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RESUMO

Evidéncias recentes tém sugerido que os beneficios da Ang-(1-7) no coragdo sao
mediados por seu receptor, Mas. No entanto, as vias de sinalizagdo envolvidas neste
processo sao desconhecidas no cardiomiocito. Desse modo, o objetivo do nosso
trabalho foi avaliar o mecanismo envolvido no efeito protetor da Ang (1-7) em ratos
submetidos a 6 semanas de tratamento DOCA-Sal. No primeiro momento deste
estudo avaliamos as respostas cardiovasculares e celulares em animais Sprague
Dawley (SD) e transgénicos que superexpressam Ang-(1-7) no testiculo com
consequente aumento na concentragdo plasmatica (TG) submetidos ao modelo
DOCA-Sal. Observamos que animais SD quando submetidos ao tratamento DOCA-
Sal, apresentaram um aumento na pressao arterial sistélica (PAS) em relacdo ao seu
controle e que animais que superexpressam Ang-(1-7) no testiculo apresentam um
aumento menos pronunciado da PA em comparacao ao seu controle. Constatamos
através de ecocardiografia que animais TG DOCA apresentam uma reducao da
hipertrofia cardiaca, quando comparados aos animais SD DOCA. Esses resultados
foram comprovados quando avaliamos os marcadores de estresse cardiaco, onde
animais SD DOCA apresentaram re-expressao de genes fetais (ANP e B-MHC). Ao
avaliarmos a fungéo cardiaca de animais SD DOCA por ecocardiografia detectamos
que estes animais apresentam um hiperdinamismo cardiaco, mas ainda assim eles se
encontram na fase compensada da doenca. Porém nossos resultados celulares
indicaram que a progressao da doenca esta ocorrendo devido ao desbalango na
sinalizacdo de Ca®* e na expressdo de proteinas envolvidas nessa sinalizacao.
Interessante observar que estes parametros nao estavam alterados nos animais TG
DOCA. Depois de observado os beneficios da Ang-(1-7) através da reducéo da PA e
dos efeitos diretos na sinalizacdo de Ca?*, questionamos se o efeito protetor da Ang-
(1-7) no rato TG DOCA poderia ser explicado apenas pela redugcdo na pressao desses
animais. Para responder essa pergunta, foram criados dois grupos de tratamento
DOCA-sal com PA similares ao grupo TG DOCA. Grupo de ratos SD PAC, tratados
com uma dose inferior de DOCA e SD HIDRALAZINA, tratados com a mesma dose de
DOCA dos animais TG DOCA. Nossos resultados mostraram que animais que
receberam uma dose menor de DOCA (SD PAC), apresentaram poucas alteracdes
nos parametros avaliados por ecocardiografia (hipertrofia e fungdo) e poucas
alteragdes na sinalizacéo de Ca®*. Ja animais que receberam a mesma dose de DOCA
e foram tratados com hidralazina (SD HIDRALAZINA), apresentaram resultados
similares aos obtidos em ratos SD DOCA, sugerindo assim que o responsavel pelas
alteragOes cardiovasculares observadas seja 0 mineralocorticéide. Podemos concluir,



através dos dados obtidos no presente estudo, que a superexpressdo da Ang-(1-7)
nos animais transgénicos submetidos ao modelo DOCA-Sal, exerce além de efeitos
pressoricos, também um efeito local no coracdo prevenindo diferentes etapas do
remodelamento patoldgico.

Palavras chaves: DOCA-Sal, Ang-(1-7), cardiomiécitos, sinalizagdo de Ca®*
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Abstract

Recently there has been growing evidence suggesting that beneficial effects of
angiotensin-(1-7) in the heart are mediated by its receptor Mas. However, the signaling
pathways involved in these effects in cardiomyocytes are unknown. The aim of our
study was to evaluate the mechanism underlying the protective effect of Ang (1-7) in
rats subjected to 6 weeks of DOCA-salt treatment. At first in this study we evaluated
the cardiovascular and cellular responses in Sprague Dawley (SD) and transgenic rats
that overexpress Ang-(1-7) in the testis (TG) subjected to DOCA-salt model. SD DOCA
rats, showed an increase in SBP compared to their controls, however TG DOCA rats
presented less pronounced increase in SBP. Echocardiography studies showed that
TG DOCA animals present reduced cardiac hypertrophy, when compared to SD DOCA
rats. These results were confirmed by real time PCR studies showing the upregulation
of cardiac stress markers (ANF and B-MHC) in SD DOCA rats, but not in TG DOCA
rats. By echocardiography we also observed that SD DOCA rats present a
hyperdynamic heart, yet they are in the offset phase of the disease. However, our
results indicate that at the cellular level the progression of the disease is occurring, due
to the Ca*" signaling dysfunction observed in cardiac cells from SD DOCA hearts.
Interestingly, all these parameters were not altered in TG DOCA rats. Taken together,
our data shows that overexpression of Ang-(1-7) in TG rats protects these animals
against DOCA-salt pathological remodeling, however a question remains whether the
Ang-(1-7) cardioprotective effects were due to the reduced BP in TG DOCA rats. In
order to answer this question were developed two groups of DOCA-salt treated rats
that with BP maintained at levels similar to TG DOCA rats. SD controlled arterial blood
pressure (CABP) rats that received a lower dose of DOCA than TG DOCA rats, and SD
hydralazine treated rats. SD HYDRALAZINE group received the same dose of DOCA
as TG DOCA rats, in addition to hydralazine. Our results showed that animals that
received a lower dose of DOCA (SD CABP) showed fewer changes in all parameters
evaluated by echocardiography (hypertrophy and cardiac function), and by confocal
studies, when compared to TG DOCA rats. In contrast, rats from Hydralazine treated
group present a pattern of responses quiet similar to SD DOCA group, suggesting that
the mineralocorticoid is the mainly responsible for cardiovascular changes the
observed in the DOCA-salt model. Therefore, we can conclude from the results
obtained in this study that overexpression of Ang-(1-7) in transgenic rats subjected to
the DOCA-salt model exerts besides a pressor effect, a local effect in the heart at

various stages of pathologic remodeling.
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1. INTRODUCAO

1.1-Sistema Renina-Angiotensina e o sistema cardiovascular

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel vital na regulacéo de
processos fisioldgicos do sistema cardiovascular, ndo apenas funcionando
como um sistema enddécrino, mas também com funcbes paracrinas e

autdcrinas nos tecidos e érgaos (MEHTA e cols., 2006).

Este sistema tem mostrado ter participacdo no surgimento de doencas
cardiovasculares como hipertensdo, doencas coronarianas, miocardites e
insuficiéncia cardiaca (DOSTAL e cols., 1999). Os dois principais peptideos
ativos deste sistema sado a angiotensina Il (Ang-Il) e a angiotensina 1-7 (Ang-
(1-7)), os quais exercem acgdes, na maioria das vezes, antag6nicas sobre a
fisiologia cardiovascular (MACHADO e cols, 2000; KOSTENIS e cols., 2005),
podendo exercer papel fundamental no surgimento da hipertensdo essencial
(BENTER e cols., 1995).

Os mecanismos de controle e degradacdo desses peptideos sao
importantes na determinagéo dos efeitos fisiolégicos finais. Na viséo classica,
um octapeptideo, Ang Il é formado a partir da clivagem enzimatica do
angiotensinogénio em angiotensina | (Ang |) pela agdo da renina, com
subsequiente conversdao da Ang | em Ang Il pela enzima conversora de
angiotensina (ECA). Na visdo moderna, este sistema possui outras enzimas,
que levam a formagédo de uma via contrarregulatéria tendo a Ang-(1-7) como
um peptideo com agdes, na maioria das vezes, protetoras e antagdnicas a Ang
Il (SANTOS e cols., 2008) (Figura 1).
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Figura 1 - Visdo moderna do Sistema Renina-Angiotensina.. ECA: Enzima Conversora de
Angiotensina; Ang: Angiotensina; AMP: Aminopetidase; DAMP: Dipeptidil-Aminopeptidase; IRA
P: Aminopeptidase Insulina-Regulatéria; PCP: Prolil-carboxipeptidase; PEP: Prolil-
endopeptidase; NEP: Endopeptidase Neutra; P(RR): Receptor da Renina/Pr6-Renina
(Adaptado de SANTOS e cols, 2008).

A Ang ll, peptideo classicamente conhecido deste sistema promove
acoes hipertensivas nos diferentes sistemas fisiolégicos. Nos estudos de Bono
e colaboradores (1962), a infusdo endovenosa deste peptideo em individuos
normotensos sadios promoveu aumento na pressao arterial de repouso, sendo
este aumento 50 vezes maior que 0 mesmo experimento com infusdo de
noradrenalina. No sistema nervoso central a Ang Il estimula a area rostral
ventrolateral do bulbo (area pressora) (ANDREATTA e cols., 1988) e facilita a
liberacao de noradrenalina pelas terminacdées nervosas simpaticas, exercendo
uma comunicacao de feedback positivo entre sistema nervoso simpatico e o
sistema renina-angiotensina (FAGARD e cols., 1984). Outro mecanismo
hipertensor utilizado pela Ang Il € o aumento do volume sanguineo que, pode
se dar de trés formas: 1- estimulando a hipéfise posterior a liberar ADH, que
atua reabsorvendo agua nos tubulos distais via receptor V2, sendo também um
potente vasoconstritor via receptor V1; 2- estimulando a liberacdo de
aldosterona na supra-renal e 3- interferindo no comportamento, atuando no

orgao subfornical aumentando o apetite por sédio e agua (FERRARIO e cols.,
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1988). Nos tecidos periféricos a Ang |l promove reducao da sensibilidade dos
barorreceptores, o que reduz a eficacia no controle da variagcdo da pressao
arterial a cada ciclo cardiaco (OPARIL e cols., 1988).

1.1.1- Angiotensina-(1-7)

A via de formacao da Ang-(1-7) tem sido explorada nos ultimos anos e,
apesar de varias enzimas formarem a Ang-(1-7), a Enzima Conversora de
Angiotensina 2 (ECA 2) parece ser a principal enzima formadora deste
peptideo (TIPNIS e cols., 2000; DONOGHUE e cols., 2000).

A Ang-(1-7) foi vista por muito tempo como um peptideo inativo do SRA
(GREENE e cols, 1982), entretanto, no final da década de 80 esta visao foi
mudada através de alguns estudos. Em 1988, Schiavone e colaboradores
mostraram que, a Ang-(1-7) aumenta a liberacdo de vasopressina pela neuro-
hip6fise. Em 1989, Campagnole-Santos e colaboradores, verificaram que
microinjecoes de baixas doses de Ang-(1-7) no ndcleo do trato solitario
promovem queda da pressao arterial. Desde entdo, diversos estudos
mostraram que, a Ang-(1-7) é um importante peptideo ativo deste
sistema.(FERREIRA e cols., 2004 ; SANTOS e cols., 2004 ; GROBE e cols.,
2006).

Dentre as acbes cardiovasculares da Ang-(1-7) podemos citar o
aumento da sensibilidade do barorreflexo (CAMPAGNOLE-SANTOS e cols.,
1992), potencializagdo do efeito vasodilatador da bradicinina (PAULA e cols.,
1995; ABBAS e cols., 1997; FERNANDES e cols., 2005) levando a liberagéo
de NO (PORSTI e cols., 1994; BROSNIHAN e cols., 1996; MACHADO e cols.,
2001; HEITSCH e cols., 2001).

Apesar dos mecanismos vasodilatadores da Ang-(1-7) terem sido
destacados, é importante ressaltar que, dados da literatura mostram apenas
um ligeiro efeito hipotensor da Ang-(1-7) em animais in vivo (SAMPAIO e cols.,
2003). Estes estudos mostram um possivel papel da Ang-(1-7) na elevacao do

débito cardiaco, promovendo uma alteracdo mais discreta dos niveis
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pressoricos. Estes resultados ainda sao controversos, pois, os estudos de
Braga e colaboradores (2002) mostram que, a Ang-(1-7) promove bradicardia.
Além disso, Santos e colaboradores (2007) mostraram que, animais que
superexpressam Ang-(1-7) apresentam aumento do volume de ejecdo e do
débito cardiaco, além de reducgéo da resisténcia periférica total.

1.2 Sistema Renina-Angiotensina e o coracao

A presenca de um SRA tecidual foi primeiramente descrita no rim
(KIMBROUGH e cols., 1977) e, posteriormente, nos vasos sanguineos (DZAU
e cols., 1988) e no coragdo (RE, 1987). Nesse sentido, alguns estudos
mostram que, o tecido cardiaco tem alta eficiéncia em captar da circulacédo
enzimas e componentes do SRA. (MULLER e cols., 1998). Entretanto, diversos
estudos mostram que todos componentes do SRA podem ser sintetizados pelo
préprio tecido cardiaco (CAMPBELL, 1987; LINDPAINTER e cols., 1990;
SCHUNKERT e cols., 1990) e a sintese de enzimas como a renina no coragao
estd aumentada em condi¢des patoldgicas, como no infarto do miocardio
(CLAUSMEYER e cols., 1998). A descoberta de outras enzimas no coragao,
como as quimases que, convertem a Ang | diretamente em Ang Il, representam
uma via alternativa a da ECA presente neste érgdao (CAREY & SIRAGY, 2003).
Esta via alternativa parece ser importante para individuos que utilizam
inibidores da ECA, pois, a disponibilidade de Ang Il no coracdo parece ser
essencial para formacéao da Ang-(1-7). Neste sentido, tem-se demonstrado que
a ECA 2 parece utilizar principalmente a Ang Il como substrato para formagéao
de Ang-(1-7) no coracdo (DONOGHUE e cols., 2000; TIPNIS e cols., 2000).

As acgdes da Ang Il no coracdo sdo mediadas pelos receptores AT; e
AT,. Via receptor AT1, a Ang Il contribui diretamente para os efeitos deletérios
no remodelamento cardiaco, tendo papel importante no processo de hipertrofia
(SENBONMATSU, 2003), arritmias (FERREIRA e cols., 2001) e fibrose
(SADOSHIMA e cols., 1993; BRILLA e cols., 1994). Via receptor AT, a Ang Il
promove efeitos antagbnicos como vasodilatacdo (TSUTSUMI e cols., 1999),
inibicdo da proliferacdo celular e apoptose induzida pela estimulagcdo dos
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receptores ATy (STOLL e cols., 1995; TANAKA e cols., 1995). Estes efeitos
parecem ser mediados pela formacdo de cininas, NO e cGMP (TSUTSUMI e
cols., 1999). Entretanto, os efeitos da Ang Il via receptor AT, ainda sao

controversos.

1.2.1 Angiotensina -(1-7)

A sintese local de Ang-(1-7) no coracgao foi primeiramente detectada em
caes apos isquemia aguda do miocardio (SANTOS e cols., 1990). Desta forma,
surgiam as primeiras evidéncias de que o dano tecidual cardiaco é um estimulo
para formacao local de um sistema contra-regulatério mediado pela Ang-(1-7),
sendo a ECA 2 ,a principal enzima envolvida na formagéo deste peptideo no
coracdo (CRACKOWER e cols, 2002). A expressdao da ECA 2 apresenta-se
aumentada em coracao infartado (SANTOS e cols., 2005) e a delecao génica
ou a superexpressao da ECA 2 mostrou que essa enzima tem papel crucial na
manutencdo da estrutura e funcdo cardiaca (CRACKOWER e cols., 2002;
DIEZ- FREIRE e cols., 2006; GURLEY e cols., 2006).

Em 2003 Zisman e colaboradores, mostraram que a Ang-(1-7) esta
presente no miocardio, especialmente apds o infarto, e sua formacao parece
ser dependente da presenca da Ang Il como substrato. Desde entado, diversos
estudos tém mostrado que, além de inibir o efeito pressor sistémico, a Ang-(1-
7) inibe os efeitos deletérios locais da Ang Il (FERRARIO e cols., 1997;
GROBE e cols., 2006; GIANI e cols., 2007). Em 2005, Mendes e colaboradores
constataram que, a Ang-(1-7) reduz os niveis teciduais de Ang Il, o que foi
confirmado recentemente com animais que superexpressam Ang-(1-7) (NADU
e cols, 2006).

Os mecanismos pelos quais a Ang-(1-7) contrapde as acdes da Ang Il
ainda nao estao estabelecidos. Os poucos estudos da literatura sugerem que,
este peptideo exerce este papel cardioprotetor por diferentes mecanismos que
envolvem: (i) potencializagdo da vasodilatacdo coronariana via bradicinina e

oxido nitrico (BROSNIHAN e cols., 1996), (ii) reducao das concentracdes de
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Ang Il no miocardio (MENDES e cols., 2005), (iii) down-regulation do receptor

AT e (iv) reducdo de sua expressao génica (CLARK e cols., 2001)

A acao local da Ang-(1-7) especificamente no coragédo tem sido proposta
em diversos trabalhos. Dentre estes, recentemente Grobe e colaboradores
(2006) mostraram que, a Ang-(1-7) previne o surgimento de fibrose cardiaca
sem alteracao dos niveis pressoricos sistémicos de ratos hipertensos. Sendo
assim, o coracao tem sido considerado um dos principais alvos de estudo das
acoes da Ang-(1-7).

Em 2001, Ferreira e colaboradores mostraram que, a Ang-(1-7) diminui a
duracdo do periodo de arritmia durante a reperfusdo do miocardio apds o
colabamento da coronaria esquerda e melhora a contratilidade cardiaca nestas
condigdes. Santos e colaboradores em 2004, utilizando animais transgénicos
que superexpressam Ang-(1-7) no testiculo com conseqliente aumento de sua
concentragdo no plasma, mostraram melhora significativa de todos os
parametros da funcao cardiaca ap6s a isquemia aguda do miocardio. As
principais acdes da Ang-(1-7) no coragdo estdo apresentadas na figura 2 de

maneira resumida.

Ang- (1-7}

|
&G

-Melhora da fungéo cardiaca
- Anti-hipertréfica

- Anti-arritmica

- Anti-fibrotica

Figura 2- Principais a¢des da Ang-(1-7) no coragéo.

Estudos mostraram que os efeitos da Ang-(1-7) ndo sdo abolidos pelo
bloqueio dos receptores AT e AT,, sugerindo a presenca de um receptor
especifico para a Ang-(1-7) (BENTER e cols., 1993; PORSTI e cols., 1994;
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BROSNIHAN e cols., 1996). Em concordancia com estes achados, uma forma
modificada da Ang-(1-7), a [D-Ala7]-Ang-(1-7), na qual a prolina da posicao 7 é
substituida pela D-Alanina, bloqueia seletivamente os efeitos da Ang-(1-7)
(SANTOS e cols, 1994; TALLANT e cols, 1999). A partir destes resultados os
pesquisadores sugeriram a presenca de um receptor especifico para Ang-(1-7).
Santos e colaboradores (2003) mostraram evidéncias funcionais de que o
receptor Mas € o ligante da Ang-(1-7). Estudos mostram que, a acdo da Ang-
(1-7) sobre a funcao cardiaca esta relacionada com sua interagcdo com o
receptor Mas. (SANTOS e cols., 2006 ; TALLANT e cols., 1999).

Hoje, é sugerido que a via da Ang Il e Ang-(1-7) ndo agem de forma
independente, mas sim, dependem do balancgo final entre elas. Ou seja, uma
maior atividade do eixo Ang Il /receptor AT leva a um predominio dos efeitos
vasoconstritores, proliferativos e hipertroficos. Enquanto uma maior atividade
do eixo Ang-(1-7) / receptor Mas sera acompanhado de efeitos vasodilatadores,

anti-proliferativos e anti-hipertroficos.

1.3 Angiotensina-(1-7) na hipertensao arterial

Um das causas da hipertensdo arterial € o aumento da resisténcia
periférica total sendo que, o0 aumento da reatividade vascular € um dos fatores
principais para o aumento do tonus vascular (BENTER e cols., 2006). A Ang Il
exerce um importante papel na regulacao da pressao arterial sistémica através
de sua acdo direta nos vasos sanguineos como um potente vasoconstritor.
Esse peptideo altera a pressao arterial através de seus efeitos em diferentes
tecidos, incluindo alteracbes do tbnus vascular, aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico, alteracdes na estrutura e funcao de diferentes leitos
vasculares e regulacdo sobre o balanco hidro-eletrolitico (WEIR & DZAU,
1999).

A acao contra-reguladora mais evidente da Ang-(1-7) é o seu efeito
vasodilatador, envolvendo uma modulagdo sobre os efeitos da Ang Il na
resisténcia vascular (ROCKS e cols., 1999). Vérios estudos demonstram o
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efeito vasodilatador da Ang-(1-7) em diferentes tecidos e espécies
(BROSNINHAN cols., 1996; MACHADO e cols., 2002).

Alguns estudos mostram que os efeitos vasodilatadores da Ang-(1-7)
parecem ser dependentes do endotélio (HEITSCH e cols., 2001; FERNANDES
e cols.,2005). Outros estudos demonstram que o endotélio € um importante
sitio de formacdo (SANTOS e cols., 1992) e metabolismo de Ang-(1-7)
(CHAPPEL e cols.,1998). Santos e colaboradores (2003) demonstraram que o
efeito vasodilatador dependente do endotélio estd ausente em camundongos
com delecao genética para o receptor Mas. Faria-Silva e colaboradores (2005)
mostraram que, a estimulacdo do receptor Mas promove uma melhora da
funcéo endotelial por facilitar a liberacdo de NO.

Outra resposta vasodilatadora promovida pela Ang-(1-7) é a interacéo de
cininas que promove um aumento da resposta vasodilatadora induzida pela
bradicinina (BK), o que demonstra um importante papel deste peptideo no

controle do tébnus vascular.

A Ang-(1-7) esta envolvida com a regulagdo da funcdo renal
(DELLIPIZZI e cols., 1994) o que pode explicar em parte as suas acdes anti-
hipertensivas (BENTER e cols., 1993). Estudos recentes mostram que, in vivo,
a Ang-(1-7) produz um efeito vasodilatador na arteriola aferente do rim de
coelho através da liberacao de NO (REN e cols., 2002).

Além de seus efeitos diretos sobre os vasos sanguineos e rins, alguns
estudos sugerem que, a Ang-(1-7) esta envolvida com o controle ténico e
reflexo da presséo arterial. No sistema nervoso central a Ang-(1-7) atua como

um neuromodulador.

Diversos trabalhos mostram o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) na
circulacdo coronariana. Brosnihan e colaboradores (1996) demonstraram que,
a Ang-(1-7) induz um efeito vasodilatador de maneira dose-dependente em
artérias de caes pré-contraidas. Este efeito ndo foi bloqueado pelos
antagonistas especificos dos receptores de Ang Il, candesartan e PD 123319,
evidenciando a existéncia de um sitio de ligagdo especifico para a Ang-(1-7)

nos vasos coronarianos de caes. Porsti e colaboradores (1994) observaram um
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efeito vasodilatador da Ang-(1-7) em anéis de artérias coronarias de porcos,
mediado pela liberacdo de NO pelo endotélio.

Ferreira e colaboradores (2007a) mostraram que, a administracdo oral
do analogo nao peptidico da Ang-(1-7), AVE 0991, produziu uma reducgédo da
pressao de perfusdo coronariana apés infarto do miocardio em preparacao de
coragao isolado de rato. O uso do antagonista especifico da Ang-(1-7), o A779,
reverteu esse efeito sobre a pressdo de perfusdo, mostrando que o efeito
cardioprotetor da Ang-(1-7) ocorre via receptor Mas.

1.4. Angiotensina-(1-7) no remodelamento cardiaco no modelo DOCA-Sal

O remodelamento cardiaco € um processo adaptativo essencial que
envolve uma alteracdo na arquitetura cardiaca em resposta a sobrecargas
hemodinamicas, ativagdo neuro-humoral, processos inflamatorios, entre outros
fatores (CHANCEY e cols., 2002). Tipicamente, o remodelamento cardiaco é
acompanhado de alteracdes na quantidade e organizacdo dos componentes da
matriz extracelular (MEC), o que pode alterar os parametros fisioldgicos do
coracdo. Desta forma, a funcdo cardiaca é determinada pela interacao
coordenada e dindmica entre as células contrateis e os componentes da MEC
(BANERJEE e cols., 2006).

Estudos tém mostrado o papel da Ang-(1-7) na modulagcdo do
remodelamento cardiaco. Averill e colaboradores (2003) observaram um
aumento da imunorreatividade para a Ang-(1-7) restrita aos cardiomidcitos e ao
redor da éarea infartada apds ligadura da artéria coronaria, 0 que sugere a
participacdo deste peptideo na recuperacdo do tecido cardiaco. Ferreira e
colaboradores (2007a), mostraram que o tratamento com AVE 0991, anélogo
nao peptidico da Ang-(1-7), durante 7 dias reduziu a area infartada apos

ligadura da artéria coronaria esquerda em ratos.

As acbes da Ang-(1-7) sobre o remodelamento cardiaco ja foram
avaliadas no modelo de hipertensdo DOCA-Sal (GROBE e cols., 2006). Neste
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estudo, a infusdo subcutdnea de Ang-(1-7) durante 28 dias preveniu a fibrose
cardiaca, sem alterar a hipertrofia cardiaca e os niveis elevados de pressao
arterial em ratos submetidos ao modelo de hipertensdao DOCA-Sal.

Santiago e colaboradores (2010) mostraram que, animais transgénicos
que superexpressam Ang-(1-7) no testiculo e conseqliente aumento da
concentracdao plasmatica (TGR(A1-7)3292) estdo protegidos da disfuncao
cardiaca e de fibrose, induzidas pelo modelo de hipertensdo DOCA-Sal. Além
disso, esses animais apresentam uma reducdo da pressao arterial sistélica
(PAS).

1.5. Angiotensina-(1-7) na modulacao da contratilidade cardiaca:

Possiveis mecanismos

Santos e colaboradores (2006) mostraram que animais Mas” apresenta
reducdo da contratilidade cardiaca, reducdo da fracdo de encurtamento e
acentuada reducéao da funcéo ventricular global.

Estudos utilizando camundongos C57/BL6 Mas”, mostraram que estes
animais apresentaram baixa reatividade da Ang-(1-7) em fatias do ventriculo
esquerdo. (SANTOS e cols., 2006). Através da técnica de coracédo isolado foi

mostrado que camundongos Mas

apresentaram menor tensado sistélica
quando comparado aos animais Mas+/+. (SANTOS e cols., 2006). De forma
contraria, Ferreira e colaboradores (2010), mostraram que animais que super
expressam Ang-(1-7) apenas no coragdo, melhoraram a dinamica do Ca*" e

aumento da expressdo da Ca** ATPase.

Em 2010, Gomes e colaboradores mostraram que cardiomiécitos
ventriculares de ratos transgénicos (TGR(A1-7)3292) apresentaram prevencao
na disfuncéo da sinalizacdo do calcio induzida pela Ang-Il, quando comparado
ao cardiomiocitos de animais selvagens. Estes estudos demonstram que a
Ang-(1-7) esta envolvida na sinalizacdo de célcio e que, estas respostas
cardioprotetoras estdo sendo mediadas pelo receptor Mas.
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A fungao contratil e estrutura do cardiomiécito sdo moduladas pela
ativacdo de cascatas de sinalizagdes intracelulares reguladas por estimulos
mecanicos e neuro-hormonais tais como, estiramento do cardiomidcito,
adrenalina, noradrenalina, angiotensina Il e aldosterona (DORN & FORCE,
2005). Atualmente, sabe-se que, a ativacdo de diferentes isoformas de PKC
esta relacionada a uma série de processos fisiolégicos e patologicos, tais
como: diferenciacao e proliferacdo celular, apoptose, ativagdo de macréfagos,
desenvolvimento de resisténcia a insulina, regulacdo da contratilidade
miocardica, disfuncdo ventricular e hipertrofia cardiaca. (PALANIYANDI, SUN,
FERREIRA & MOCHLY-ROSEN, 2009).

Braz e colaboradores (2002), utilizando estudo in vitro, constataram que,
cardiomidcitos transfectados com adenovirus contendo a isoforma constitutiva
PKCa, desenvolveram hipertrofia com aumento da expressdo de genes
marcadores de hipertrofia, como fator natriurético atrial (ANP). Em contraste, o
mesmo grupo de pesquisadores dois anos mais tarde observou que
camundongos com inativacao génica ou hiper expressao da isoforma PKCa
apresentaram hipertrofia cardiaca de magnitude comparavel a dos
camundongos controle frente ao estimulo de sobrecarga pressoérica (BRAZ e
cols. 2004). Além disso, a inativacdo e superexpressdo da isoforma PKCa
apresentaram efeitos antagdnicos no controle da contratilidade cardiaca,
resultando em melhora e prejuizo da funcao contratil, respectivamente. Este
estudo sugere que, a isoforma PKCa nao participa ativamente da regulacédo da
hipertrofia cardiaca, entretanto, modula a funcdo contratii por meio da
regulacao da atividade da SERCA (calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico)
pelo eixo fosfolambam/fosfatase1 (BRAZ e cols, 2004) (Figura 3).

Masafumi Yano e colaboradores (2005) observaram que, alteracdes
estruturais e funcionais nas proteinas reguladoras de Ca®**, presentes no
reticulo  sarcoplasmatico, estdo fortemente relacionadas com o
desenvolvimento da patogénese da insuficiéncia cardiaca. Estimulacao cronica
tanto do sistema nervoso simpatico quanto do SRA, sédo capazes de induzir
anormalidades na funcdo e estrutura dessas proteinas. Essas alteracoes
contribuem para um prejuizo na fungao contratil e, conseqiientemente, para a

progressao da insuficiéncia cardiaca (Figura 3).
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Neste trabalho utilizamos uma abordagem sistémica e celular com o
intuito de desvendar os mecanismos envolvidos nos efeitos protetores da Ang-
(1-7) no coragéo.

Gug-coupled receptors

Angiotensin Il receptor
Endothelin-1 receptor
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Figura: 3.. Ciclo intracelular de Ca®* associado a diferentes vias de sinalizacdo em
cardiomiécitos. O transiente de Ca®* ocorre pelo influxo de Ca®* através de canais de Ca®* tipo
L. Esse influxo de Ca ** estimula a liberagdo de mais Ca®* do reticulo sarcoplasmatico através
dos RYR, esse processo denomina-se transiente de Ca®* e ocorre durante a sistole cardiaca.
Durante a diastole o Ca®* citosdlico é recaptado novamente de volta para o RS através da agao
da SERCA2a que é regulada diretamente pela fosfolamban (PLN). Algumas vias de
sinalizacdo medeiam esse processo. Dentre elas temos: (i) a estimulacdo do receptor B
adrenérgico mediando a PKA que regula o ciclo do ca* por promover a fosforilagdo do canal
de Ca®* tipo L, RYR e PLN. A fosforilagdo da PLN e RYR contribui para um aumento do
transiente de Ca®* e aumento da contratilidade celular. Outra via ocorre através da ativagao de
receptores acoplados a proteina Gq que ativam a fosfolipase C (PLC), que por sua vez ativa a
PKC. A PKC atua fosforilando o I-1 (inibidor de PP1) que promove a ativagao de PP1 e a PP1
causa hipofosforilagdo de PLB promovendo a redugdo na atividade da SERCA, dessa forma
reduzindo a recaptagdo de Ca®* de volta para o RS. O aumento no nivel de Ca** no citosol
ativa também a CAMKII, que afeta a funcdo de RYR e PLB. A ativacdo e desativacdo dessas
cascatas de sinalizagdo afetam o ciclo do Ca** intracelular. (MASAFUMI YANO, e cols 2005).



23



24

2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Avaliar os efeitos protetores da Angiotensina - (1-7) na funcao cardiaca,
no remodelamento cardiaco e na sinalizacdo de calcio em cardiomidcitos
provenientes do ventriculo esquerdo de ratos submetidos ao modelo de
hipertensdo DOCA-Sal.

2.2 - Objetivos especificos

1. Verificar os niveis de Pressado Arterial Sistolica (PAS) durante o
desenvolvimento da hipertensdo DOCA-Sal

2. Avaliar o a hipertrofia cardiaca, através da razdo peso do coracao (g) pelo
comprimento da tibia (cm) e através da espessura relativa da parede do VE
(Eco Dopler).

3. Avaliar a funcdo ventricular sistélica, diastdlica em todos os grupos

experimentais.

4. Verificar a expressao de mRNA que codifica os componentes do SRA e o
receptor de mineralocorticoide (MMR) em cardiomiécito nos diferentes grupos

experimentais

5. Investigar a expressdao de mRNA que codifica os marcadores de estresse
cardiaco, ANP e B-MHC nos cardiomidcitos de todos os grupos experimentais.

6. Investigar a modulacdo da superexpressao da Ang-(1-7) na dinamica do

calcio intracelular em cardiomiécitos.

7. Verificar a expressao de proteinas envolvidas na dindmica do calcio
intracelular, tais como PKCa, PP1 e SERCA2a nos cardiomidcitos de todos os

grupos experimentais.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os ratos utilizados neste estudo foram provenientes do Biotério de
Animais Transgénicos do Laboratério de Hipertensdo — Departamento de
Fisiologia e Biofisica; ICB-UFMG. Foram utilizados animais transgénicos da
linhagem L3292 (TGR(A1-7)3292) e Sprague-Dawley Hannower (SD) como
animais controle, com idade entre 10 e 12 semanas. Os animais foram
mantidos em sala apropriada com ciclo claro-escuro de 12/12h a temperatura
ambiente entre 22-24°C, separados em grupos, em gaiolas plasticas
adequadas e alimentados com racao apropriada e agua filtrada ad libitum.

Todos os procedimentos cirlrgicos e experimentais realizados neste
estudo foram aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal da
UFMG.

3.1.1. Grupos Experimentais

Para a realizagdo deste estudo, animais foram divididos em quatro
grupos: SD-CT, SD-DOCA, TG-CT e TG-DOCA e o tratamento foi realizado no
periodo de 6 semanas

_Grupo SD-CT — animais SD, controle, submetidos apenas a uninefrectomia

esquerda;

_Grupo SD-DOCA: animais SD, submetidos ao modelo de Hipertensao DOCA-

Sal e uninefrectomia esquerda;
_Grupo TG-CT: animais transgénicos da linhagem L3292, controle,
submetidos apenas a uninefrectomia esquerda;

_Grupo TG-DOCA: animais transgénicos da linhagem L3292, submetidos ao
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modelo de Hipertensdo DOCA-Sal.
3.1.2 Animal Transgénico (TGR(A1-7)3292)

Ratos (TGR(A1-7)3292) foram desenvolvidos por Santos e cols., 2004
baseados na tecnologia descrita por Methot e cols., (2001). Sendo assim, o
construct foi formado pelos seguintes componentes: (1) peptideo sinal
proveniente da proteina renina humana, o qual assegura que a proteina entre
no reticulo endoplasmatico para a futura secrecao desta proteina para o meio
extracelular; (2) porcao da regido constante da cadeia pesada da IgG2b de
camundongo, que promove massa para a proteina de fuséo; (3) porcao do
présegmento da prorenina humana, o qual funciona como um espacador
molecular, pois é necessario para expor o sitio de clivagem para a
endoprotease furina o que resulta na liberagdao do peptideo; (4) sitio de
clivagem na porcao carboxi terminal do présegmento da prorenina humana,
sendo que neste sitio de clivagem a endoprotease furina atuara liberando a
Ang-(1-7) nos tecidos, (5) o peptideo que sera liberado, no caso a Ang-(1-7) e
finalmente (6) a seqUéncia Poly A. Para direcionar a expresao génica em
células de mamiferos foi adicionado na extremidade 5’ do construct o promotor

inespecifico CMV (cytomegalovirus promoter).

Estes animais apresentam a expressdo do transgene restrita,
praticamente aos testiculos, uma vez que néao foi encontrado mRNA em outros
6rgaos analisados como atrios, ventriculos, rins, adrenal, cérebro, pulmao e
aorta. Os testiculos destes animais funcionam como uma bomba produtora de
Ang-(1-7), promovendo um aumento de sua concentracdo local e sistémica
(SANTOS e cols., 2004).

Furin
Cleavage
site
— Fc portion of Prosegment of
hRenin signal  mouse IgG  human prorenin | ANG-(1-7)

peptide\ \ \ /
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Figura 4 — Representagdo esquematica da proteina de fusdo codificada pelo transgene
utilizado para a geragao dos ratos [TGR(A1-7)3292]. (SANTOS e cols., 2004).

3.2. Procedimentos cirdrgicos

3.2.1. Uninefrectomia (UNX)

Para a realizagdo dos procedimentos cirdrgicos, os ratos foram
anestesiados com tribromoetanol (0,25g/Kg), posicionados em decubito lateral
direito e posteriormente submetidos a tricotomia da regido paralombar
esquerda. Em seguida foi realizada uma laparotomia mediana (~ 2,0 cm) e os
musculos obliquos e transversais foram divulsionadas para exposi¢do do rim
esquerdo, sendo este identificado e isolado. A capsula renal e adrenal foram
preservadas na regidao abdominal. A artéria e veia renais foram amarradas com
um fio de sutura, seguido da retirada do rim esquerdo. O local de incisao foi
suturado e os ratos foram removidos para o biotério. Os animais controle (UNX)
foram submetidos apenas a UNX esquerda.

3.2.2. Modelo de Hipertensao Arterial DOCA-Sal

O modelo de hipertensdo DOCA-Sal consiste na administracao crénica
de Acetato de Deoxicorticosterona (DOCA) associada a ingestdo de solucao de
NaCl 0,9% e KCI 0,2% em ratos submetidos a uninefrectomia (HAACK e cols.,
1977).

O DOCA é preparado a partir da substancia pura de Acetato de
Deoxicorticosterona (Sigma®, 200 mg/kg) homogeneizado manualmente ao
composto de silicone (Dow corning®, 500 mg/kg), com auxilio do catalisador 4
catalyst (Dow corning®, 1 gota). Imediatamente apds a realizacdo da
uninefrectomia, metade dos animais da linhagem L3292 e SD receberam um

implante subcutaneo de silicone no dorso, préximo ao espaco interescapular.
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O DOCA mimetiza a acdo renal enddégena dos mineralocorticéides
aumentando a retencao de sodio e, consequientemente, de agua nos tubulos
renais. A associacao da ingestdo de sédio aumenta a osmolaridade plasmatica
que, por sua vez, promove alteracdbes hemodindmicas e neuro-humorais que

colaboram para elevar a pressao arterial.

Os animais DOCA-Sal receberam uma solugao contendo 0,9% de NaCl
e 0,2% de KCI e foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo

experimental. (6 semanas).

3.3. Medida da Pressao Arterial

A pressao arterial sistélica (PAS) foi determinada indiretamente a partir
da técnica de Plestimografia de cauda. No dia anterior a cirurgia foi
determinada a PAS basal dos animais SD e TGR. Durante 45 dias de
tratamento, a PAS foi medida em todos os animais com intervalos de 9 dias, ou
seja, no 0, 9, 18, 27, 36 e 45 dias de tratamento.

Para a medida da PAS, os animais eram aquecidos por um periodo de
2-3 minutos em uma caixa equipada com lampada incandescente (200 W).
Apds este procedimento a cauda do animal era conectada a um sensor
pneumatico e um esfigmomandmetro para realizacdo da medida da PAS. Os
dados eram registrados e analisados a partir de um sistema de transducao
Windaq- Aquisition e Analiysis System. Foram aferidas entre oito e dez

medidas da pressao arterial por animal, em cada sesséo.

3.4 Ecocardiografia

Ao final do periodo experimental de seis semanas, todos os animais
foram submetidos a exame ecocardiogréafico transtoracico sob anestesia com

isoflurano. Para andlise da morfologia e da funcao cardiaca in vivo foi utilizada
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uma forma nao invasiva, de alta freqiiéncia, o sistema de ecocardiografia de
alta resolucao, que consiste de uma maquina de ultra-som Vevo 2100 equipado
com 16-40 MHz (Visual Sonics, Toronto, Canada). Apds inducdo anestésica
com isoflurano 3,5%, os ratos foram colocados em posicdo supina em uma
mesa, onde foram submetidos a tricotomia do térax e abdémen. A mesa esta
equipada com eletrodos para monitorizacdo com eletrocardiograma e sistema
de aquecimento para manutencdo da temperatura corporal em 37 °C. A
anestesia foi mantida através de cone do focinho com isoflurano entre 2 e 2,5%
de concentracdo. Imagens de alta resolucdo foram obtidas em posicéao
paraesternal direita e esquerda e foram obtidas imagens do eixo longo, eixo
curto e apical. As imagens registradas e os célculos foram realizados de acordo
com as recomendagdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia. As
seguintes medidas foram realizadas em Modo-M: as dimensdes internas do
VE, em diastole e sistole (LVIDd e LVIDs, respectivamente), espessura da
parede posterior do VE (PPVE) e septo interventricular (SIV) na diastole e
sistole. (A partir dessas medidas foram calculados os volumes diastélico final e
sistolico final (VDF e VSF), fracao de encurtamento (FS), fracdo de ejecao (FE)
do VE, o volume de ejecdo (SV) e o débito cardiaco (CO). O tempo de
relaxamento isovolumétrico e o tempo de ejecdo adrtica foram adquiridos a
partir do espectro Doppler do fluxo adrtico. Para medida da espessura relativa
da parede (ERP) do ventriculo esquerdo, foi utilizada a formula (ERP = duas
vezes a espessura da parede posterior (EP) / diametro diastélico). A espessura
da parede foi considerada aumentada quando maior que 0,42 (U.A)(LANG, RM
e cols., 2005) Além disso, foram avaliados utilizando software Vevostrain, a
partir da imagem longitudinal, parasternal esquerda, velocidade, deslocamento,
e taxa de deformagdo em regides especificas do miocardio de acordo com
Maja e colaboradores (2010). Para este estudo somente foi avaliado a taxa de

deformacao radial do ventriculo esquerdo.

3.5. Isolamento dos Cardiomidcitos Ventriculares Esquerdos

Para a obtencédo dos cardiomiécitos utilizou-se o procedimento padréao
de dissociagdo enzimatica descrito por MITRA E MORAD (1985). Para o
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isolamento dos cardiomidcitos, foi utilizada apenas a camara ventricular
esquerda. Apés a dissociacdo dos cardiomiocitos ventriculares, as células
foram colocadas em meio de cultura DMEM (Sigma) até a realizagcdo dos

experimentos.

3.6. Medida do Transiente de Ca**

Para realizacdo da medida do transiente de Ca?*, os cardiomiécitos foram
incubados com uma sonda fluorescente sensivel ao Ca?* (fltior 4/AM- 5umol/L)
(Invitrogen) durante 30 minutos e em seguida as células foram lavadas com
Tyrode contendo (NaCl 140 nM, KCI 5mM, Glicose 10mM, MgCl, 0,5mM,
NaH,PO4, HEPES 10mM, CaCl, 1,8mM). A medida da concentracdo de Ca**
intracelular foi obtida em células estimuladas eletricamente na freqiiéncia de 1
Hertz, com um pulso quadrado de duragdo de 5ms e 30v. Apés a aplicacao de
8 pulsos elétricos foi feita uma varredura repetitiva ao longo de uma linha no
eixo longitudinal das células (GUATIMOSIM e cols., 2002) utilizando-se o
microscopio confocal Zeiss 510 Meta do CEMEL no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG. A liberagao global de Ca?* foi analisada pelo software IDL
6,0 (Research System, Inc., Boulder, CO). Os niveis intracelulares de Ca**
foram apresentados como F/FO, fluorescéncia maxima pela fluorescéncia
basal. A figura 5 apresenta um transiente de Ca®" tipico obtido através da
microscopia confocal em cardiomiécitos de animais controle. Para a analise

dos dados do transiente de Ca®* foram utilizados os programas Prism e Excel.
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Figura 5. Transiente de célcio em cardiomiécitos (F/F0). F representa a fluorescéncia
maxima emitida no momento da contragcdo do midcito ventricular. FO representa a
fluorescéncia basal emitida no momento de repouso da célula. T90 é o tempo necessario
para que 90 % do Ca®" liberado sejam retirados do citosol.
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3.7. Western Blot

Os cardiomiécitos ventriculares esquerdos apdés serem dissociados,
foram homogeneizados em tampédo de lise (100mM NaCl, 50mM Tris-base,
5mM EDTA-2Na, 50mM NasP,O;x10H,O, 1mM MgCl.. pH=8,0) com
detergentes (Nonidet P40 1%; Triton x-100 0.3% e Sodium deoxycholate 0,5%),
contendo inibidores de protease (PMSF 200mM, benzamidina 15,7mg/mL e
pepstatinal0uM) e inibidores de fosfatase (20mM NaF e 1mM NazVOy). Ao fim
deste processo, o conteudo foi centrifugado por 12 min, a 4°C e a 8.000 rpm.
As proteinas foram quantificadas utiizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Entre 30ug e 50ug de proteina foram diluidas em tampao
de amostra (5X- 2M Tris pH=6.8, 20% Glicerol, 30% SDS, 25% -
mercaptoetanol, 0,1% Azul de Bromofenol) para separacdao em gel de SDS-
PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate-poliacrilamida) em concentracdo de 10-
15%, dependendo da massa molecular da proteina estudada, e 4% o gel de
concentracao. Para controle do peso molecular das proteinas, foi utilizado um
padrao de peso molecular (BIO-RAD).

Apés serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose ou PVDF. A qualidade da transferéncia foi
monitorada através da coloracdo da membrana com solucdo de Ponceau
(0,2%). As membranas foram lavadas com PBS- Tween ou TBS-Tween e
colocada por 1 hora em solucao de bloqueio (PBS-Tween ou TBS-Tween com
5% de leite desnatado) a fim de bloquear ligacbes nao especificas. Apds o
bloqueio, as membranas foram incubadas overnight na camara fria, com

temperatura 4°C, com o anticorpo primario especifico.

Os seguintes anticorpos primarios serdo utilizados: anti-gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) (1:5000, Santa Cruz), anti-SERCA2a (1:1000)
(Affinity Bio Reagents- ABR), anti-PKC (1:1000, Millipore), anti-PP1 (1:1000,
Santa Cruz), anti-Mas (1:1000, Alomone). Em seguida, as membranas foram
lavadas com PBS ou TBS contendo 0,2% de Tween 20 (5 minutos por 5 vezes)
e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP) (Goat
anti-mouse 1gG-HRP 1:5000 ou Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:5000, (Sigma). As
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membranas foram novamente lavadas em PBS-T (5 minutos por 5 vezes). As
bandas protéicas foram detectadas por reacdo de quimioluminescéncia (ECL
plus — AmerCT Biotecnology) e a intensidade das mesmas foi avaliada por
analise densitométrica através do software ImageQuant™. Nos experimentos
0os niveis de proteina foram normalizados pelos niveis de expressao da
GAPDH.

3.8. PCR em tempo real

O RNA total de cardiomiécitos ventriculares esquerdos adultos foi
extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) e o método desenvolvido por
CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987). No homogeneizado formado foi adicionado
200 pl de cloroférmio, esse complexo foi incubado por 5 minutos a 37°C e
centrifugados por 15 minutos a 4°C e 13.500 rpm. Apds a centrifugacao sao
formadas 3 camadas. A fase superior contendo o RNA foi coletada e o RNA foi
precipitado com adigao de 500 ul de alcool isopropilico por 15 min a 37°C e
uma nova centrifugagéo foi realizada e o pellet de RNA foi entdo lavado com
etanol 70% para posteriormente ser ressuspendido em agua tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato). O RNA foi quantificado por espectrofotometria nos
comprimentos de ondas de 260 e 280 nm e armazenado a -80°C. A
concentragdo do RNA foi estimada por absorbancia ética pela formula: [RNA]
Mo/pl = (A260fx75/1000), onde f é o fator de diluicado e 75 é o fator de
conversao. Contaminantes de DNA foram removidos com adigdo de DNase |
(Ambion Inc., Austin, TX) e a integridade do RNA total foi verificada através de

um gel 1% de agarose corado com SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen).

Dois ug de RNA total foram utilizados como moldes para a sintese de
cDNA na presencga de 50 ng de iniciadores randémicos (random primers), 200
U de M-MLV RT (Revert AID TM H Minus Moloney murine leukemia virus-
reverse transcriptase, Fermentas Inc., Hanover, MD, USA), 200 pl Rnase Out
(Fermentas Inc., Hanover, MD, USA), 0,5 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCI2, 1
X de tampéo da M-MLV RT em um volume final de 20 pl. O ciclo usado na
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reacao foi de: 10 min a 20°C, 45 min a 42°C, 5 min a 95°C e 10 min a 4°C. Foi
usado o termociclador PTC-100TM, MJ Research, INC.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o High Capacity cDNA
Transcription Kit (Applied Biosystems, CA, USA), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Depois da transcricdo reversa, o cDNA foi
submetido ao Rotor-Gene 6000 Real-Time Rotary Analyzer (Corbett Robotics
Inc., San Francisco, USA) usando Power SYBR Green Master Mix (Biosystems,
CA, USA). Para a reacao foi usado um volume final de 20ul, contendo 0,5 uM
de iniciador (primer), 10ul of Power SYBR Green Master Mix 2X e 1ul de cDNA.
As reacOes passaram por 45 ciclos depois da desnaturagao inicial (95°C por 2
minutos) com o0s seguintes parametros: 95°C (desnaturacédo), 15s; 60°C
(anelamento e extensao), 60s (RESENDE e cols., 2007; RESENDE e cols.,
2008). Para cada experimento, a reacao sem cDNA foi usada como controle
negativo. Além disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi calculada em
amostras de RT negativo. As andlises da curva de dissociacdo dos produtos da
PCR foram obtidas aquecendo as amostras de 60°C a 95°C a 0,1°C/s, a fim de
avaliar a especificidade dos iniciadores. A quantificacao relativa da expressao
génica foi feita usando o método 2-22° como descrito abaixo, os dados foram
normalizados pela expressao génica de B actina. Foram obtidos produtos de
PCR com menos de 100 pares de bases de comprimento. Os primers foram
sintetizados pela DNA Technologies, Coralville, IA. Para a realizacdo de PCRs
em cardiomiécitos foram utilizados os primers para os genes de interesse

listados na tabela 1.

A quantificagdo da amplificacao génica foi realizada pela determinacao
do limiar de ciclos (cycle threshold, CT) baseado na fluorescéncia detectada
dentro da regido geométrica da curva semi-log do perfil de amplificagdo. Um
perfil de amplificacdo para cada amostra foi gerado demonstrando o aumento
na fluorescéncia do corante indicador (reporter dye fluorescence, Rn) para
cada ciclo da PCR. De cada perfil de amplificacdo um valor de limiar do ciclo foi
calculado, representando o numero do ciclo da PCR em que a fluorescéncia foi
detectada acima de um limiar arbitrario, com base na variabilidade das linhas
de base dos quinze primeiros ciclos. A quantificacdo relativa da expressao do
gene alvo foi avaliada usando o método comparativo do CT como descrito
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previamente (MEDHURST e cols., 2000). O valor de ACT foi determinado pela
subtracdo do CT de cada amostra do valor do CT da A-actina, respectiva para
cada amostra usada como controle interno. O calculo do ACT envolve o uso da
média do ACT do grupo controle como uma constante arbitraria para subtrair
de todos os outros valores médios de ACT. As mudancas na expressao génica
do gene de interesse sdo equivalentes a 2-ACT. Os valores foram analisados
pela ANOVA seguida pela comparacao pareada do teste de Tukey (Tukey’s
HSD test), com nivel de significancia de 5%.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados na realizacdo de PCRs em midcitos

ventriculares. Foward 5’-3’ Reversa 3’-5’

PRIMERS | Foward 5°3° Reverse 3°5°

ANP GGATTTCAAGAACCTGCTAGA | CTTCATCGGTCTGCTCGCTCA

B-MHC CTCCAACATGGAGCAGATCA | GCTCCGGTGCTCATTCAT

MMR GGC AGG CGT CGT CTG AGA | GCT TGA GTG GGT CAGCGT TT

Beta — CTATCGGCAATGAGCGGTTCC | TGTGTTGGCATAGAGGTCTTTACG

Actina

ECA ACGGAAGCATCACCAAGGAG | TGGCACATTCGCAGGAACG

ATA1 CCTCTACGCCAGTGTGTTCC | GCCAAGCCAGCCATCAGC

Mas ACT GTC GGG CGG TCA TCA | GGT GGA GAA AAG CAA GGA GA
TC

ECA2 CAG GAA GCT GAA GAC CTG | GAC TGT TCT TCA TAA AAG GCA
TC

MMR= receptor de mineralocorticéide

3.9. Analise estatistica
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Para a analise estatistica dos resultados da pressao arterial sistélica foi
utilizado o teste Two — way ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni. Para
as analises dos demais resultados foram utilizados o teste t Student ou Two —
Way ANOVA seguido de Newman-Keuls, quando apropriado com significancia

estabelecida para valores de p<0.05.
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir através dos resultados obtidos no presente estudo
que a superexpressao da Ang-(1-7) nos animais transgénicos submetidos ao
modelo DOCA-Sal exerce além de efeitos presséricos, também um efeito local

no coracao prevenindo diferentes etapas do remodelamento patolégico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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