a Ang-(1-7) apresenta
caracteristicas importantes que conferem a ela um papel chave na fisiologia da
SRA atuando de forma contra-reguladora das acbes da Ang Il (Santos et al.,
2000). Diversos efeitos cardiovasculares da Ang-(1-7) mostram este papel contra-
regulador. (1) A Ang-(1-7) impede a vasoconstricao produzida pela Ang Il através
da liberacao de 6xido nitrico e prostaciclina (PGl,). (2) Este peptideo potencializa
a vasodilatacdo induzida pela bradicinina (BK), a qual pode ser responsavel pelo
efeito cardioprotetor deste peptideo (Paula et al., 1995; Almeida et al., 2000;
Kucharewicz et al., 2002), (3) Tallant e colaboradores, (1999), mostraram que a
Ang-(1-7), ao contrario da Ang Il, atua como um agente antiproliferativo.
Posteriormente, em 2003, Tallant e colaboradores, confirmaram estes resultados
demonstrando que a Ang-(1-7) inibe o crescimento vascular através da via
prostaciclinas — cAMP - proteina kinase e da ERK 1/2. Recentemente, este efeito
também foi demonstrado em midcitos cardiacos de ratos neonatos, onde a Ang-
(1-7) inibiu o crescimento destas células através da ativagcdo do receptor Mas
(Tallant et al., 2005). Além disso, Santos e colaboradores (2004), mostraram que
ratos transgénicos com niveis aumentados de Ang-(1-7), apresentam menor
duragédo das arritmias de reperfusdo e uma melhor funcao pdés-isquémica em
coragdes isolados. Estes animais também foram mais resistentes a hipertrofia
induzida por isoproterenol e apresentaram uma maior dP/dt avaliada por
telemetria. O efeito cardioprotetor da Ang-(1-7), também foi demonstrado
utilizando-se coracao isolado de camundongos knockout para o receptor Mas.
Estes animais, apresentaram tensdo sistdlica e dT/dt positiva e negativa
diminuidas, além de diminuicdo da freqUéncia cardiaca e aumento na resisténcia
vascular coronariana (Castro et al., 2004). Sumarizando, os dados da literatura
mostram que a Ang Il e Ang-(1-7) exercem varios efeitos bioldégicos importantes,

porem, existem ainda diversas fungbes para serem esclarecidas.
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FIGURA 1 — llustracao das vias enzimaticas para a formacao de angiotensinas.
Ang |, Angiotensina |; Ang Il, Angiotensina Il; Ang lll, Angiotensina Il (2-8); Ang
IV, Angiotensina IV (3-8); Ang-(1-7), Angiotensina-(1-7); Ang-(1-9), Angiotensina-
(1-9); CP, carboxipeptidase; Amp, Aminopeptidase; Amp A, Aminopeptidase A; D-
Amp, Dipeptidil-aminopeptidase; ECA, Enzima Conversora de Angiotensina;
ECA2, Enzima Conversora de Angiotensina 2; NEP, Endopeptidase Neutra; PCP,
Prolil-carboxipeptidase; PEP, Prolil-endopeptidase.



1.2.1 Receptores do Sistema Renina-angiotensina

Existem dois principais subtipos de receptores para a Ang |l
farmacologicamente definidos e clonados: receptores ATq, com 359 aminoacidos
e receptores AT,, 0s quais possuem 363 aminoacidos. Ambos sdo receptores com
sete domineos transmembranos e acoplados a proteina G no citoplasma (Touys &
Berry, 2002; Campbell, 2003). Em humanos, hd somente um Unico subtipo de
receptor ATy, ao passo que em roedores, foram identificados dois subtipos de
receptores ATy, o ATia e ATig. Esse receptor medeia importantes acdes
fisioldgicas da Ang Il e é predominante no controle de agdes vasculares induzidas
pela Ang Il (Matsusaka & Ichikawa, 1997). O receptor ATy esta presente e
distribuido abundantemente em tecidos de adultos, incluindo vasos sanguineos,
coracdo, rim, glandula adrenal, figado, cérebro e pulmao. Este receptor é
responsavel por mediar efeitos classicamente conhecidos da Ang Il, tais como
aumento da pressédo arterial, vasoconstricdo, aumento da contratilidade cardiaca,
liberacdo de aldosterona pela glandula adrenal, facilitacdo da liberacdo de
catecolamina da terminacdo nervosa e absorcdo renal de sédio e agua
(Timmermans et al.,, 1993). Além disso, varias evidéncias sugerem que a Ang Il,
via receptor ATy, pode participar diretamente na patogénese de varias doencas
cardiovasculares, como por exemplo, a hipertensédo e hipertrofia cardiaca, a qual
inclui hipertrofia e reprogramacao génica de midcitos, proliferagéo de fibroblastos
e acumulo de proteinas da matriz extracelular (Kim & lwao, 2000).

A segunda maior isoforma de receptor de Ang I, o AT,, é normalmente
expressa em altos niveis nos tecidos fetais, e diminui rapidamente apés o
nascimento. Porém, em adultos, a expressao do receptor AT, & detectavel no
pancreas, coracao, rim, adrenais, miométrio, ovario e cérebro. Nos vasos, este
receptor foi localizado em células musculares lisas e endoteliais de artérias
mesentéricas de rato e em arteriolas de musculo esquelético (Nora et al., 1998).
O receptor AT, é re-expressado em adultos ap0s injurias vascular e cardiaca e
durante processos de cicatrizacdo e obstrucao renal, sugerindo um papel deste
tipo de receptor no remodelamento, crescimento e desenvolvimento tecidual.
Estudos sugerem que estes receptores também contribuem para processos
patolégicos associados com hipertrofia cardiaca e inflamacao (lchihara et al.,
2001).



Um outro importante receptor angiotensinérgico, o receptor Mas, foi
descrito recentemente por Santos et al, (2003). O protooncogene Mas foi
primeiramente detectado em células tumorais (Young et al., 1986) sendo
responsavel pela codificacdo de proteinas indispensaveis para o crescimento
tumoral (Young et al., 1986; Van't Veer et al.,, 1993; Villar & Pedersen, 1994).
Acoplado a proteina G, o mas codifica um receptor que, até entdo, era
considerado como um receptor 6rfao, sabendo-se apenas que ele estava
envolvido com as ac¢des das angiotensinas (Jackson et al.,, 1988; Von Bohlen und
Halbach et al., 2000). A Ang Il foi considerada como um possivel ligante para o
Mas (Jackson et al., 1988). Porém, Ambroz e colaboradores (1991) mostraram
que o aumento de calcio intracelular induzido pela Ang Il em células transfectadas
com Mas era dependente da expressdao dos receptores ATy da Ang |Il,
descartando, dessa forma, essa possibilidade. Porém, outros experimentos
demonstraram que o receptor Mas modula a sinalizacéo intracelular induzida pela
estimulacao dos receptores AT (Von Bohlen und Halbach et al., 2000), mantendo,
dessa forma, a hip6tese de que o Mas e as angiotensinas se interrelacionam.

Com o intenso interesse nos estudos da Ang-(1-7) e importantes dados
apresentados na literatura, varias evidéncias farmacolégicas e fisiologicas
apontaram para a existéncia de um receptor para a Ang-(1-7). Santos et al., 2003
demostraram que o receptor Mas, acoplado a proteina G e codificado pelo
protooncogene Mas (Walther et al., 2000), € um receptor funcional para a Ang-(1-
7). Na auséncia desse receptor, varios efeitos da Ang-(1-7) sdo abolidos. Além
disso, também foi demonstrado que em cultura de células CHO (ovario de
hamster chinés), transfectadas com Mas, a '®I-Ang-(1-7) apresenta alta afinidade
de ligagdo. Além de suas acodes especificas, varios trabalhos na literatura
sugerem também, uma interacdo entre estes receptores angiotensinérgicos.
Alguns mecanismos podem estar envolvidos nestas interagdes, incluindo
antagonismo functional, cross-talk ou oligomerizacdo. O cross-talkk e o
antagonismo funcional entre os receptores AT e AT, ja foram descritos (Maeso et
al., 1996; Muller et al., 1997; Abdala et al., 2001).
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FIGURA 2 — Representacdo esquematica dos principais efeitos da Ang Il via

receptores ATy e AT, e Ang-(1-7) via receptor Mas.




1.3 Qual seria entao o link entre SRA e matriz extracelular?

Evidencias sugerem que componentes do SRA local ou circulante estéo
envolvidos no desenvolvimento de fibrose miocardial em doencas hipertensivas e
insuficiéncia cardiaca crénica (Ju e Dixon, 1996; Ichihara et al., 2001) . Ang Il,
uma das principais moléculas efetoras do SRA, interage com seus receptores AT;
e AT, nas células cardiacas para induzir respostas que afetam a estrutura e
funcdo do coracdo. Essas respostas incluem, hipertrofia de cardiomiocitos e
acumulagdo de tecido fibroso, ambos contribuem para um progressivo
comprometimento da fung¢ao cardiaca (Villareal & Dillman, 1992; JU H & Dixon,
1996; Kawano et al., 2000;Schnee JM. & Hsueh WA, 2000; Pathak et al., 2001;
Gonzalez et al.,2002; Lijnen P.J & Petrov V.V, 2003). Fibrose miocardial,
caracterizada por uma elevacdo na quantidade de colagenos, fibronectina e
outras proteinas de MEC, aparece em modelos animais de hipertrofia e
insuficiéncia cardiaca relacionados ao SRA (Weber, 1991; Boluyt 1994). Estudos
in vitro de fibroblastos cardiacos de rato adulto e neonatal mostram que a Ang |l
estimula a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colagenos via receptores
AT (Crabos et al., 1994; Zhou et al., 1996). Fielitz et al., (2001) observaram um
aumento na expressdo de RNAm para os colagenos I, lll e fibronectina em
miocardio de pacientes com doenca de valvula aértica e esta regulacdo estava
associada com a ativagdo do SRA. No entanto, € importante notar que esta
alteracdo nao tem sido bem elucidada em relagcdo ao colageno VI. Alguns
trabalhos mostram um aumento deste colageno em modelos de infarto do
miocadio (Kitamura M, 2001; Tsuda 2003), porém, em relacdo ao SRA, Naugle et
al, (2005) observaram que fibroblastos cardiacos tratados com Ang Il e colocados
em substrato de colageno VI nao proliferaram, diferente do que aconteceu quando
foram colocados em substrato de colagenos | e Il onde houve uma proliferagéo
destes fibroblastos. J& em modelo in vivo de infarto miocardio viu-se um aumento
na expressdo do colageno VI e diferenciacdo de miofibroblastos seguido de
remodelamento pos infarto. Concluindo entdao que os colagenos | e lll estimulam a
proliferacdo de fibroblastos, enquanto colageno VI tem um potencial papel no
remodelamento cardiaco através da diferenciagdo miofibroblastica. Varios
estudos de cardiomiopatia diabética tem mostrado uma acumulagédo de colageno
miocardial incluindo os tipos I, Ill e VI, levando a uma fibrose perivascular e
intersticial o qual tem sido corrrelacionada com disfungdo cardiaca. Os



mecanismos envolvidos nessas mudancas ndo foram ainda completamente
entendidos (Spiro and Crowley, 1993; Mizushige et al., 2000).

A Ang (1-7) é considerada um membro biologicamente ativo do SRA. As
funcdes da Ang (1-7) em sua maioria sao opostas aquelas atribuidas ao principal
componente efetor do SRA, a Ang Il. Loot et al.(2002), observaram que a infuséo
de Ang (1-7) em ratos, em meio a um remodelamento cardiaco poés infarto,
atenuou a hipertrofia dos midcitos e preservou a fungcédo cardiaca. Confirmando
esses dados, Averill et al., (2003) observaram que infarto do miocéardio induzido
pela oclusdo da artéria coronaria esquerda aumentou significamente a
imunorreatividade a Ang (1-7) ao redor da area infartada, sugerindo que ela
participa do SRA funcional do coragdo. A imunorreatividade a Ang 1-7 estava
limitado a midcitos cardiacos e ausentes em células intersticiais e vasos. No
entanto, lwata et al., (2005), observaram que Ang (1-7) se liga a fibroblastos
cardiacos e regulam fungdes celulares que estdo envolvidas no remodelamento
cardiaco. Wang et al., (2005) observaram que a administracédo crénica de Ang (1-
7) atenuou a hipertrofia cardiaca e fibrose em ratos pés injuria, in vivo, sem
modificar as alteracbes na pressao arterial e os niveis de Ang |l cardiaco e
plasmatico. Isto mostrou que os efeitos anti-hipertréfico e anti-fibrético da Ang (1-
7) ndo estd associada com a reducdo da liberacdo e formacdo da Ang Il no
plasma e no miocardio, sugerindo que os efeitos benéficos da Ang (1-7) na
hipertrofia e fibrose ventricular podem estar relacionados a um modo de acao
intracardiaco. Para investigar os efeitos da Ang (1-7) no remodelamento da rede
de colagenos miocardial em modelos de ratos hipertensos, He et al.(2004),
avaliaram a expressdo de RNAm de colagenos | e Illl em ratos normais,
hipertensos e hipertensos tratados com Ang (1-7). Observou-se que a expressao
dos RNAm desses coldgenos no miocéardio ventricular esquerdo no grupo
hipertenso e no grupo hipertenso tratado com Ang (1-7) estavam aumentados
comparados com o grupo controle. Mas aqueles que foram tratados com Ang (1-
7) estavam significamente menores que o grupo hipertenso nao tratado e com
isso concluiram que a este peptideo pode atenuar o remodelamento da rede de
coladgenos em ratos hipertensos. A participacdo da Ang Il no remodelamento
cardiaco frente a varias patologias cardiacas ja esta bem elucidada. Porém, ainda

sdo poucos os trabalhos que mostram a acédo da Ang (1-7) na matriz extracelular,



principalmente frente as consequéncias de patologias cardiacas (hipertrofia e
fibrose) e nenhum mostrando esta agéo via receptor Mas.

1.4 Delecao genética do receptor Mas e aplicacao para estudos
cardiovasculares

Recentemente foi desenvolvido um camundongo com delecdo do
protooncogene Mas a partir do camundongo C57BI/6 (Walther et al., 1998), o que
permitiu estudar a importancia fisiolégica da proteina codificada por esse gene.
Nestes camundongos knockout, a expressao do RNAm para o Mas nao esta
presente nos principais 6rgaos onde esse gene é expresso em camundongos
adultos, como coragao, rins, testiculos e cérebro (Alenina et al., 2002). Devido a
sua possivel relacdo com as angiotensinas, foram realizados experimentos para
avaliar a existéncia de alteracées nos parametros cardiovasculares. A principio,
nao foram encontradas diferencas significativas da pressao arterial ou da
frequéncia cardiaca (Whalter et al.,, 1998). Porém, realizando-se uma analise de
alta resolucdo dos dados obtidos, foi possivel verificar uma diminuicao da
variabilidade da freqUéncia cardiaca e um aumento do ténus simpatico nos
camundongos knockout em relagdo aos controles, sendo essa diferengca maior
entre as fémeas (Walther et al,, 2000). Esses resultados sugerem que o Mas
também é importante no controle dos parametros cardiovasculares avaliados. Em
camundongos knockout para o Mas, a ligacéo e a sinalizacao intracelular da Ang
Il nos rins ndo estao alteradas em relagdo aos experimentos realizados em
camundongos controles (Walther et al., 1998), indicando que o Mas néao interfere
na ligacdo da Ang Il aos seus receptores. Experimentos realizados utilizando
camundongos deficientes para o receptor Mas mostram que na auséncia desse
receptor, varios efeitos da Ang-(1-7) sdo abolidos, como, por exemplo, o efeito
antidiurético desse peptideo em camundongos com sobrecarga hidrica (Santos et
al.,, 2003). Assim, varios estudos mostram a participacdo do receptor Mas na
fisiopatologia cardiovascular e de outros sistemas. O envolvimento do SRA,
especialmente os peptideos Ang Il e Ang-(1-7), na modulagédo de proteinas da
MEC no coracdo também tem sido intensamente descrito (Lijnen P.J & Petrov
V.V, 2003; Iwata et al., 2005). No entanto, a participacdo do receptor Mas na
morfologia, estrutura e expressao de proteinas da matriz extracelular do coracao
ainda n&o foi elucidada.



2.0 Hipodtese

Visto que a Ang (1-7) apresenta importante papel na fisiologia
cardiovascular espera-se que 0Ss animais knockout para o receptor Mas
apresentem alteracées nos niveis de expressdo dos componentes da matriz
extracelular do coragéo. Este fato esté relacionado com o papel importante que o
SRA desempenha na biossintese de proteinas da MEC.

3.0 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Partindo das evidencias de que os componentes do SRA, incluindo a Ang-(1-
7), tém efeito na expressao de proteinas da MEC cardiaca e que o receptor Mas é
um receptor especifico para Ang-(1-7), temos como objetivo avaliar as alteracdes
cardiacas, principalmente de proteinas da matriz extracelular que estdo

envolvidas no remodelamento cardiaco de camundongos KO-Mas.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a estrutura geral e organizacao do tecido conjuntivo do miocardio
de camundongos KO-Mas machos adultos e neonatais comparados ao
normal (WT) através de métodos histoquimicos (ex: Tricrébmico de Gomori
e Picrosirius).

e Analisar a ultraestrutura e morfologia do tecido conjuntivo do coragéo e dos
cardiomiécitos através da microscopia eletrbnica de transmissdo de
camundongos adultos KO-Mas comparados ao normal (WT).

e Avaliar a distribuicdo e quantificar a expressdo de colagenos |, lll; VI e
fibronectina de coragcées de camundongos WT e KO-Mas machos, adultos
e neonatais através de métodos imuno-histoquimicos, juntamente com
microscopia confocal de varredura a laser.

e Avaliar o efeito da hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol na
expressao de colageno VI em coracoes de camundongos C57BL/6J



4.0 Materiais e Métodos

4.1 Coleta do material

Os camundongos wild-type (WT) e Mas-knockout (KO-Mas) adultos foram
fornecidos pelo biotério de animais transgénicos do Laboratério de Hipertensédo do
ICB-UFMG. Os animais foram acasalados e mantidos no Biotério do
Departamento de Morfologia até o sacrificio dos neonatos 1 dia apds o
nascimento (n=12 sendo 6 KO e 6 WT) e os adultos com 2 meses de idade (n=12,
sendo 6 KO e 6 WT). Para o modelo de hipertrofia foram utilizados camundongos
selvagens C57BL/6J.

4.1.1 Modelo de hipertrofia induzido por Isoproterenol
Para o modelo de hipertrofia os animais foram divididos em dois grupos:
1- Tratamento com Isoproterenol (100mg/Kg i.p.) durante 5 dias, n=3.
2- Tratamento com salina (100mg/Kg i.p.) durante 5 dias, n=3.

4.2 Processamento do material para histoquimica e imunofluorescéncia

Os coracoes foram perfundidos com solucdo de PBS para remocao do
sangue da parede ventricular, fixados em metanol 80% / DMSO 20% e
criosubstituido a —70°C durante seis dias e removidas para -20°C por 1 dia.

Apoés a fixacdo e a criosubstituicdo, os coragdes foram submetidos as etapas que
se seguem:

Desidratacdo: Alcool absoluto — 30 minutos a temperatura ambiente
Alcool absoluto — 30 minutos a temperatura ambiente
Alcool absoluto — 30 minutos a temperatura ambiente
Diafanizacao: Xilol — 30 minutos a temperatura ambiente
Xilol — 30 minutos a temperatura ambiente
Infiltracao: Xilol 50% / Paraplast Plus 50% - 12 horas a 63°C
Paraplast — 30 minutos a 63°C
Paraplast — 30 minutos a 63°C
Inclusao: Paraplast — a 63°C

Ap6s a inclusdo em paraplast foram realizados cortes histolégicos de 7um
de espessura dos tecidos. Os tecidos foram corados com hematoxilina e eosina

(dados ndo mostrados), tricrdmico de Gomori, Picrosirius e submetidos a técnica

de imunofluorescéncia para colageno |, lll, VI e fibronectina.



4.3 Analise morfologica dos tecidos

A coloragdo de hematoxilina e eosina € utilizada como rotina para
identificagdo de estruturas como fibras colagenas e tecido cardiaco. O Tricrobmico
de Gomori permite melhor visualizacdo de fibras e organizacdao do tecido

conjuntivo.

4.3.1 Picrosirius

A técnica histoquimica do Picrosirius é utilizada para evidenciar fibras
colagenas (Junqueira et al,, 1979, Montes & Junqueira, 1991). Utiliza-se como
corante o sirius red (Direct red 80 — Aldrich). O sirius red é capaz de aumentar o
grau de birrefringéncia do colageno durante a reacdao. Assim, quando o tecido
contendo colageno é observado a microscopia de polarizacéo, as diferentes fibras
de colageno assumem cores variaveis de acordo com a intensidade de

birrefringéncia e espessura das fibras.

O protocolo utilizado para coloragao do Picrosirius segue abaixo:
Desparafinizacao: Xilol, temperatura ambiente (3x)
Hidratacao: séries graduais de etanol passando pela agua
Coloracao com sirius red (Direct red 80 — Aldrich) — 60 minutos a temperatura
ambiente

Gotejar HCI 0,01 N sobre as laminas — 4 minutos
Contracoloracao com Hematoxilina de Harris — 50 segundos
Lavagem em agua corrente — 5 minutos

Desidratacao : séries graduais de etanol

Diafanizacao : Xilol, temperatura ambiente (3x)

Montagem das laminas com Entellan (Merck)



4.4 Analise da distribuicao dos colagenos |, lll, VI e fibronectina
(Imunofluorescéncia)

A técnica de imunofluorescéncia € capaz de identificar com precisdo a
molécula de colageno I, I, VI e fibronectina. Para andlise dessas proteinas , foi
empregada técnica de imunofluorescéncia indireta em 24 amostras de tecidos
cardiaco, sendo seis de camundongo KO-Mas adultos, seis de WT adultos, seis
KO-Mas neonatais e seis WT neonatais. Foi realizada a determinacdo das
diluicbes ideais dos anticorpos primario e secundario para a imunofluorescéncia.
No inicio do experimento, foi feito o controle sem o uso dos anticorpos primario e
secundario para verificar se o tecido possuia autofluorescéncia. Este resultado foi
negativo para tecido cardiaco de adulto e neonatal. Controles utilizando somente
os anticorpos secundarios foi feito em todos os experimentos e foram negativos
em todos os casos (fig 7). A especificagdo dos anticorpos utilizados em suas
diluicdes de trabalho na imunofluorescéncia encontra-se na TABELA. 2.

TABELA 2 - Especificagdo dos anticorpos utilizados na técnica de

imunofluorescéncia indireta

Anticorpo | Especificacao Diluicao | Fonte
Eol|clonal, coelho anti colageno | 1:400 Research Diagnostics Inc.
umano
Policlonal, coelho anti colageno |l 1:400 Rockland.
humano
Eollclonal, coelho anti colageno VI 1:400 Research Diagnostics Inc.
. umano
Primarios
Policlonal, coelho anti fibronectina 1:600 Rockland
humano
M_onqclonal, E:amundongo anti 1:200 Abcam
miosina cardiaca humano
Policlonal, cabra anti PECAM-1 1:400 Santa Cruz Biotechnology
Policlonal, burro anti-(IgG de _
coelho) conjugado com Cy3 1:400 Jackson Imuno Research
Secundério | Policlonal, burro anti cabra 1:400 Jackson Imuno Research
conjugado a Cy5 '
Policlonal, Igurro anti-(lgG de 1:400 Molecular Probes
coelho) conjugado a Alexa fluor




O esquema da imunofluorescéncia indireta segue abaixo:

Desparafinizacao: Realizada com xilol - temperatura ambiente.

Hidratacao: Séries graduais de etanol passando pela agua até
PBS' - temperatura ambiente.

Etapa de bloqueio: PBS com BSA? 1% e Tween 20° 0,1% - 60 minutos a
temperatura ambiente.

Incubacéao anticorpo Diluicdo em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% -

primario: overnight a 4°C.

Lavagem das laminas: 4 banhos em PBS - 5 minutos cada.

Incubacao anticorpo Diluicdo em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% -

secundario: 60 minutos a temperatura ambiente.

Lavagem das laminas: 4 banhos em PBS - 5 minutos cada.

Montagem das laminas Solucéao de glicerina 90% / TRIS 1M 10% pH 9,0 a
25°C.

Os cortes submetidos a técnica de imunofluorescéncia foram analisados em
microscopia confocal Zeiss 510Meta.

4.4.1 Analise quantitativa de colagenos I, lll, VIl e fibronectina

Estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram que a microscopia
confocal péde ser utilizada para quantificar a molécula colageno VI em tecidos
gengivais (Gervasio, 2000). Para a quantificacdo dos colagenos I, lll, VI e
fibronectina foi medida a intensidade de fluorescéncia no miocardio e valvulas do
tecido cardiaco.

As imagens foram analisadas em escala de cinza através do programa

ImageTool 2.0*. A intensidade de fluorescéncia é fornecida através da unidade

1Phosphate-Buffered Saline — Tampao fosfato salino
2Bovine Serum Albumine — Albumina de soro bovino (Boehringer Mannheim)

% Tween 20 é um detergente também utilizado para inibir ligacdes inespecificas de imunoglobulinas
(Fisher Scientific)

“*Desenvolvido por Don Wilcox, Brent Dove, Doss McDavid e David Greer
The University of Texas Health Science Center in San Antonio
Todos os direitos reservados
http://www.uthscsa.edu/dig/itdesc.html



“Nivel de Cinza”, que varia do valor zero (preto) ao valor 255 (branco). Quanto

mais proximo do valor 255, maior a intensidade fluorescéncia. Os parametros do

microscopio confocal ultilizados foram os mesmos para as amostras do WT e KO-

Mas e controle do anticorpo secundario, tornando o nivel de fluorescéncia

uniforme, confiavel e possivel de comparacgao.

4.5 Processamento do material para Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET):

Com o objetivo de avaliar a ultraestrutura do tecido cardiaco de animais

KO-Mas comparados ao WT, foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de

transmissdo. Para isso foram utilizados animais KO-Mas (n=2) e WT (n=2).

O protocolo utilizado para microscopia eletrénica de transmissdo segue abaixo:

Os coragbes foram perfundidos com solugcdo de PBS para remocao do
sangue e logo apos perfundidos com solugcdo fixadora de Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%) em tampéao fostato
0,1M, pH 7,4. Foi adicionado a esta solucdo fixadora o cloreto de
cetilpiridina a 1% (CPC) para preservar melhor a MEC. Para a perfusao foi
utilizado o sistema de Langendorff.

Imersao do tecido na mesma solucéo fixadora “overnight” em temperatura
ambiente (para nao precipitar o CPC).

Lavagem em tampao fosfato 0,1M (3x30’)

Pés fixacao em OsO4 a 2% tamponado (90)

Desidratacéao gradual em acetona (50%, 70%, 95% e 100% 2x30’)
Infiltracdo: acetona/Epon 1:1,0vernight; acetona/Epon 1:1, 6horas e resina
plena overnight.

Inclusdo a 60°C por 48 horas

Microtomia : corte ultra-fino

Contrastacao: Citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e Acetato de uranila 2%
(Watson , 1958)

Obtencgao das micrografias no microscopio eletronico EM.10 ZEISS



4.6 Analise estatistica

Para a analise da expressao das proteinas da MEC foi utilizado o teste nao
paramétrico de “Mann Whitney”. Para a analise da hipertrofia em camundongos
tratados com Isoproterenol foi utilizado o teste t de student. Os resultados foram

expressos como média = EPM. O nivel de significancia foi de p< 0,05.



5.0 Resultados

Apoés a coleta e processamento, os coracdes foram submetidos a técnicas de
coloracdao e imunomarcacao. Através da coloracdo com técnicas histoquimicas
mais especificas para tecido conjuntivo e matriz extracelular (ex. Tricrémico de
Gomori), pudemos classificar o tecido muscular de coragdo adulto, que se
mostrou constituido de células alongadas com estriacoes transversais e nucleo
centralizado (FIGURA 3). O Tricrémico de Gomori permitiu verificar alguma
diferenca na marcacéao das estruturas de tecido muscular e conjuntivo dos tecidos
cardiacos: as células musculares e demais estruturas apresentam-se corados em
vermelho e as fibras colagenas apresentam-se coradas em azul (FIGURA 3).
Alguma diferenca foi observada quanto a especificidade e qualidade de coloracéao
dos tecidos cadiacos de KO-Mas e WT adulto. Nos animais KO-Mas observou-se
uma maior quantidade de fibras coldgenas, coradas pelo tricromico de Gomori,
entre os cardiomiécitos (FIGURA 3b).

Nos neonatais, a coloracdo com o tricrdmico de Gomori mostrou um tecido
cardiaco com células dispostas em um corte longitudinal com ndcleo centralizado.
As células musculares e outras estruturas apresentam-se coradas em vermelho e
o tecido conjuntivo em azul, principalmente ao redor dos cardiomidcitos e vasos
(FIGURA 4). Nesta figura pode-se observar que o tecido cardiaco de KO-Mas
apresenta um maior niumero de células que o do WT (FIGURA 4b). Esta diferenca
também pode ser observada quando somente os nucleos do miocardio e valvulas
cardiacas desses animais foram imunolocalizados e observados em microscopia
confocal (FIGURA 5).

Com o objetivo de evidenciar melhor a organizacdo das fibras colagenas
presente nos tecidos cardiacos foi utilizado a técnica de Picrosirius. A andlise a
partir dessa técnica foi realizada através da microscopia de polarizacédo
(Junqueira et al., 1979, Montes & Junqueira, 1991). O sirius red € capaz de
aumentar o grau de birrefringéncia do colageno durante a reacao. Assim, quando
o tecido contendo colageno € observado a microscopia de polarizacédo, as
diferentes fibras assumem cores variaveis de acordo com a intensidade de
birrefringéncia e espessura das fibras. Isso nos permite analisar qualitativamente
a disposicdo e composicao das fibras colagenas que constituem a membrana
basal e matriz extracelular dos tecidos. Com esta técnica pode-se observar



melhor as fibras colagenas ao redor das células e no espago perivascular do
tecido cardiaco de animais KO-Mas e WT (FIGURA 6). Espacos em preto
observados entre as fibras, mostradas em vermelho, foram classificados como
células cardiacas, células do tecido conjuntivo e vasos sanguineos. O tecido
cardiaco dos animais KO-Mas adulto apresentou maior quantidade de fibras
colagenas, principalmente nas valvulas atrioventriculares quando observadas em
microscopia de polarizacdo (FIGURAS 6b e 6d). Nos tecidos de neonatos, nao foi
permitida uma andlise qualitativa quanto a composicao de fibras colagenas
utilizando esta técnica (dados nao mostrados), pois nesta fase as fibras colagenas
ainda sdo muito finas e em menor quantidade ao redor das células, ndo se
dispondo, talvez, de forma paralela para assumir uma caracteristica birrefringente
e serem observadas no microscopio de polarizagao.

Apesar das técnicas histoquimicas utilizadas terem demonstrado
qualitativamente que os componentes do tecido conjuntivo apresentam diferenca
quanto ao padrdo de marcacdo entre os tecidos comparados, a técnica de
imunofluorescéncia foi utilizada para uma melhor andlise qualitativa e quantitativa
da expressao de proteinas especificas da MEC (colageno |, lll, VI e fibronectina)
de tecido cardiaco de animais KO-Mas comparados com WT. A intensidade de
fluorescéncia relativa a estas proteinas foi medida através do programa Image
Tool 2.0. Foram obtidas as médias e desvio padrao da expressao de colagenos |,
[, VI e fibronectina de WT e KO-Mas.

A técnica de imunofluorescéncia indireta permitiu a observacao especifica
das regides marcadas pelo anticorpo contra colageno | (FIGURAS 7,8 e 9) A
marcacao ocorreu na MEC do tecido ao redor dos cardiomiécitos (FIGURA 7) e
também dos vasos sanguineos onde ele irradia-se para dentro dos espacos entre
as células do miocardio (FIGURA 8). Além disso, muitas células mostraram
marcacgao intracelular positiva sugerindo que estas células estdo sintetizando
ativamente colageno I. A marcacao intracelular positiva é evidente em muitas
células do tecido conjuntivo das valvulas atrioventriculares (FIGURA 9). A
marcacao em tecidos de KO-Mas foi significamente maior do que a observada em
tecidos de WT. Estas diferencas foram observadas nos animais adultos e

neonatos.



Nas regides marcadas pelo anticorpo contra colageno lll, a marcacao
também ocorreu na MEC do tecido ao redor dos cardiomidcitos, dos vasos
sanglineos e nas valvulas atrioventriculares (FIGURAS 10,11 e 12). No tecido de
KO-Mas adulto, o colageno Il ao redor das células do miocardio mostra-se
desorganizado (FIGURA 10d). As valvulas atrioventriculares sdo formadas de
tecido conjuntivo revestido externamente por células endoteliais (FIGURA 12c e
12d). Nesta regido, a expressao de colageno Il se da de forma difusa nos
neonatos localizando-se em toda a valvula e mais localizada nos animais adultos.
A marcacéo intracelular positiva é evidente em muitas células do tecido conjuntivo
das valvulas. A marcacao em tecidos de KO-Mas foi significamente maior do que
a observada em tecidos de WT. Estas diferencas foram observadas nos animais
adultos e neonatos.

Na marcacdao de colageno | e Il foram observadas algumas areas
circulares fortemente marcadas no miocardio dos animais KO-Mas (FIGURAS 7 e
10). Para um melhor detalhamento de onde estaria esta marcagéo, foi realizada
uma marcagdo do colageno lll juntamente com a miosina cardiaca e nucleo
(FIGURA 13). A marcacao circular mostrou-se dentro da célula ao redor do
nucleo, mostrando aumento da sintese ou deficiéncia na degradacao destes
colagenos nos animais KO-Mas.

A técnica de imunofluorescéncia indireta permitiu a observacao especifica
das regides marcadas pelo anticorpo contra fibronectina (FIGURAS 14 e 15). A
marcacao ocorreu na MEC do tecido ao redor das células cardiacas e nas
valvulas atrioventriculares. Na regiao de valvulas, a expressao de fibronectina se
da de forma mais localizada principalmente nos locais de insercdo com o
endocadio (FIGURA 15). A marcacao em tecidos de KO-Mas foi significamente
maior do que a observada em tecidos de WT. Estas diferencas foram observadas
nos animais adultos e neonatos.

Interessantemente, ao contrario do que observamos nos resultado de
Colageno I, lll e fibronectina, o colageno VI apresentou-se em menor quantidade
nas regides do coracdao de animais KO-Mas, marcadas pelo anticorpo contra
colageno VI, quando comparados ao controle (FIGURAS 16 e 17). A marcacéao
ocorreu na MEC do tecido ao redor das células cardiacas e na regido de vélvulas
onde a expressao de colageno VI se da de forma mais localizada principalmente
nos locais de insercdo com o endocardio (FIGURA 17).



As diferencas na expressdo das proteinas analisadas que foram
encontradas no miocardio e nas valvulas cardiacas dos animais KO-Mas néo
foram observadas nos atrios de nenhum desses animais quando comparados
com o controle (FIG 18).

Como ja foi relatado, poucos estudos tem sido desenvolvido em relacdo a
mudancas na expressdo do colageno VI em modelos de hipertrofia, fibrose,
hipertenséo, etc. Com isso foi avaliado, neste estudo, a expressao de colageno VI
em regides especificas do coracdo em um modelo de hipertrofia induzido pelo
isoproterenol em camundongos C57BL/6J. O isoproterenol € um B-agonista que
induz hipertrofia cardiaca (Frans et al., 2001). O tratamento com o isoproterenol
induziu hipertrofia ventricular (FIGURA 22A). A técnica de imunofluorescéncia
indireta permitiu a observacdo especifica das regides marcadas pelo anticorpo
contra colageno VI. Nenhuma diferenca quantitativa foi observada na expressao
de colageno VI no miocéardio e nas valvulas atrioventriculares de animais tratados
com isoproterenol comparados ao controle (FIGURA 19).

Todas as analises e resultados relacionados com os colagenos |, lll, VI e
fibronectina em coracdes de animais KO-Mas e WT e no modelo de hipertrofia
induzida pelo isoproterenol, foram observadas nos ventriculos, direito e esquerdo
e nas valvulas atrioventriculares, tricuspide e mitral.

Neste estudo, também foi avaliado a morfologia e ultraestrutura da MEC e
dos cardiomiocitos de animais KO-Mas através da microscopia eletrbnica de
transmissdo. Na micrografia é possivel observar varias estruturas do
cardiomidcito, dentre elas o acumulo de mitocéndrias (eletrodensas e ricas em
cristas) entre as miofibrilas e os componentes dos sarcémeros que aparecem
nitidamente. Nao foi observada nenhuma alteracdo grosseira na ultraestrutura dos
cardiomiécitos de KO-Mas (FIGURA 20). A MEC nao ficou bem fixada e por isso

suas estruturas ndo puderam ser analisadas com clareza.



FIGURA 3 - Corte histolégico cardiaco corado pelo tricrdbmico de gomori. Os
tecidos cardiacos dos animais WT (a) e KO-Mas (b) adultos apresentaram células
alongadas com estriacdes transversais (C) e nucleo centralizado (N). A seta
mostra o tecido conjuntivo nos espacos entre os cardiomidcitos.

FIGURA 4 - Corte histolégico cardiaco corado pelo tricrdbmico de gomori. Os
tecidos cardiacos dos animais WT (a) e KO-Mas (b) neonatos apresentaram
células em corte longitudinal e nucleo centralizado (seta fina). As setas grossas
mostram o tecido conjuntivo no epicardio . Fibras colagenas circundam o vaso

(V). O tecido cardiaco do KO-Mas parece apresentar maior numero de células.
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FIGURA 5 - Imunolocalizagdo de nucleos em ventriculo e valvula de animais KO-
Mas e WT observados em microscopia confocal. a ( ventriculo esquerdo de WT
neonatal); b (ventriculo esquerdo de KO-Mas neonatal) ¢ (valvula mitral de WT
neonatal); d (valvula mitral de KO-Mas neonatal). Observagédo do aumento do
nuamero de células nos KO-Mas.



FIGURA 6 - Cortes histologicos cardiaco corados com picrosirius e observados
em microscopia de polarizagdo. (a) ventriculo esquerdo WT adulto; (b) ventriculo
esquerdo KO-Mas adulto; (c) valvula atrioventricular WT adulto; (d) valvula
atrioventricular KO-Mas adulto. As fibras colagenas estao coradas em vermelho
e/ou amarelo de acordo com a intensidade de birrefringéncia e espessura das
fibras. Observam-se regides em preto ocupadas por outras estruturas que nao
fibras coldgenas. As imagens inseridas no canto superior direito das figuras

mostram o mesmo tecido observado com microscopia de luz.



50 pm

50 um

FIGURA 7 - Imunolocalizacao de colageno | em ventriculo esquerdo de animais
KO-Mas e WT observados em microscopia confocal. a ( WT neonato); b ( KO-Mas
neonato) ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto); a1 (controle do anticorpo secundario).

Os nucleos foram marcados com lodeto de propidio e coloridos em azul.



FIGURA 8 - Imunolocalizacdo de colageno | perivascular de KO-Mas e WT (*)
observados em microscopia confocal, a (WT adulto) e b (KO-Mas adulto). As
células endoteliais foram marcadas com PECAM (vermelho).



20 pm

FIGURA 9 - Imunolocalizacdo de colageno | observado em valvulas
atrioventriculares de animais KO-Mas e WT observados em microscopia confocal.
a ( WT neonato); b ( KO-Mas neonato); ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto). A
marcacgao intracelular positiva é evidente em muitas células do tecido conjuntivo

das valvulas (seta).



FIGURA 10 - Imunolocalizacao de colageno Ill em ventriculo esquerdo de animais
KO-Mas e WT observados em microscopia confocal. a ( WT neonato); b (KO-Mas
neonato);c (WT adulto); d (KO-Mas adulto). Os nucleos foram marcados com
iodeto de propideo e coloridos em azul.



FIGURA 11 - Imunolocalizagédo de colageno Ill perivascular de KO-Mas e WT
observados em microscopia confocal. a (WT neonato); b (KO-Mas neonato); ¢
(WT adulto); d (KO-Mas adulto). As células endoteliais foram marcadas com
PECAM (vermelho). Nota-se uma intensa marcagao do colageno Il ao redor do
vaso do KO-Mas (*). Observa-se também, marcacéo intracelular em algumas
células do miocérdio (seta).



FIGURA 12 - Imunolocalizagdo de colageno Ill em valvulas atrioventriculares de
animais KO-Mas e WT observados em microscopia confocal. a (WT neonato); b
(KO-Mas neonato); ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto). A marcacao em vermelho
(c e d) indica a presenga de células endoteliais circundado externamente as

valvulas.



FIGURA 13 - Imunolocalizagcdo de colageno Il (amarelo), miosina cardiaca

(verde) e nucleo (azul) em ventriculo esquedo de KO-Mas observado em

microscopia confocal. A seta indica a marcacao intracelular de colageno lll.
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FIGURA 14 - Imunolocalizacao de fibronectina no ventriculo esquerdo de animais
KO-Mas e ‘WT observados em microscopia .onfocal. a (WT neonato); b (KO-Mas
neonato); ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto). Os nucleos foram marcados com

iodeto de propideo e coloridos em azul.



FIGURA 15 - Imunolocalizacdo de fibroneciina em valvulas atrioventriculares de
animais KO-Mas e WT observados em microscopia confocal. a (WT neonato); b
(KO-Mas neonato); ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto). Na regido de valvulas a
expressdo de fibronectina se da de forma mais localizada principalmente nos

locais de insercdo com o endocardio (setas).



FIGURA 16 - Imunolocalizacao de colageno VI no ventriculo esquerdo de animais
KO-Mas e W'T observados em microscopia confocal. a (WT neonato); b (KO-Mas
neonato); ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto). Os nucleos foram marcados com

iodeto de propideo e coloridos em azul.



FIGURA 17 - Imunolocalizagao de colageno VI em valvulas atrioventriculares de
animais KO-Mas e WT observados em microscopia confocal. a (WT neonato); b
(KO-Mas neonato); ¢ (WT adulto); d (KO-Mas adulto). Na regido de valvulas a
expressao de colageno VI se da de forma mais localizada principalmente nos

locais de inser¢cao com o endocérdio.
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FIGURA 18 - Imunolocalizacdo de colageno | (Col I), Il (Col IlI), VI (Col VI) e
fibronectina (FN) em atrios de animais KO-Mas e WT observados em microscopia

confocal.



FIGURA 19 - Imunolocalizagdgo de Col VI em ventriculo e valvulas
atrioventriculares de animais tratados com salina (a e ¢) e isoproterenol (b e d),

observados em microscopia confocal.



FIGURA 20 - Micrografia eletrénica dentro do coracdo de animal KO-Mas. N
(nucleo), M (mitocondria), MEC (matriz extracelular), F (fibroblasto). A seta da
figura 18a indica a matriz extracelular entre dois cardiomidcitos. 18 a : aumento
8.050X e 18b: aumento 6.420X.
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FIGURA 21 — Expressao de proteinas da MEC em coracdes de KO-Mas e WT.
Expressao de colageno | (A, neonato e B, adulto), colageno Il (C, neonato e D,
adulto), fibronectina (E, neonato e F, adulto) e colageno VI (G, neonato e H,
adulto) em ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD), valvula mitral (M) e
valvula tricispide (T). Os valores estao expressos com médias + EPM. # p<0,05, *
p<0,01, ** p<0,001, *** p<0,0001. U.A., Unidade Arbitraria.
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FIGURA 22 - Expressao de colageno VI em ventriculo esquerdo (VE) e ventriculo
direito (VD) de coragdes de camundongos C57/BL6J tratados com Isoproterenol
(B). Indice de Massa Cardiaca dos camundongos C57/BL6J tratados com
Isoproterenol (A). Os dados estdo expressos como médias = EPM. (U.A.) =

unidade arbitraria. *p<0,01.



6.0 Discussao

Neste trabalho, os resultados mostraram que os animais KO-Mas
apresentam alteracbes na expressdo de proteinas da matriz extracelular do
coragcdo que estdo envolvidas no remodelamento cardiaco. Colageno I, Il e
fibronectina estao significativamente aumentados nas valvulas atrioventriculares e
ventriculos direito e esquerdo. Colagenos | e Il também estdo aumentados no
espaco perivascular desses animais. Essas observacdes estdo de acordo com
muitos trabalhos que suportam a evidéncia de que a Ang Il influencia na sintese
de colagenos fibrilares e fibronectina (Crabos et al., 1994; Zhou et al., 1996; Fielitz
et al.,2001), principalmente em disfuncbes cardiacas, e que a angiotensina 1-7
exerce fungao contraria, atenuando o remodelamento da rede de colagenos como
mostrado por He et al, (2005). Deste modo, se a Ang-(1-7) € incapaz de exercer
seus efeitos via receptor Mas, um aumento de proteinas da MEC € esperado.

Este aumento de coldgenos da MEC no coragdo, como relatado em
doencas cardiacas hipertensiva, cardiomiopatia isquémica e cardiomiopatia
hipertréfica, levam ao acumulo de tecido fibroso e contribui para um
comprometimento progressivo da fungdo cardiaca (Kawano et al., 2000; Schnee &
Hsueh, 2000; Pathak et al., 2001; Gonzalez et al.,2002; Lijnen & Petrov, 2003). O
colageno fibrilar age como um link entre elemento contratil de cardiomidcitos
adjacentes e como condutores de informagdes que € necessario para a funcao da
célula. Isto é suportado pela observagdo de que a interacdo de fibras colagenas
com os cardiomiécitos no coracao ocorre em regides préximas a banda Z, e a
ligacdo € mediada por moléculas das familias das integrinas (Terracio et al.,1991).
No entanto quando ha um acumulo anormal de fibras colagenas, levando a
fibrose, a rigidez miocardial aumenta, comprometendo deste modo, o enchimento
diastélico. A continua acumulacao aumenta ainda mais esta rigidez e prejudica o
comportamento contratil e a atividade elétrica (Diez et al., 2001). Desse modo, o
aumento desses colagenos fibrilares pode explicar a diminuicao da contratilidade
encontrada nestes animais KO-Mas.

A observacdo de que este aumento de colageno fibrilar miocardial esta
presente ndo somente no ventriculo esquerdo, mas também no ventriculo direito
nos animais KO-Mas, corroboram com resultados encontrados em pacientes com

hipertensdo arterial, onde foi verificada a presenca de fibrose miocardial no



ventriculo esquerdo bem como no direito (Brilla et al .,1990; Sun et al., 1997,
Panizo et al., 1995; Varo et al., 2000) sugerindo que ndo sé a hipertensao arterial
mas também algum fator humoral produzido sistémica e/ou localmente, contribue
para esta fibrose.

Embora os mecanismos precisos que governam a acumulagdo de colageno
fibrilar e outras proteinas de matriz em varios modelos de hipertrofia cardiaca
ainda nao estejam completamente elucidados, a ativacdo do SRA local ou
circulante parece ter uma funcdo dominante com Ang Il e aldosterona como
mediadores pro-fibréticos e Ang-(1-7) como contrarreguladora deste processo
(Loot et al., 2002; Wang et al.,, 2005). Resultados na literatura indicam que a
resposta proliferativa de fibroblastos a Ang Il pode ser mediada via fatores de
crescimento especificos (TGFB1), substancias inflamatérias como PDGF (platelet-
derived growth factor) e citocinas, pela osteopontin , endotelina 1, ou por uma
combinacdo desses mecanismos (Schnee & Hsueh, 2000; Bouzegrhane &
Thibault, 2002). Fibroblastos cardiacos expostos a Ang Il, estimulam uma
variedade de funcdes pro-fibréticas, como a indugdo de fatores de crescimento,
indicando que os fibroblastos cardiacos tém uma crucial fungdo no
remodelamento cardiaco induzido pelo SRA. Em varios modelos, o aumento na
expressao do mRNA de TGFB1, precede o aumento na expressao de mRNA de
colagenos e fibronectina sugerindo que o TGFpB, medeia os efeitos pro-fibréticos
da Ang Il (Villarreal and Dillmann, 1992; Kim et al., 1995). Tharaux et al., 2000,
mostraram que a Ang Il induz a expressado do gene para Colageno | via ativacao
de MAP/ER Kinase e TGFB1. Em cultura de fibroblastos humanos observou-se
qgue a Ang Il aumentou os niveis de expressdao de RNAm de TGFp1, fibronectina e
laminina e aumentou a adesao dos fibroblastos cardiacos ao colageno (Kawano
et al., 2000).

Em adicdo ao TGFB1, osteopontin tem sido proposta por mediar os efeitos
da Ang Il na produgéo de matriz extracelular em coragdo humano (Kupfahl et al.,
2000). Endotelina-1 também parece mediar efeitos cardiacos da Ang Il. Ela é
sintetizada por midcitos cardiacos e fibroblastos (Ito et al.,, 1993) e mostram
estimular a sintese de colageno | e Ill em células musculares lisas (Rizvi et al.,
1996). Em ratos com insuficiéncia cardiaca crénica, bloqueadores de receptores



de endotelinal mostram diminuir a acumulagéo de colageno ventricular (Mulder et
al., 2000)

Em experimentos in vitro usando fibroblastos cardiacos de rato adulto, a Ang
Il e aldosterona estimularam a sintese de colagenos de uma maneira dose
dependente ao mesmo tempo em que a Ang |l adicionalmente suprimiu a
atividade da metaloproteinase 1, a enzima chave da degradacédo do colageno,
que sinergicamente leva a acumulagcao progressiva de colageno dentro do
intersticio miocardial (Brilla et al., 1994).

Atualmente a Ang-(1-7) esta sendo alvo de estudos nos seus efeitos anti-
fibrotico e anti-hipertréfico. He et al, (2005), observaram uma diminuicdo dos
colagenos | e lll em coracdes de ratos infartados tratados com Ang-(1-7). Em
nosso estudo, foi observado um aumento das principais proteinas envolvidas no
remodelamento cardiaco, colagenos I, lll e fibronectina, em animais KO-Mas
sugerindo que a interacao Ang-(1-7) — Mas, pode promover importantes efeitos
anti-fibréticos no coracdo. No entanto as vias de sinalizacdo pelas quais este
efeito ocorre, ainda nao foram totalmente elucidadas. Recentes trabalhos tém
apresentado dados que sugerem possiveis mecanismos pelos quais a Ang-(1-7)
exerce este efeito. Em cultura de cardiomidcitos e fibroblastos a Ang-(1-7) inibiu
diretamente as acbes da ang Il por alteracao de mecanismos de sinalizagéo, onde
o pré-tratamento de fibroblastos com Ang-(1-7) inibiu a sintese de colageno e
expressao de RNAm de fatores de crescimento, tais como endotelina-1 e fator
inibitdério de leucemia (lwata et al., 2005). Esta acdo da Ang-(1-7) em inibir a
expressdao de fatores de crescimento, pode explicar o numero aumentado de
células observado nos animais KO-Mas.

Embora os mecanismos responsaveis pelos efeitos inibitérios da Ang-(1-7)
nao estdo completamente esclarecidos, os efeitos podem ser mediados pela
liberagéo de fatores secundarios tais como prostandides ou 6xido nitrico como
relatado em células musculares lisas vasculares (Muthalif et al., 1998). Estes
fatores sao responsaveis por importantes efeitos da Ang-(1-7), como
vasodilatacdo em anéis de aorta de ratos, efeitos hipotensores, antiarritmogénicos
(Ferreira et al., 2001) e potencializacao da bradicinina (Paula et al., 1995; Almeida
et al., 2000). Assim, 6xido nitrico e prostaglandinas podem ser os mediadores
anti-fibréticos da Ang-(1-7), visto que trabalhos prévios mostraram que a
bradicinina reduz a expressdo RNAm de colagenos |, Ill e fibronectina em cultura



de fibroblastos, provavelmente por vias dependentes de prostaglandinas e éxido
nitrico (Kim et al., 1999; Gallagher et al., 1998).

Além disso, uma outra possivel via de modulacdo de proteinas de matriz
via Ang-(1-7), pode ser através da regulacao da atividade e/ou expressao de
metaloproteinases de matriz e de seus inibidores. Essa hipotese se deve ao fato
de que tratamentos com inibidores da ECA e/ou antagonistas do receptor AT
diminuem a fibrose cardiaca em modelos de hipertensdo independente da
diminuicdo da pressao arterial e estdo associados com aumento nos niveis
plasmaticos de Ang-(1-7) (Chappell et al., 1998; lyer et al., 1998), sendo possivel
que este peptideo seja responsavel por seu efeito anti-fibrotico. Além disso, o
tratamento com estes antagonistas ou inibidores pode aumentar também os
niveis de moléculas de metaloproteinases (Laviade et al., 1998), podendo assim,
existir uma relacdo entre Ang 1-7 e atividade e/ou expressdo de
metaloproteinases de matriz. O aumento de colagenos fibrilares observado nos
animais KO-Mas pode, no entanto, talvez esteja relacionado a um downregulation
de metaloproteinases de matriz.

Interessantemente, vimos também que colagenos | e Il estdo aumentados
ndo somente na matriz extracelular cardiaca, mas também intracelularmente. No
coracdo mais da metade do colageno sintetizado € degradado ainda dentro da
célula pelas metaloproteinases, com o restante depositado ou degradado
extracelularmente. Este processo que ocorre dentro dos lisossomas ou dentro das
cisternas do reticulo endoplasmatico e do golgi sdo condigcbes adaptativas do
rapido turnover de colageno (Mcanulty & Laurent., 1987). Isto pode ser um indicio
de que, nos animais KO-Mas, este excesso de proteinas ndo esta sendo
suficientemente degradas intracelularmente pelas metaloproteinases na auséncia
da acdo da Ang-(1-7) via receptor Mas.

Ao contrario dos colagenos fibrilares, nés vimos que os animais KO-Mas
apresentam uma significativa diminuicdo na expressao do colageno VI. Alguns
trabalhos mostram um aumento deste colageno em modelos de infarto do
miocadio (Kitamura., 2001; Tsuda., 2003). Outro estudo, de cardiomiopatia
diabética, tem mostrado um acumulo de coldgeno miocardial incluindo os tipos I,
Il e VI, levando a uma fibrose perivascular e intersticial o qual tem sido
corrrelacionada com disfunc¢ao cardiaca (Spiro & Crowley, 1993; Mizushige et al.,
2000). Porém, nada foi relatado em relagdo a diminuicdo desse colageno e suas



consequéncias em disfuncbes cardiacas relacionadas ao SRA. Em relagéo a
diminuicdo do coldgeno VI nos animais KO-Mas, estudos mais detalhados em
relacdo a sintese dessa proteina ou de metaloproteinases envolvidas na
degradacao de colagenos, deverao ser feitos para explicar esta alteracao nestes
animais.

Com o objetivo de avaliar a participacéo do colageno VI no remodelamento
cardiaco, frente a modelos experimentais diferente dos ja descritos, um modelo
de hipertrofia induzido pelo isoproterenol foi utilizado para esta verificacdo. O
isoproterenol é um B-agonista que age aumentando a forca e freqiiéncia cardiaca.
(Frans et al., 2001). Existem algumas evidéncias de que a resposta trofica a
estimulacdo simpatica cardiaca depende do SRA, envolvendo principalmente a
Ang Il (Nagano et al., 1992). No presente estudo, nenhuma alteragdo foi
observada na expressao do colageno VI com a administracdo de isoproterenol,
indicando que neste modelo, o colageno VI nao participa do remodelamento pés
injuria cardiaca. Isso mostra que a expressao do colageno VI é variavel a
diferentes situacoes patoldgicas.

Sumarizando, nossos resultados mostram que o receptor Mas exerce
importante participacdo na expressao seletiva de proteinas especificas da MEC
no coragdo. Estudos futuros serdo necessarios para elucidar a participacao deste
receptor nos caminhos de sinalizagdo e mecanismos envolvidos na sintese e/ou

degradacao destas proteinas.



7.0 Conclusoes

Apoés avaliar a expressao de colagenos |, lll, VI e fibronectina em coragées
de camundongos knockout para o receptor Mas através da técnica de

imunofluorescéncia e microscopia confocal foi possivel verificar:

e A expressdo de colagenos |, lll e fibronectina estdo aumentadas nos
ventriculos direito e esquerdo e nas valvulas atrioventricular dos animais
KO-Mas.

e A expressdao de colageno VI esta diminuida nos ventriculos direito e

esquerdo e nas valvulas atrioventricular dos animais KO-Mas.

Estes dados sugerem que o receptor Mas esta envolvido na expressao
seletiva de proteinas especificas da matriz extracelular no coragéo. O perfil
observado pode contribuir para a disfuncéo cardiaca observada nestes animais
deficientes para o receptor Mas.
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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