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Resumo

RESUMO

A angiotensina Il (Ang 1), um dos mais relevantes peptideos
angiotensinérgicos, tem um importante papel na fisiologia e na fisiopatologia
dos tecidos renal e cardiaco. Existem diversas enzimas capazes de gerar Ang
II. Uma delas é a tonina, capaz de formar a Ang Il a partir da angiotensina |
(Ang ) ou diretamente do AGT. Nosso objetivo foi caracterizar o RAS no rim e
no coragdo do camundongo transgénico que expressa tonina de rato
(TGM(rTon)). Foram utilizados camundongos machos C57bl/6 (grupo controle,
CT) e camundongos transgénicos [TGM(rTon)]. Vinte e quatro horas apés o
implante de canulas, animais acordados, com 12 semanas de idade, foram
submetidos a procedimentos de avaliagdo hemodinamica. Os dados mostraram
gue nao existem diferencas estatisticas entre os grupos quanto aos parametros
hemodinamicos. Apdés determinacdo da pressao arterial, os camundongos
foram sacrificados por decapitacao e os érgaos (rim e coracao) foram retirados.
O coracao foi dividido em atrios (AT) [direito + esquerdo], ventriculo direito (VD)
e ventriculo esquerdo (VE). Usando o tetradecapeptideo sintético como
substrato, a atividade tonina foi avaliada nos rins e nas estruturas cardiacas. A
atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi determinada usando
os substratos ZPhe-His-Leu (especifico para o dominio N da ECA) e Hip-His-
Leu (especifico para o dominio C). Tanto a atividade da tonina, quanto da ECA
nos rins e no AT foram significantemente maiores no grupo TGM(rTon) quando
comparado ao dos camundongos CT. Ja entre as estruturas cardiacas o AT
mostrou atividade significantemente maior em ambos 0s grupos, quando
comparados aos ventriculos. A expresséo da isoforma de 65 kDa da ECA foi
significantemente maior no grupo TGM(rTon) nos rins e no AT. Apenas no rim
foi analisada a expressdao de ECA e ndo foi observada diferenca estatistica
entre os grupos. As concentragdes da angiotensina 1-7 [Ang-(1-7)] e da Ang |
foram significantemente diminuidas no grupo TGM(rTon) quando comparadas
ao CT. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica nos niveis da Ang Il
entre os grupos. Sugerimos que o0 ambiente com abundancia em tonina pode
aumentar a atividade N-dominio da ECA por meio de uma secretase,
explicando os baixos niveis da Ang-(1-7) encontrados no grupo transgénico.
Pela primeira vez foi mostrado um importante papel fisiol6gico da tonina como
modulador do SRA renal e cardiaco.

Palavras-chave: angiotensina, SRA cardiaco, SRA renal, animais
transgénicos, tonina.




Abstract

ABSTRACT

Angiotensin Il (Ang Il), one of the most relevant angiotensinergic
peptides, has an important role in the renal and cardiac physiology. There are
many enzymes that generate Ang Il. One of them is tonin, that is able to liberate
All from angiotensin | (Ang I) or directly from angiotensinogen (AGT). Our goal
was to characterize the RAS in the kidney and heart of transgenic mouse that
express rat tonin [TGM(rTon)]. Twenty-four hours after implantation of cannulas,
12 weeks old awake animals were subjected to hemodynamic evaluation. Data
showed no statistical differences for the hemodynamic parameters analyzed
between transgenic and the wild-type (control, CT). After that mice were
sacrificed by decapitation and their organs (kidney and heart) removed. Heart
was separated into atria [right plus left (AT)], right ventricle (RV), and left
ventricle (LV)]. Using the synthetic tetradecapeptide renin substrate, tonin
activity was evaluated in the kidney and cardiac structures. The angiotensin
converting enzyme (ACE) activity was determined using the substrates Z-Phe-
His-Leu (specific for N-domain ACE active site) and Hip-His-Leu (specific for C-
domain active site). Both the activity of tonin and the ACE, in the kidneys and
AT were significantly higher in TGM(rTon) when compared with CT mice.
Among the cardiac structures AT showed significantly greater activity in both
groups when compared to the ventricles.The expression of the 65 kDa ACE
isoform was significantly higher in TGM(rTon) in the kidney and AT when
compared with CT. ACE2 expression was determined only in the kidney and
there was not statistic differences between groups. The levels of angiotensin 1-
7 [Ang-(1-7)] and Ang | was significantly decreased in TGM(rTon) when
compared with CT. However, the levels of Ang Il were not statistically different
between groups. We suggest that the environment of tonin abundance may
increase N-domain ACE activity by a secretase activity, which could explain the
low levels of Ang-(1-7) in the transgenic animal. Our data show, for the first
time, the physiologic role of tonin as an important modulator of renal and
cardiac RAS.

Keywords: angiotensin, SRA cardiac, SRA renal, transgenic animals, tonin.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

1. Sistema renina angiotensina circulatério

O sistema renina angiotensina (SRA) é formado por uma complexa
cascata enzimatica que tem como funcdo principal o controle da pressao
arterial sistémica. Este exerce papel fundamental no equilibrio eletrolitico, no
controle do volume extracelular e no ténus vascular. Inicialmente, a renina
liberada pelas células justaglomerulares da arteriola aferente dos glomérulos,
hidrolisa a ligagdo entre os residuos amino-terminais Leu'® e Val'' do
angiotensinogénio (AGT), levando a formacao do decapeptideo angiotensina |
(Ang 1). Posteriormente, a Ang | é hidrolisada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) entre a ligacdo Phe®-His® levando & formacdo da
angiotensina Il (Ang Il) e liberacdo do dipeptideo His-Leu (SKEGGS et al.,
1954; SKEGGS et al., 1956).

O AGT é uma glicoproteina sintetizada primariamente no figado, mas
outros tecidos também sao capazes de sintetiza-lo, incluindo o cérebro, tecido
adiposo, glandulas adrenais, gbnadas e pancreas (VELEZ, 2008). RNAm do
AGT foi encontrado em pulmao, rim, mesentério, atrio, estbmago, intestino e
baco (CAMPBELL, 1986).

A liberacao da renina pelas células justaglomerulares é regulada por trés
mecanismos principais: a) acdo dos barorreceptores, localizados na arteriola
aferente, que detectam alteracdes na quantidade de s6dio na macula densa; b)
influéncia do sistema nervoso simpatico na arteriola do aparelho
justaglomerular e c¢) atuacdo da Ang Il por meio de feedback negativo
(HARRISON-BERNARD, 2009). Recentemente, dois receptores da renina
foram identificados e clonados. Estudos tém mostrado que estes receptores
sao expressos principalmente no coracao, cérebro e placenta e em niveis de
expressao menores nos rins e figado (FYHRQUIST & SAIJONMAA, 2008).

Ha duas isoformas classicas da ECA: somatica e testicular. A forma
somatica ou endotelial (130-190 kDa) possui dois sitios cataliticos, N e C-
terminais, sendo encontrada no endotélio vascular dos tecidos epiteliais e
neuronais, intestino, rins, placenta, coracao, figado, pulmao e pancreas. A ECA
somatica é ancorada a membrana celular por um peptideo hidrofébico de 17
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aminoacidos localizado na por¢do C-terminal da mesma, 0 que separa uma
regidao intracelular C-terminal (30 aminoacidos) de um segmento N-terminal
extracelular, o qual possui 1230 aminoéacidos. A ECA testicular ou germinal (90-
110 kDa) é idéntica a porcao C-terminal da ECA endotelial e encontra-se
restritamente nos testiculos, nos quais é expressa durante a espermatogénese
(WEI et al, 1991). Também foi descrita a ECA soluvel que é resultante
provavelmente de um mecanismo de solubilizacdo da enzima ligada a
membrana in vivo sendo encontrada no plasma, na urina, nos fluidos ileal e
seminal e amniético (ERDOS, 1990; HOOPER, 1991; CASARINI et al., 1992;
DEDDISH et al.,, 1994; CASARINI et al., 1995; CASARINI et al., 2001). Em
especial na urina de pacientes hipertensos, foram descritas duas isoformas
com massas moleculares 90 e 65 kDa, sugerindo que a de 90 kDa, encontrada
apenas nos pacientes hipertensos, poderia ter relevante papel fisiolégico na
hipertensado, atuando como importante biomarcador no diagndstico precoce da
doenca (CASARINI et al.; 1995, CASARINI et al., 2001). Tanto o dominio N-
quanto o C- da ECA sao capazes de hidrolisar outros substratos tais como a
substancia P, horménio LH-RH, AcSDKP e a Ang(1-7), sendo que estes dois
ultimos peptideos sao especificos para o dominio N (DEDDISH et al., 1998;
CASARINI et al.; 2001; RONCHI et al., 2007).

A Ang Il € um potente peptideo vasoconstritor responsavel por modular
as funcdes renais e cardiovasculares, principalmente, por meio da ligacao em
dois receptores seletivos e com agdes antagbnicas, o AT e o AT, (CAZAUBON
et al., 1993; CAREY, 2004; ELASED et al., 2006). Quando a Ang Il se liga ao
receptor AT, promove liberacdo de aldosterona e estimulacdo de receptores
adrenérgicos resultando em respostas cronotrépicas positivas no coragao
(DANILCZYK & PENNINGER, 2006). Este receptor ligado a este peptideo
também induz a constricdo das células do mdusculo liso, aumenta a
contractilidade do miocardio, estimula a liberacao de catecolaminas da medula
adrenal e aumenta a atividade do sistema nervoso central, estimulando a sede
e o apetite ao sal (KOBORI et al., 2007).

Por outro lado, a Ang Il quando ligada ao receptor AT, apresenta efeito
benéfico, potencializando a vasodilatacdo e os efeitos antiproliferativos,
contrapondo-se aos efeitos do receptor AT; (PROBSTFIEL & BRIEN, 2010).

Este receptor é altamente expresso durante o desenvolvimento fetal em
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humanos e roedores. Entretanto, com poucos dias apés o nascimento a
expressao deste receptor comega a diminuir rapidamente. Na idade adulta a
expressao ocorre na medula adrenal, Utero, ovario, endotélio vascular e em
algumas areas do cérebro (HADDAD et al., 1997; CAREY, 2004).

Ha ainda outros receptores que mediam as agdes do SRA. O receptor
AT3 que apresenta funcdes ainda desconhecidas e o receptor AT4 que modula
a liberacdo do inibidor do ativador do plasminogénio, principal mediador
fisiolégico da fibrinogénese (PROBSTFIEL & BRIEN, 2010). No cérebro a
localizagdo do receptor AT, esta diretamente ligada aos receptores
colinérgicos, sendo encontrado particularmente nas areas ligadas ao processo
de aprendizagem e memoéria (FLOOD & CHERKIN, 1986; DICKSON &
VANDERWOLF, 1990; PATEL & TARIOT, 1991).

Em 2000, uma enzima homoéloga a ECA, a enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2), foi clonada por dois grupos de pesquisadores, Donogue
et al. e Tipnins et al., conferindo uma nova visdao ao SRA (TIKELLIS et al.,
2003). A ECA2, uma carboxipeptidase de 120 kDa, cliva um Unico residuo da
porcao C-terminal da Ang | convertendo-a em Ang-(1-9), que posteriormente é
hidrolisada pela ECA em Ang-(1-7). Entretanto, o papel fundamental da ECA2 é
a producéo da Ang-(1-7) a partir da Ang Il. A ECA2 também pode hidrolisar
metabolitos das cininas, a des-Arg'%-calidina e a des-Arg®-bradicinina, os quais
sdo gerados pela acdo da arginina carboxipeptidase sobre a bradicinina (BK) e
a lys-bradicinina (calidina), respectivamente (OUDIT et al., 2003).

In vivo, a ECA2 é predominantemente expressa no coracao, rins e
testiculos, sendo também encontrada em baixas concentragées no célon do
utero e nos pulmdes (LAMBERT et al., 2008). A ECA2 pode atuar no sistema
cardiovascular e renal pela via do SRA ou modulando peptideos regulatérios
(OUDIT et al., 2003). A ECA2 mostra ser um inibidor funcional na producao de
Ang Il pela ECA, pois estimula a degradacao da Ang | e facilita a producéo de
Ang-(1-7) (CAREY, 2004).

A Ang-(1-7) foi descrita pela primeira vez como um peptideo ativo em
1988, sendo formada a partir da hidrélise da Ang | por acdo da endopeptidase
neutra (NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP) ou a partir, da Ang Il pela PEP ou
ECA2 (CAREY & SIRAGY, 2003). Esse peptideo antagoniza as acdes da Ang
Il promovendo o aumento de prostaglandinas vasodilatadoras no endotélio
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vascular e células do musculo liso ou pela liberagdo de 6xido nitrico (NO)
promovendo vasodilatagédo, e assim, atenuando a vasoconstricdo induzida pela
Ang Il (CAREY & SIRAGY, 2003). ROKS et al. (1999) mostraram pela primeira
vez que a Ang-(1-7) pode modular o SRA ndo somente pelo antagonismo a
acao da Ang Il, mas também através da inibicdo da ECA, ligando-se a um dos
sitios da ECA somética. Portanto, estudos mostram a importdncia de se
conhecer os componentes e os mecanismos de acdo do SRA. Estes novos
conhecimentos serdo de grande valia para o desenvolvimento de novos
farmacos que atuem, principalmente, nos sistemas cardiovascular e renal. Os
anti-hipertensivos como os inibidores da ECA e antagonistas dos receptores
apontam novas direcées para a medicina terapéutica, aumentando a sobrevida
de pacientes e melhorando a saude publica (ROSENTHAL et al., 1990; SAYE
et al., 1993; BALTATU et al., 2000; TRIPATHI, et al., 2006). A figura 1 mostra
uma visdo atual do SRA ilustrando as principais vias para a formacao da Ang Il
e Ang-(1-7).
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Figura 1. Visdo atual do SRA ilustrando as principais vias para a formagao da Ang Il e Ang-(1-
7). ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2;
NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil-endopeptidase; ATy, receptor do tipo 1 da Ang II; AT,
receptor do tipo 2 da Ang Il; APN, aminopeptidase N; APA, aminopeptidase A; Mas, receptor de
angiotensina-(1-7). Esquema adaptado de Velez (2008).

2. Sistema renina angiotensina local

Com o avanco das técnicas de biologia molecular e celular, tem-se
melhorado o entendimento do papel do SRA em condigdes fisioldgicas e
patologicas. O conceito tradicional do SRA como um sistema exclusivamente
circulante foi alterado pela deteccado e quantificacdo do RNAm para renina e
AGT em varios tecidos além do rim e do figado (IRIGOYEN et al., 2001). Estes
achados aumentaram as evidéncias da existéncia de um sistema mais
complexo do que se imaginava e dindmico no cérebro, glandulas adrenais,
testiculos, parede arterial e principalmente no coracdo (VARAGIC et al., 2008).

A identificacao de novos peptideos, novas interacdes receptor-receptor,
novas enzimas com novas funcées e um sistema local capaz de gerar
peptideos ativos, tem conferido a este sistema um novo conceito. O SRA nédo é

apenas um sistema com agdes endocrinas, mas exerce um papel controlador
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intacrino, autdcrino e paracrino (IRIGOYEN et al, 2001; CAREY & SIRAGY,
2003).

O SRA local tem multiplas funcdes, por exemplo, a regulacdo do
crescimento, diferenciacao, proliferacdo e apoptose celular, além de gerar
espécies reativas de oxigénio (LEUNG, 2004). Alguns érgaos como a glandula
adrenal e cérebro operam suas acdes independentemente do SRA circulatério.
J& no coracdo e no rim a agao ocorre com a interacao de ambos os sistemas
circulatério e local (KEIDAR et al., 2007). O SRA local pode assumir um papel
fundamental no controle da homeostasia corporal sem mudancas no SRA
circulatério (CAMPBELL, 1986).

O SRA tecidual ainda esta em estagios iniciais de estudo se o
compararmos com o circulante. Um modelo de estudo para melhor entender a
interacdo de ambos os sistemas seria de grande valia para o desenvolvimento

de novas terapias para diversas patologias (CAMPBELL, 1986).

2.1. Sistema renina angiotensina cardiaco e vascular

Evidéncias demonstram a presenca dos componentes do SRA no
coracao, comprovado, a partir da sintese local de renina e AGT, o que sugere a
presenca de um SRA cardiaco. Dessa forma, os efeitos locais da Ang Il seriam
decorrentes ndo s6 do grau de ativacdo do SRA enddécrino, mas também do
sistema tecidual (URATA et al., 1993). Dados recentes sugerem fortemente
que o SRA local, e ndo o circulante, participa criticamente na hipertrofia
cardiaca induzida pela pressao alta (KOMURO, 2001).

A fim de responder questdes sobre o papel do SRA no desenvolvimento
de patologias tem-se utilizado modelos transgénicos de animais, entre eles,
camundongos e ratos sdo os mais utilizados. Em estudos realizados por
BADER & GANTEN (2008) foi mostrado que animais que superexpressam
ECA, AGT nao apresentaram hipertrofia € nem se tornaram hipertensos,
apesar dos niveis de Ang |l estarem aumentados. No entanto, estes animais
apresentaram fibrose cardiaca, evidenciando que a Ang Il pode promover
danos ao tecido cardiaco sem exercer seus efeitos classicos de elevacao na
pressao arterial sistémica.

Ha quatro tipos diferentes de células capazes de expressar a ECA no
coracao: endoteliais, macréfagos, miofibroblastos e epiteliais. Ha concordancia
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na literatura de que o endotélio vascular é o principal responsavel pela
atividade da ECA no coracdo normal. Entretanto, experimentos de
radioimunoensaio demonstram também uma forte marcacdo da enzima em
tecidos fibrosos, como os folhetos valvulares e o pericardio, indicando que o
tecido fibroso cardiaco, mesmo no coragcao normal, seria fonte importante de
geracao de Ang Il (MILL et al., 1997).

Em coracdo de humano, a maior concentracdo da ECA foi encontrada
no atrio direito quando comparado com as outras camaras cardiacas. Esses
dados também foram observados em coracdo do rato normal e se alteram no
orgao infartado, uma vez que a cicatriz passa a ser a regiao com maior poder
gerador de Ang Il (MILL et al., 1997).

No tecido cardiaco, a Ang Il apresenta efeitos opostos a Ang-(1-7).
Estimula o crescimento de células musculares lisas em cultura de células,
aumenta a proliferacdo do fibroblasto e promove a hipertrofia dos midécitos. A
Ang Il também possui efeito inotrépico positivo por aumentar o influxo de calcio
durante a excitagcdo cardiaca, atuando diretamente em receptores AT nos
cardiomiocitos (MILL et al., 1997; AVERILL et al., 2003).

No infarto do miocardio, ha uma superexpressao do receptor AT»
resultando na preservacao do ventriculo esquerdo, indicando um papel
benéfico no controle de volume. Na pré-isquemia, age como um fator de
protecdo contra os prejuizos isquémicos. Este receptor é encontrado nas
células do musculo liso e artéria corondria. Promove vasodilatagéo, liberagéo
de NO e inibicdo do crescimento e proliferagdo celular (CAREY & SIRAGI,
2003; VELEZ, 2008).

Outra enzima de grande importancia na atuacdao do SRA é a ECAZ2,
localizada inicialmente nas células endoteliais cardiacas e, mais recentemente
nos midcitos cardiacos (GALLAGHER et al., 2008). A importancia da ECA2 na
regulacao da fungcao cardiaca foi evidenciada em estudo com camundongos
nocaute para o gene da ECA2, o qual mostrou dilatacdo no ventriculo esquerdo
e aumento acentuado da expressao da ECA2 na zona do infarto, embora nao
apresentasse alteracao na pressao arterial (ZISMAN, 2005). O papel da ECA2
na funcéo cardiaca esta sendo investigado pela manipulacdo genética ou via
interferéncia farmacoldgica (KEIDAR et al., 2007).
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Por outro lado, estudos mostram que a Ang-(1-7) previne o surgimento
de fibrose cardiaca sem alteracdo dos niveis pressoricos sistémicos de ratos
hipertensos. Sendo assim, o coracdo tem sido considerado um dos principais
alvos de estudo das agdes da Ang-(1-7). Animais transgénicos que
superexpressam Ang-(1-7) apresentaram niveis plasmaticos deste peptideo
aumentados em 2,5 vezes, 0 que seria responsavel pela melhora significativa
de todos os parametros da funcdo cardiaca apds a isquemia aguda do
miocardio. Os poucos estudos da literatura sugerem que este peptideo tem
funcdo cardioprotetora (AVERILL et al, 2003; GALLAGHER et al., 2008).
Estudos indicam uma resposta compensatéria na faléncia cardiaca para manter
0s niveis da Ang-(1-7) elevados nos midcitos, prevenindo acumulo excessivo
de colageno em diferentes modelos de hipertensao experimental (VARAGIC et
al., 2008). Além destas acdes, a Ang-(1-7) ao ligar-se ao receptor Mas
acoplado a proteina G, tem efeitos anti-hipertréfico e anti-fibrético no coragao.
Estudos recentes nos quais foi utilizado modelo de camundongo nocaute para
o receptor Mas mostraram baixa reatividade da Ang-(1-7) em fatias do
ventriculo esquerdo destes animais (FERRARIO et al., 2005; DANILCZYK &
PENNINGER, 2006).

Mais recentemente, uma serino-proteinase, também capaz de converter
Ang | em Ang Il, denominada quimase, tem recebido atencao pela sua grande
importadncia como via alternativa de geracdo de Ang Il. Acredita-se que a
quimase seja responsavel por mais de 80% da geracdo da Ang Il tecidual
cardiaca e mais de 60% nas artérias (FLEMING, 2006). Tem sido demonstrado
que a via da quimase € a mais importante do coragao, para a geragao da Ang
II, ndo sendo encontrada no plasma (RESENDE & MILL, 2008; VELEZ, 2008).
A sua atividade e expressdo sdo reguladas por mecanismos ativados
principalmente sob condicdes fisiopatoldgicas ou na presenca de inibidores da
ECA (CRISTOVAM et al., 2008). Estudos mostraram que bloqueadores
cronicos de quimase podem exercer acao cardioprotetora favoravel na
diminuicdo da fibrose cardiaca. Outro dado interessante é que sua atividade
tecidual aumenta no infarto do miocardio (KANEMITSU et al, 2008). Os
processos inflamatorios também estimulam a liberacdo de quimases e estas
agem como mediadores na inflamacao (PALANIYANDI et al., 2007). Assim, a

geracdo das angiotensinas teciduais, pode exercer papel importante na
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regulacdo da hipertrofia vascular e cardiaca (YAMADA et al.,, 1991). Além
disso, 0 uso de bloqueadores da ECA também previne a fibrose do miocardio e
melhora a remodelagem ventricular esquerda (CAREY, 2004).

2.2. Sistema renina angiotensina renal

O SRA renal foi o primeiro sistema local a ser descrito. As primeiras
observagcdes foram realizadas em estudos in vivo, nos quais o0 bloqueio do
receptor AT intrarrenal resultou em aumento do fluxo plasmatico, do nivel de
filtracdo glomerular e da excreg¢ao de sodio e agua (CAREY & SIRAGY, 2003).

Nos rins, os componentes do SRA estdo presentes no aparelho
justaglomerular, intersticio e em varios segmentos do néfron. Todos os
componentes do SRA também foram descritos nos podécitos (ROSIVALL,
2009) e nas células mesangiais (VIDOTTI et al., 2004; ANDRADE et al., 2006).

O RNAm para o gene do AGT é encontrado principalmente nos tubulos
proximais reto e convoluto e em pequenas quantidades expressas no
glomérulo (TERADA et al., 2003). A renina, enzima proteolitica de 40-50 kDa, é
expressa principalmente no aparelho justaglomerular, no tubulo distal e
proximal e no glomérulo. Dados recentes mostraram RNAm desta enzima
também na urina, sugerindo a sua formacéao tubular (ANDRADE et al., 2002;
LEITE et al., 2003; ROSIVALL, 2009).

A ECA é abundante nos rins, sendo localizada principalmente nos
tubulos proximais, nas células mesangiais, nas células apicais e basolaterais
do ducto coletor (HASHIMOTO et al., 2004, BURRELL et al., 2004; ANDRADE
et al., 2006; QUINTO et al., 2008). No rim o principal papel da Ang Il é regular a
hemodinamica renal e a excrecdo de sodio, sendo capaz de exibir agdes
diuréticas em ratos com expansdao de volume e estimular a reabsorcdo de
sédio no tubulo renal em animais normotensos (DANILCZYK & PENNINGER,
2006). Esta regulacdo se da através de alteracOes diretas na reabsorcédo de
sodio no tubulo proximal e vasoconstrigdo arteriolar (ROSIVALL, 2009).

Em pacientes com doencas renais ou hipertensdo, os niveis de Ang Il
plasmatico apresentaram-se elevados (LAMBERT et al., 2008; DANILCZYK &
PENNINGER, 2006). Estudos mostraram que a hipertensdo dependente de
Ang Il é caracterizada pelo aumento intrarrenal deste peptideo e esta
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associada a reducgao da funcao renal (GONZALES-VILLA LOBOS et al., 2009).
Os niveis de Ang Il no fluido intersticial renal € cerca de 1000 vezes maior do
qgue os niveis plasmaticos (DANILCZYK & PENNINGER, 2006; BADER, 2010).

O receptor AT é amplamente distribuido no rim, incluido as células da
arteriola aferente e eferente, células mesangiais, células do tdbulo proximal,
membrana basolateral, tubulo distal, ductos coletores, podécitos glomerulares e
células da macula densa (CAREY & SIRAGY, 2003). No rim, a ativacao do
receptor AT, esta associada com vasoconstricdo renal e antidiurese (OUDIT,
2003; DANTAS & SANDBERG, 2005). No entanto, o receptor AT, é expresso
nas células epiteliais, tubulo cortical e células do intersticio (CAREY & SIRAGY,
2003). Na literatura, foram descritas apenas em roedores a existéncia de dois
subtipos do receptor AT{, 0 ATia € 0 AT1g, ambos presentes nos rins, porém
nao apresentaram fungdes farmacologicas distintas (HADDAD et al., 1997).

A ECA2 é predominantemente expressa na superficie apical das células
epiteliais em contraste com a ECA que é distribuida na superficie apical e
basolateral (LAMBERT et al., 2008). A expressao de ECA2 estd aumentada em
ratos jovens diabéticos, exercendo papel renoprotetor por favorecer o aumento
dos niveis de Ang-(1-7) intrarrenal (FLEMING et al., 2005). A Ang-(1-7), nos
rins, reduz a absorcao de fluidos, induzindo natriurese e diurese pela inibicdo
da Na'-K*'-ATPase, além de potencializar o efeito vasodilatador da BK
(DANILCZYK & PENNINGER, 2006; FERRARIO et al., 2005; VARAGIC et al.,
2008).

3. Sistema tonina angiotensina

Existem vias alternativas na geracao da Ang Il independentes da renina
e da ECA. Por exemplo, a Ang | pode ser formada pela agdo da catepsina D e
posteriormente convertida a Ang Il por enzimas como tripsina, catepsina G,
quimase e tonina. A catepsina G age em duas vias distintas, gerando All, a
partir do substrato AGT ou agindo sobre a Ang | (BOUCHER et al., 1972; SAYE
et al., 1993, VELEZ, 2008). A tonina é uma serino proteinase que libera Ang Il
nao sé a partir da Ang |, mas, diretamente do AGT e do tetradecapeptideo
(substrato sintético da renina) agindo assim em duas distintas vias do SRA
(BOUCHER et al., 1972; ARAUJO et al., 1991; SAYE et al., 1993).
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Tonina da glandula submandibular (Gsm) de rato foi descrita por
Boucher et al. (1972). Foi denominada inicialmente -enzima conversora, mais
tarde, verificou-se que a tonina é diferente da ECA, quanto a especificidade
pelos substratos e sua atividade catalitica. Esta enzima também mostrou ser
diferente da renina ou isoreninas teciduais, sendo por isso, denominada tonina.
Tonina é um polipeptideo de cadeia simples, composto por 272 amino&cidos,
formada por dez residuos de cisteina, contendo isoleucina e prolina nas
posicdes N e C-terminais, respectivamente (SEIDAH et al.,1978; CHRETIEN et
al.,1980), apresentando 75% de similaridade na sequéncia de aminoacidos
com a calicreina (LOPES et al., 1997).

Segundo GARCIA et al. (1977), tonina é capaz de promover a liberacao
de aldosterona, corticosterona, horménio sexual e somatotropina. Tonina esta
presente na glandula pituitaria e no cérebro e é capaz de hidrolisar beta-
lipotropina, adrenocorticotropina e também esta envolvida na degradagédo da
substancia P, agindo no tdénus vascular, sendo capaz de gerar peptideos
vasoconstritores (Ang Il) ou degradar agentes vasodilatadores (substéancia P)
(CHRETIEN et al.,1980). A injecdo de tonina intracerebroventricular em rato,
estimulou o apetite ao sal e ingestdo de agua, produzindo elevagdes na
pressao arterial e freqiiéncia cardiaca. Tais efeitos foram bloqueados por
administragdo prévia de losartan, indicando a formagéao de Ang Il in vivo pela
tonina (ARAUJO et al. 2002).

Em rato tonina esta presente em diversos tecidos como cérebro, rins,
coracéo, prostata e principalmente na Gsm. Dados recentes mostram que tanto
atividade tonina como seu RNAm estdo presentes no coracdo, sendo os
maiores niveis encontrados no atrio e que esta enzima pode estar envolvida
com a hipertrofia desse érgao (BORGES et al., 2003).

4. Animais transgénicos para o gene da tonina

A fim de estudar as vias alternativas na formagcdo de angiotensinas e
melhor compreender o papel fisiolégico da tonina in vivo, nosso grupo gerou
um camundongo que expressa tonina de glandula submandibular de rato,
denominado TGM(rTon). Para a geracao deste animal foi utilizado um promotor
especifico, o promotor da Gfap, para a expressao em astrocitos, que € uma
proteina codificada pelo gene gfa (glial fibrillary acidic), sendo este, um
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filamento intermediario encontrado abundantemente e quase que
exclusivamente nos astrécitos. No entanto, a expressao do transgene néo foi
observada apenas no encéfalo como esperado, mas também, em estruturas
extracerebrais (CARDOSO, 2002).

Alguns parametros fisioldgicos ja foram determinados para estes
animais. Em experimentos nos quais foi induzida hipertrofia cardiaca pela
injecdo de isoproterenol, verificou-se que o TGM(rTon) apresentou resisténcia
ao processo de hipertrofia sugerindo que tonina apresenta papel cardioprotetor.
Portanto, nosso intuito € estudar e caracterizar o SRA renal e cardiaco nos
animais TGM(rTon), a fim de compreendermos o papel fisiolégico da tonina,
sua participacao na formacao de Ang Il e as possiveis modulagcdes do sistema

nesse modelo.
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Il. OBJETIVOS

Caracterizar o sistema renina angiotensina nos rins e coracao do
camundongo transgénico que expressa tonina de rato (TGM(rTon)) e seu
controle (C57BL/6), a fim de compreendermos o papel fisiolégico da tonina e
sua participacao na formacao de Ang Il e as possiveis modulagcdes do sistema
nesse modelo.

A fim de obter os objetivos propostos acima, realizamos, em ambos o0s
grupos, os seguintes procedimentos:

- avaliagdo da hemodinamica cardiaca, medindo a presséo arterial e a
frequéncia cardiaca;

- determinacdo da atividade especifica da ECA e da tonina no rim e
coragao dissecados;

- quantificagdo das angiotensinas (Ang I, Ang Il e Ang-(1-7)) no rim e
coracao dissecados;

- verificacdo de possiveis alteragcdes na expressdao da ECA nos
ventriculos e rim, além da expressao da tonina e da ECA2 no rim.
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos machos transgénicos que
expressam tonina de rato (TGM(rTon)) e seu controle (C57BL/6). Os animais
foram mantidos no biotério do departamento de Biofisica-UNIFESP, em sala
climatizada (23 + 2°C) com ciclo claro/escuro de 12/12 h, recebendo durante
todo o periodo agua e racdo a vontade. Os animais foram genotipados 4
semanas apdés o nascimento para a confirmacao do transgene da tonina de
rato. Ao completarem 12 semanas de idade, a pressao arterial e frequéncia
cardiaca foram analisadas no periodo da manha, e em seguida, os animais
foram sacrificados por decapitagdo e tiveram o0s rins e 0 coragao
imediatamente removidos e lavados em solucao salina (NaCl 0,9%). Os rins
foram cortados em pedacos iguais e o coracdo separado em atrios [direto +
esquerdo (AT)], ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE). Todos os
procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de
Medicina - UNIFESP (CEP- protocolo 0241/08).

2. Genotipagem dos camundongos
2.1. Extracao de DNA

Um fragmento da cauda, de aproximadamente 0,5 cm, foi retirado para
obtencdo do DNA gendmico e confirmacdo da presenca do transgene nos
animais. Cada fragmento foi colocado em tubo de 1,5 mL, onde foram
adicionados 80 pL de tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,0 contendo NaCl 200 mM,
EDTA 5 mM, SDS 0,2% e 8 pL de proteinase K (10 mg/mL). As amostras foram
incubadas a 55°C, sob agitacdo de 550 rpm, por aproximadamente 14 horas.
Em seguida, foram incubadas a 95°C durante 10 minutos. Em cada amostra
foram adicionados 700 pL do tampao TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,4 contendo
EDTA 1 mM pH 8,0) e 8 uL de RNAse (4 mg/mL). Em seguida as amostras
foram incubadas novamente por 10 minutos a 37°C e submetidas a reacao em
cadeia da polimerase (PCR).
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2.2. Reacao em cadeia da polimerase

Para a PCR foi utilizado 1 pL (~0,8 ng de DNA) de amostra proveniente
do incubado (37°C), 2,0 yL de tampao de PCR (10x), 0,6 uL de MgCl, (50 mM),
0,8 uL de dNTPs (10 mM), 1,0 uL de iniciadores especificos para o gene da
tonina: AGGTGGTGTGAAGGTTATCG e CCTCCTTCCATCTCTCCTGC (50
ng/uL) e 0,2 yL de Tag DNA polimerase (5 U/uL). O volume da reacao foi
completado com H.O Milli-Q esterilizada para um volume final de 20 L. As
amostras foram submetidas a 36 ciclos de amplificacdo, nas seguintes
condigdes: 94°C por 3 minutos para a desnaturacdo do DNA, 56°C por 45
segundos para anelamento dos iniciadores e 72°C por 1 minuto para extensao
da cadeia de DNA. No final do ultimo ciclo, as amostras foram incubadas a
72°C por 7 minutos a fim de garantir a extensdo completa do produto
amplificado. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% contendo brometo de etidio (50 pg/mL) e visualizados por luz

ultravioleta.

2.3. Eletroforese em gel de agarose

Na preparacdo do gel foram utilizados 40 mL de uma solugdo de
agarose 1% e 16 pL de brometo de etidio 50 pg/mL. Esta mistura foi colocada
em cubas horizontais de eletroforese para polimerizacdo, contendo tampéao
TAE (Tris-acetato de sédio 0,04 M contendo EDTA 1 mM, pH ajustado para
7,2). Foram aplicados 10 puL do produto amplificado e 3 pyL de tampédo de
amostra (azul de bromofenol 10% em glicerol 30%) em cada poco do gel. A
corrida foi realizada em aproximadamente 30 minutos a uma voltagem

constante de 100 V.

3. Avaliacao da hemodinamica cardiovascular

Para o registro direto das pressbes arteriais (PA): sistélica (PAS),
diastélica (PAD), média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC), foram implantados
na artéria carétida esquerda, tubos de polietileno (PE-08 conectada ao PE-50,
Clay Adams) preenchidos com soro fisioldgico. Durante este procedimento os

animais permaneceram anestesiados (halotano 0,1%). O tubo foi fixado com
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fio de algodao a artéria e suas extremidades mais calibrosas exteriorizadas no
dorso da regido cervical. Apds 48 horas da implantacdo dos tubos os animais
foram submetidos aos procedimentos para avaliagdo hemodinamica. Durante a
realizacdo dos registros, os animais estavam acordados e se movimentavam
livremente pela gaiola individual. O tubo foi conectado a um transdutor
eletromagnético (Narco Bio-Systems Miniature Pressure Transducer RP 1500)
e 0s sinais de pressao arterial basal, foram gravados durante um periodo de 30
minutos. A FC e a PA foram analisadas batimento a batimento no programa
AT/CODAS, numa freqiiéncia de amostragem de 1000 Hz por canal, com o
objetivo de quantificar as mudancas relacionadas aos dois parametros. A FC foi
determinada a partir do intervalo entre dois picos sistélicos.

4. Atividade tonina-simile

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida com o auxilio da Prof®. Dr®.
Mércia de Paula Lima, do Departamento de Enfermagem Basica da Escola de
Enfermagem da UFMG. O anticorpo anti-Ang Il utilizado no radioimunoensaio
(RIE), apresentando titulo de 1/4000 foi produzido no laboratério de Biofisica do
Departamento de Fisiologia e Biofisica da UFMG, conforme o método proposto
por Lemos (1991). O anticorpo anti-tonina de rato também foi produzido neste
laboratério, utilizando-se tonina isolada de glandula submandibular de rato
conforme método proposto por Araujo et al. (1991).

4.1. Incubacao

O coracgao dissecado e os rins, foram lavados em solugéo salina (NaCl
0,9%) e homogeneizados na proporcao de 1 g de tecido para 4 mL de tampao,
constituido de solucao de sacarose 250 mM contendo os seguintes inibidores a
10 mM (o-fenantrolina, EDTA, tetrationato de sédio e 2,2-dipiridil) e pH ajustado
para 7,0. Aliquotas do sobrenadante do homogenato de cada estrutura do
coragao, contendo 2 ug de proteina, foram incubadas com 5 pg do substrato
tetradecapeptidico sintético, correspondente a por¢cao N-terminal do AGT, para
a determinacao da atividade da tonina. O volume final foi ajustado para 180 pL
com adicdo de tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0 contendo os inibidores
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descritos acima. A Ang |l liberada no meio de incubacao foi determinada
através de radioimunoensaio (GUALBERTO et al., 1992).

4.2. Radiomarcacao da angiotensina ll

O método proposto por Nielsen et al. (1971) foi utilizado para a
radiomarcagcdo da Ang Il, no qual se emprega a cloramina T como agente
oxidante. Para cada 50 ug de Ang I, dissolvida em 10 uL de tampéo fosfato de
s6dio 0,5 M pH 7,4, foram adicionados 1,0 mCi de '?°| e 50 pg de cloramina T
dissolvidas em 500 pyL de tampéo fosfato 0,5 M pH 7,4. Apdés um minuto de
incubagdo com agitacdo em vértex, a reacao foi interrompida pela adicao de
150 pL de uma solugao de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v). A purificacao
da Ang Il monoiodada foi realizada utilizando-se de coluna de fase reversa
(MinoRPC) em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia. A coluna foi
eluida com uma solucao de acetonitrila 25% (v/v) em TFA 0,1% (v/v) num fluxo
de 1,0 mL por minuto. A radioatividade das fracdes coletadas foi mensurada
por meio de um cintilador gama. Em seguida foi determinada a capacidade de
ligacdo das fracdes obtidas na cromatografia, incubando-as com o anticorpo
anti-Ang Il por um periodo de 18 horas a temperatura de 4°C. A capacidade de
ligacdo antigeno-anticorpo, foi determinada pela relacdo Bo/T, sendo Bo a
radioatividade ligada ao anticorpo na auséncia de antigeno frio (padrdao) e T a
radioatividade total utilizada na incubacdo. As fragbes que apresentaram
capacidade de ligacao entre 25 e 50% foram estocadas a -20°C e utilizadas
para a realizacdo dos ensaios para verificacao de atividade tonina simile.

4.3. Radioimunoensaio para angiotensina Il

Utilizamos solucédo padréo estoque de Ang Il, em torno de 10° M, que foi
diluida seriadamente até uma faixa de concentracdo de 10° a 10" M, como
mostra a tabela 1, em tampao fosfato de sédio 0,02 M contendo gelatina 0,1%
(p/v), azida sédica 0,1% (p/v), NaCl 150 mM e EDTA 1 mM e pH ajustado para
7,4 (tampéao RIE), para a constru¢do da curva padrao mostrada na figura 2. As
amostras foram ensaiadas em triplicata e os padrbes de angiotensina em
duplicata. O volume de angiotensina padrao foi pipetado em cada tubo da
curva, variando de 40 a 240 pL. A angiotensina marcada (**I-Ang II) foi
inicialmente diluida em tampao RIE de modo a ser obtido aproximadamente
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7000 cpm em 100 pL de solugéo. Desta solugéo foram pipetados 100 pyL em
cada tubo do ensaio. A seguir, 50 pL das amostras (diluidas 50 vezes)
provenientes das incubacbes prévias, como descrito anteriormente, foram
pipetadas em triplicata. Apds esta etapa, foram pipetados 100 uL de anticorpo
anti-Ang Il (diluido 1/4000) em todos os tubos do ensaio, exceto nos referentes
a ligacao nao especifica (LNE) e total. O volume de cada tubo foi ajustado para
500 pyL com tampéao RIE. Apés agitacdo dos tubos, estes foram incubados a
4°C por 20 horas. Transcorrido este periodo, foi feita a separacao da
angiotensina radioativa livre daquela ligada ao anticorpo por adsorgdo em
carvao em suspensao contendo 0,625 g de carvao e 0,0625 g de dextran T-70
para cada 100 mL de tampao RIE. Esta suspensao foi mantida em banho de
gelo e dela foi pipetado um 1,0 mL para cada tubo de ensaio, exceto nos tubos
referentes ao controle do total, nos quais foram pipetados 1,0 mL de tampao
RIE. Apos agitagdo os tubos foram mantidos em repouso por 15 minutos em
banho de gelo e entdao submetidos a centrifugacdo a 4°C, por 15 minutos, a
2.000 xg. O sobrenadante foi decantado e submetido a contagem em contador
gama, sendo os calculos baseados na dependéncia do logito B/Bo e em fungao
do logaritmo da concentracdao do padrao (RODBARD et al., 1969), sendo B e
Bo, as contagens obtidas referentes a Ang Il marcada, ligada ao anticorpo, na
presenca e na auséncia da Ang Il padrao, respectivamente.

A reacao cruzada entre o substrato e o anticorpo anti-Ang Il também foi
descontada através de curva padrdo obtida somente para a interacdo entre o
substrato e o anticorpo. No ensaio incluimos ainda, outros trés tubos contendo
somente a Ang |l marcada para a determinagdo da ligacdo nao especifica,
representada pela contagem registrada na auséncia do anticorpo anti-Ang |l
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TABELA 1

Curva-padrao do radioimunoensaio

Ang Il padrao (M) *Ang lI-I'"® **Anticorpo Tampio Volume final
5,0x107 100 pL 100 pL 180 pL 500 pL
25x10° 100 pL 100 pL 60 L 500 pL
1,0x 107 100 pL 100 pL 252 L 500 pL
6,0x 107" 100 pL 100 pL 220 uL 500 uL
3,0x10™" 100 pL 100 pL 100 pL 500 uL
1,5x 107 100 pL 100 pL 260 pL 500 pL
75x10™"" 100 pL 100 pL 220 pL 500 pL
3,75x 10™" 100 pL 100 pL 100 pL 500 pL
Bo 100 pL 100 pL 300 pL 500 pL
LNE 100 pL - 400 pL 500 pL
TOTAL 100 pL - 400 pL 500 pL

*7.000 cpm/100 pL; **Anticorpo diluido 800 vezes.

Os resultados foram projetados em papel log-logit (figura 2) para

extrapolagédo dos valores referentes as amostras.

Logit B/ Bo

-0,60

-1,20

Log [Ang]

Figura 2. Curva padréao do radioimunoensaio.

5. Atividade da ECA

O tecido renal e as estruturas cardiacas foram homogeneizados como

descrito por Oliveira et al. (2000), em tampao borato 400 mM, pH 7,2, contendo
sacarose 340 mM e NaCl 900 mM, na presenca de PMSF 0,1 mM, inibidor de

serinil proteinases. Os tecidos foram homogeneizados na proporcao de 1 g de
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tecido para 10 mL de tampao. O homogenato foi centrifugado a 3000 xg por 10
minutos a 4°® C e o sobrenadante armazenado a -80° C. O sobrenadante
proveniente do homogenato foi utilizado tanto para determinacao da atividade
da ECA quanto para o Western blotting (ver itens 7 e 8).

A atividade da ECA foi medida fluorimetricamente, utilizando-se como
substrato Hipuril-His-Leu (HHL) (FRIEDLAND & SILVERSTEIN, 19765 mM e Z-
Phe-His-Leu (ZPhE-HL) 1 mM) (PIQUILLOUD et al., 1970) (Bachem Co, EUA).
O tampéo padrao utilizado para diluir os substratos foi o borato de sédio 100
mM, pH 8,3, contendo NaCl 300 mM e ZnS04 0,1 mM . Aliquotas de
homogenato renal (10 pL, diluidas 10 vezes) e das estruturas cardiacas (10
uL), preparadas como descrito acima (item 6), foram incubadas a 37°C com
200 pL dos substratos HHL e ZPhe-HL, separadamente, durante 10 minutos. A
reacao enzimatica foi interrompida com adicao de 1,5 mL de NaOH 280 mM e o
dipeptideo His-Leu liberado foi acoplado a 100 uL de orto-ftaldialdeido (20
mg/mL em metanol), marcador fluorescente da reacdo. A reacdao com
ortoftaldialdeido foi interrompida ap6s 10 minutos com adi¢cao de 200 pL de HCI
3 M. A seguir foi feita a leitura em espectrofluorimetro (Hitachi F 200, Japao)
(excitacdo 360 nm e emissdo 500 nm). Para o célculo da atividade da ECA, foi
feita uma curva padrao do dipeptideo His-Leu (Sigma Co, EUA) nas
concentragdes de 1,25; 2,5; 5 e 10 nmol sendo determinado um fator para ser
utilizado como base de calculo. O resultado foi expresso em mU/mg de
proteina.

6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese foi desenvolvida segundo o método descrito por Laemmli
(1970). Amostras dos sobrenadantes previamente preparados foram dialisadas
contra agua em centricon (Millipore, USA), liofilizadas e redissolvidas em 30 uL
de tampao Tris-HCI 500 mM, pH 6,8 contendo glicerol e sédio dodecil sulfato
10%, PB-mercaptoetanol e azul de bromofenol 0,05%. As amostras (40 ug de
proteina) foram aquecidas em banho seco, a 95 °C, por 4 min. O mesmo
procedimento foi empregado com a solucdo padrdao (BioRad, USA). As
amostras depois de preparadas, foram submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida 7,5%. Apds a corrida eletroforética, sob tensdo de 120 V e
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corrente de 60 mA, as massas moleculares das enzimas foram determinadas

por comparagcao com as proteinas padrao (BioRad, EUA).

7. Western blotting

Apbés a realizacdo da eletroforese, foi realizada a transferéncia
eletroforética (40 V, 45 minutos) das proteinas do gel de poliacrilamida para
uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, HE Helthcare, Suécia). A
membrana foi incubada com solucdo bloqueadora 5% de leite desnatado
(Molico, Nestlé) em tampao Tris 200 mM, pH 7,5, contendo NaCl 500 mM,
durante 1 hora. Ap6s o blogueio, a membrana foi incubada com anticorpo
monoclonal 9B9 anti-ECA (1:2000) (Chemicon International, USA) overnight.
ApoOs esse periodo foi realizada a incubagdo com o anticorpo secundério
biotinilado (1:2000) (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia) por 2 horas. A
revelagao colorimétrica foi feita utilizando Nitroblue cloreto de tatrazélio (NBT)
4-bromo-3-cloro-inlylil fosfato e (BCIP) (BioRad, EUA) diluidos em N-
N’dimetilformamida e tampéao Tris 100 mM, pH 9.5, contendo NaCl 100 mM e
MgCl. 5 mM. O mesmo procedimento descrito acima, foi realizado para
quantificar a expressao protéica da ECA2, utilizando anticorpo recombinante
anti-ECA2 (R&D Systems, USA) e da tonina, utilizando anticorpo anti-tonina
produzido conforme método proposto por Aradjo et al. (1991). Como
normalizador da reagdo, foi utilizado anticorpo B-actina (Sigma, Co, EUA)
(RONCHI et al., 2007).

8. Quantificacao das angiotensinas

A partir do homogenato do tecido renal e das estruturas cardiacas
separadas (VD, VE e AT), foi feita a extracdo de angiotensinas. O tecido foi
pesado e homogeneizado com tampao fosfato de sédio 100 mM contendo
sacarose 340 mM, NaCl 300 mM, pH 7,2. As amostras foram concentradas em
colunas Sep-Pak C18 (Waters Corporation, Irlanda), ativadas com metanol (5
mL), tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5 mL), metanol (5 mL) e agua (10 mL).
Apés a aplicacao das amostras e lavagem das colunas com agua (10 mL), os
peptideos de interesse foram eluidos com uma mistura contendo etanol, acido
acético e agua (90:4:6). Os eluatos foram liofilizados, redissolvidos em 500 uL

de fase movel A (acetonitrila 5% em acido ortofosforico 0,1%) e filtrados
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utilizando membrana milex 0,22 pum (Millipore, USA) antes de serem
submetidos a HPLC. O peptideo foi separado em uma coluna de fase reversa
Aquapore ODS 300 (250 x 4,6 mm, 7 u), (Perkin EImer’s Brownlee Columns,
EUA), utilizando gradiente linear de 5% a 35% de fase mével B (acetonitrila
95% em &cido ortofosférico 0,1%), sob um fluxo de 1,5 mL/min por 40 min. A
coluna foi calibrada utilizando padrées sintéticos e a detec¢do do peptideo foi
realizada em absorbancia de 214 nm. Os resultados foram expressos em
pmol/g e corrigidos pelo peso do tecido. Os célculos foram efetuados a partir de
uma curva-padrao de concentracao conhecida (RONCHI et al., 2007).

9. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina das amostras provenientes dos
homogenatos foi estimada através do método de Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina como padrao (Bio-Rad Protein Assay, USA). A mistura
foi colocada em microplaca e apdés um periodo de repouso de 5 minutos foi
realizada a leitura em 590 nm usando um leitor de placas (Multiskan EX,
Labsystems, USA).

10. Analise dos dados

As analises dos dados de todos os grupos foram feitas por test “t” de
Student nao pareado e ANOVA bifatorial seguido pelo teste Tukey. Foi adotado
para todos os experimentos um valor de p<0,05, como nivel de significancia e
os resultados foram apresentados na forma de média + erro padréo da média.
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IV. RESULTADOS

1. Genotipagem
Apbs a corrida eletroforética foi observado no gel o fragmento esperado de
215 pb, correspondente ao gene da tonina, definindo-se assim o gendtipo dos
animais. A figura 3 ilustra alguns animais genotipados utilizados no presente estudo.

7 8 9 10 11 12

=
il =

Figura 3. Géis de agarose (1%) mostrando os produtos da PCR de amostras provenientes de
animais considerados transgénicos e selvagens. M, marcador de massa molecular. O produto
correspondente ao fragmento do gene da tonina apresentou 215 pb. Os nimeros na parte superior da
figura correspondem aos animais estudados. As linhas: 1, 4, 6, 7 e 10 correspondem aos animais
selvagens. As linhas: 2, 3, 5, 8, 9, 11 e 12 indicam os animais geneticamente modificados.
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2. Hemodinamica cardiovascular

Nao houve diferenca significante para os parametros avaliados: PAD (103,7 %
4,75 vs. 104,6 £ 6,08 mmHg), PAS (140,3 + 6,63 vs. 135,4 = 4,65 mmHg), PAM
(120,0 £ 3,62 vs. 118,5 + 6,30 mmHg) (figura 4) e frequéncia cardiaca (560,2 * 26,63

vs. 521,76 = 27,21 bpm) (figura 5) nos animais transgénicos e seu controle,

respectivamente.
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Figura 4. Valores da pressao arterial nos grupo controle (CT) e no grupo transgénico (TGM(rTon)).
Valores apresentados como média * erro padrdo da média (N =7 - 8).
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Figura 5. Valores da frequéncia cardiaca no grupo controle (CT) e no grupo transgénico
(TGM(rTon)). Valores apresentados como média + erro padrao da média (N = 7 - 8).
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3. Atividade da tonina

Na tabela 2 estdo apresentados os valores da atividade especifica tonina nos
tecido renal, VD, VE e AT. Os dados mostram um aumento significante da atividade
da tonina renal no grupo TGM(rTon) (18,7 £ 1,2 mol de Ang Il formada/min/mg de
proteina) quando comparado ao grupo CT (6,75 = 1,20 mol de Ang Il
formada/mim/mg de proteina, p<0,001). Também houve aumento significante da

atividade da tonina no AT no grupo TGM(rTon) quando comparado ao grupo CT.

TABELA 2

Atividade especifica da tonina expressa em mol de Ang Il formada/min/mg de
proteina dos grupos controle (CT) e transgénico (TGM(rTon).

Estrutura CT TGM(rTon)
rim 6,75 + 1,20 18,7 +1,2
VD 1,08 +0,19 0,58 +0,14*
VE 0,16 0,02 0,22 + 0,04
AT 1,13 +0,24" 3,54 +0,15**

Os dados foram expressos como a média + epm. (**p<0.0001, test t de Student, ndo pareado).

*p<0.05 em relaféo ao grupo CT. *Estatisticamente diferente em relagdo as estruturas cardiacas no
mesmo grupo. * Estatisticamente diferente em relacdo ao VE no respectivo grupo (*p<0.05, test t de

Student, ndo pareado One way ANOVA + tukey, *p<0.05).

Por outro lado, observou-se diminuicdo da atividade da tonina no VD do grupo
TGM(rTon) em relagdo ao grupo CT (p<0,05), sem diferenca significante no VE. A
atividade foi significantemente maior nos atrios no grupo TGM(rTon) em relacao as
outras estruturas cardiacas (p<0,05). No grupo CT a atividade do AT foi
significantemente maior em relacdo ao VE (p<0,05).
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4. Atividade da ECA

Os dados apresentados na figura 6 mostram a atividade ECA no rim
utilizando-se os substratos ZPhe-HL e HHL, especificos para a porcao N e C-
dominio respectivamente. A atividade da ECA foi estatisticamente maior no grupo
TGM(rTon) (23,01 £ 1,39 mU/mg de proteina) comparada ao grupo CT (11,61 + 1,49
mU/mg; p<0,0001) para o substrato ZPhe-HL. Em relacdo ao substrato HHL, a
atividade também foi maior no grupo TGM(rTon) (12,14 + 0,70 vs. 8,66 + 1,04
mU/mg de proteina; p<0,05, respectivamente).

cOcCT
E& TGM(rTon)
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(3,
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mU/mg de proteina
o

ZPhe-HL

Figura 6. Atividade da ECA (mU/mg de proteina) no rim, utilizando o ZPhe-HL e HHL como
substratos. Grupo controle (CT) e grupo transgénico (TGM(rTon)). Valores apresentados como média
* erro padrdo da média (*p<0,05 e **p<0,0001, test t de Student, nao pareado), (N = 8 - 10).
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No coragédo, utilizando-se o substrato ZPhe-HL, a andlise estatistica mostrou
interacao dos fatores grupo (CT x TGM(rTon)) e local analisado (VD x VE x AT). Em
ambos os grupos, a atividade da ECA foi maior nos atrios do que no VD e VE.
Porém, foi observada maior atividade da ECA no grupo TGM(rTon) (31,01 + 2,13 )
em relacdo ao grupo CT (16,58 £ 5,63 mU/mg; p< 0,05, Figura 7) nos atrios, sem
diferenca entre os grupos no VD (TGM(rTon) = 5,34 + 0,56, CT = 6,36 = 0,49
mU/mg, p > 0,05 ou no VE (TGM(rTon) = 5,30 + 0,31, CT = 6,68 + 1,11 mU/mg,
Figura 7).

Utilizando-se como substrato o HHL, a analise de variancia bifatorial indicou
efeito significante somente do local analisado, sem diferenca significante entre os
grupos CT e TGM(rTon). Em ambos os grupos, a atividade da ECA foi maior nos
atrios (TGM(rTon) = 18,72 + 1,54, CT = 21,76 = 5,82 mU/mg) em relagdo ao VD
(TGM(rTon) =1,84 £ 0,10, CT = 1,84 £ 0,10 mU/mg) e VE (TGM(rTon) = 1,69 £ 0,07,
CT =2,50 + 0,53 mU/mg; p<0,05; Figura 7).
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Figura 7. Atividade da ECA (mU/mg de proteina) no VD, VE e AT utilizando o ZPhe-HL e HHL como
substratos. *Estatisticamente diferente do grupo controle, na mesma estrutura cardiaca. #
Estatisticamente diferente do VE e VD, no mesmo grupo. Grupo controle (CT) e grupo transgénico
(TGM(rTon)). Valores apresentados como média + erro padrao da média (p<0,05, ANOVA bifatorial +
Tukey), (N =6 - 6).
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As razdes ZPhe-HL/HHL nos tecidos renal e cardiaco estao apresentadas na tabela
3.

TABELA 3

Razao ZPhe-HL/HHL para a atividade ECA nos tecido renal e cardiaco.

TECIDO GRUPO
CT TGM(rTon)
RIM 1,34 1,89
VD 3,45 29
VE 2,67 3,13
AT 1,13 1,65

As amostras foram incubadas com os substratos ZPhe-HL e HHL, como descrito nos materiais e
métodos.
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5. Quantificacao das angiotensinas

Os niveis renais de Ang-(1-7) do grupo TGM(rTon) (91,16 £ 12,59 pmol/g;
figura 8) mostrou-se bastante diminuido em comparacdo ao grupo CT (1027,0 +
57,33 pmol/g, p<0,0001). Também os niveis de Ang | (63,03,0 + 9,11 pmol/g)
apresentaram-se diminuidos no grupo TGM(rTon) em relagéo ao grupo CT (149,03 £
19,92 pmol/g, p<0,05; figura 8). Nao houve diferenca estatistica para os niveis de
Ang Il (TGM(rTon)= 101, 6 + 14,80, CT = 95,17 + 18,72 pmol/g).
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Figura 8. Niveis das angiotensinas (pmol/g de tecido) no rim. Grupo controle (CT) e grupo
transgénico (TGM(rTon)). Valores apresentados como média * erro padrao da média. (*p<0,05 e
**p<0,0001, test t de Student, nao pareado), (N=6 - 7).
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6. Western blotting

6.1. Niveis de expressao de tonina no rim

Utilizando anticorpo especifico para tonina da glandula submandibular de rato,
analisamos a expressao desta enzima no homogenato renal do grupo CT e
TGM(rTon). A figura 9A mostra uma banda de aproximadamente 25 kDa,
correspondente a tonina, que se apresenta mais intensa no grupo TGM(rTon)
quando comparada ao grupo CT. A figura 9B apresenta a densidade relativa tonin/p-
actina, confirmando que houve um aumento significante da expresséo da tonina no
grupo TGM(rTon) (5,54 + 0,08) quando comparada ao seu controle (3,74 % 0,4,
p<0,05).
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Figura 9. A: Imunoreatividade a tonina de amostras provenientes do homogenato renal utilizando-se
anticorpo anti-tonina. B: Densidade relativa (DR) tonina/B-actina utilizando o anticorpo anti--actina
como normalizador da reagéo. Grupo controle (CT), grupo transgénico (TGM(rTon)) e P (marcador de
massa molecular). Os dados foram apresentados como média * erro padrdo da média. (*p<0,05, test
t de Student, ndo pareado), (N =4 - 4).
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6 .2. Niveis de expressao de ECA no rim

Além da atividade da ECA verificamos também os niveis de expressao
protéica das isoformas da ECA por meio da técnica de Western blotting. Apds a
revelacdo da membrana, observou-se uma banda de 190 kDa (ECA somaética) e
outra de 65 kDa correspondente a isoforma N-dominio da ECA em ambos os grupos
(figura 10A). De acordo com a densidade relativa (ECA/B-actina) houve um aumento
significante nos niveis de expressado da isoforma de 65 kDa no grupo TGM(rTon)
(0,99 £ 0,01) quando comparado ao seu controle (0,82 + 0,03; figura 10; p<0,05).
Nao houve diferenca estatistica para a isoforma de 190 kDa ao compararmos 0s
grupos (CT e TGM(rTon) (Figura 10).

A e ¢ 190 kDa
R —— —— & 65 kDa
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é 0.5- -:-:-:-::i: :.
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]
0.0 SSneat |

190 kDa 65 kDa

Figura 10. A: Imunoreatividade a ECA de amostras provenientes do homogenato renal utilizando-se
anticorpo monoclonal 9B9. B: Densidade relativa ECA/B-actina, utilizando o anticorpo anti-p-actina
como normalizador da reagéo. Grupo controle (CT), grupo transgénico (TGM(rTon)) e P (marcador de
massa molecular ). Os dados foram apresentados como média + erro padrdao da média. (*p<0,05, test
t de Student, nao pareado), (N=8 - 8).
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6.3. Niveis de expressao de ECA2 no rim
Com relacdo a expressao da ECA2, foi detectada uma banda imunoreativa de

90 kDa, sem diferenca estatistica em ambos os grupos (figura 11A).
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Densidade relativa ECA2/actina
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Figura 11. A: Imunoreatividade a ECA2 de amostras de proteinas de homogenato renal determinada
utilizando-se de anticorpo recombinante para ECA2. B: Densidade relativa ECA2/B-actina utilizando o
anticorpo anti-p-actina como normalizador da reagdo. Grupo controle (CT), grupo transgénico
(TGM(rTon)) e P (marcador de massa molecular). Os dados foram apresentados como média + erro
padrdo da média. (p>0,05, test t de Student, nao pareado), (N =4 - 4).
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6.4. Niveis de expressao de ECA nas estruturas cardiacas

A expressao protéica da ECA tecidual no VD e VE, mostrou a expressao da
ECA somatica (190 kDa) e da isoforma N-dominio (65 kDa) nos dois grupos (figuras
12A e 12B). A densidade relativa (ECA/B-actina) no VD indicou um aumento
significante nos niveis de expressao da isoforma de 65 kDa para o grupo TGM(rTon)
(0,75 £ 0,03) quando comparado ao grupo CT (0,43 + 0,06, p<0,05) (figura 12C),
sem diferenca no VE. Nao houve diferenca na expressdao da ECA 65 kDa entre os
ventriculos em cada grupo estudado. Os niveis de expressao da ECA somatica (190
kDa) foi maior no VD do que no VE, em ambos grupos. Porém nao houve diferenca

significante nos niveis de expressdo desta isoforma entre os grupos tonina e

controle.
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Figura 12. A: Imunoreatividade a ECA determinada utilizando-se de anticorpo monoclonal 9B9.
Amostras provenientes do homogenato do VD. B: Amostras provenientes do VE. Ambas as isoformas
da ECA (190 kDa e 65 kDa) foram detectadas nos grupos VD e VE. C: Densidade relativa ECA/B-
actina, utilizando o anticorpo anti-B-actina como normalizador da reagéo. Grupo controle (CT), grupo
transgénico (TGM(rTon)) e P (marcador de massa molecular). *Estatisticamente diferente do grupo
controle, na mesma estrutura cardiaca. # Estatisticamente diferente do VE, no mesmo grupo. Os
dados foram apresentados como média * erro padrdo da média. (p<0,05, ANOVA bifatorial + Tukey),
(N=4-4).
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V. DISCUSSAO

Os SRA teciduais sao regulados autonomicamente e exercem relevante
papel dentro do respectivo érgao, além de participar do desenvolvimento de
diversas patologias (PAUL et al., 2006; BADER & GANTEN, 2008). O principal
motivo para o estudo dos componentes do SRA tecidual, sobretudo nos rins e
no coracdo, estd relacionado a importancia destes &érgdos no controle
cardiovascular (LEUNG, 2004).

A proposta deste trabalho visa evidenciar o papel fisiolégico da tonina na
modulacdo do SRA tecidual no modelo de camundongo transgénico que
expressa tonina de rato, o TGM(rTon), uma vez que o papel fisioldégico desta
enzima ainda nao esta esclarecido. Cabe lembrar que a tonina € uma serino
proteinase, da familia da calicreina, que age diretamente sobre o AGT, gerando
Ang |l. Este estudo foi focado no tecido renal e cardiaco. Especificamente,
verificamos os parametros hemodindmicos cardiovasculares, as possiveis
alteracdes na expressao protéica das formas da ECA e ECA2, a quantificagao
dos niveis das angiotesinas e as atividades da ECA e da tonina simile.

Para tanto, os animais foram divididos em dois grupos: transgénico e
controle. Os resultados indicam que tonina, apesar da capacidade de gerar Ang
Il ndo alterou a pressao arterial e a freqliéncia cardiaca dos animais TGM(rTon)
em relagdo ao grupo controle. Esses dados diferem dos resultados de Cardoso
et al. (2010), que encontraram aumento na pressao arterial média, mensurada
por telemetria e por canulagdo nos animais TGM(rTon). Este resultado
intrigante pode ser explicado pela diferenga na linhagem utilizada. A linhagem
controle do TGM(rTon) objeto de nosso estudo é a C57bl6, enquanto, que a
linhagem controle do animal objeto do estudo de Cardoso et al. (2010) foi a
129/SvEv. A influéncia da linhagem ja foi demonstrada por outros autores, por
exemplo por Gurley et al. (2006) que mostraram que a inativagdo do ECA2 em
camundongos C57bl/6 resultou em um moderado aumento da pressao arterial,
enquanto que, nos camundongos 129/SvEv, que também tiveram a ECA2
inativada, ndo houve diferenca na pressao arterial quando comparado ao grupo
controle. Os autores atribuiram a diferenca nos resultados a variagdo genética,

ou seja, aos diferentes linhagens dos animais.
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Por outro lado, Bader & Ganten (2008) descreveram que animais
transgénicos que superexpressam AGT, ECA ou alguma enzima que libera Ang
II, ndo apresentaram hipertrofia cardiaca e permaneceram normotensos,
apesar do aumento da expressao de Ang Il no coragdo. Logo os resultados
obtidos no presente estudo estdo de acordo com os resultados destes autores,
mostrando dados conflitantes no que diz respeito a acdo da tonina sobre a
presséo arterial. Assim, sdo necessarios novos estudos para elucidar o papel
da tonina no controle de parametros cardiovasculares.

De acordo com Cardoso et al. (2010), o maior nivel de expressao da
tonina detectada nos animais TGM(rTon) foi no encéfalo. Apesar da
constatagcdo da expressdo do transgene em diferentes 6rgdos e tecidos,
postularam que talvez a tonina pudesse estar na sua forma nao ativa.
Encontraram maior atividade tonina no encéfalo, seguido da glandula
submandibular, préstata, adrenal, tecido adiposo e aorta. Nossos resultados
referentes a atividade mostram que a tonina esta na sua forma ativa nos rins e
nas estruturas cardiacas.

Borges et al. (2003) relataram, pela primeira vez, a atividade tonina no
coracéao de rato, bem como, a presenca do mRNA para a enzima neste tecido.
Neste mesmo estudo, também foi determinada a atividade tonina-simile nas
estruturas cardiacas de ratos tratados com isoproterenol ou salina. O que se
observou foi aumento significante da atividade da tonina nos atrios dos animais
que desenvolveram hipertrofia, devido ao tratamento com isoproterenol,
sugerindo possivel participacao da tonina no processo de hipertrofia cardiaca.
Os nossos dados corroboram parcialmente estes resultados, ja que detectamos
maiores niveis da atividade tonina nos AT dos animais do grupo TGM(rTon)
quando comparamos com os ventriculos (VE e VD). Além disso a atividade
encontrada no AT do grupo transgénico foi significantemente maior em relacao
ao grupo controle. Pelo fato de termos encontrado no AT, grande quantidade de
tonina, podemos sugerir que o intersticio é provavelmente o caminho pelo qual
a tonina deixaria o AT para atingir os ventriculos.

Nos rins observamos aumento da atividade tonina e da ECA,
acompanhado de reducao da Ang-(1-7) e Ang |, sem diferenca na Ang Il, em
relagdo aos animais controles. Considerando que Malhotra (1999) mostrou, em
estudos realizados com ratos, que a tonina é capaz de hidrolisar peptideos
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sintéticos que reproduzem a sequéncia do pré-ANP, podendo estar envolvida
na ativacdo do ANP in vivo, podemos supor que o0 ANP esteja
contrabalancando a diminuicao da Ang-(1-7) observada nos rins dos animais
transgénicos no presente estudo, o que explicaria a nao alteracao da pressao
arterial. Nos rins o ANP excerce papel fundamental no balango hidroeletrolitico,
exercendo juntamente com a Ang Il possuem efeitos opostos no controle
cardiovascular, em especial, no coracdo. A Ang Il pode aumentar a secrecao de
ANP pelos miécitos cardiacos, o qual inibe o crescimento dos midcitos, a
proliferacdo de fibroblastos e a deposicado de matriz extracelular no coracéo
(BOOZ & BAKER 1996; DOSTAL & BAKER, 1999). Os dados da literatura
mostram que o ANP tem efeito enddcrino direto na homeostase de fluidos e
pressao sanguinea, por meio de dois receptores localizados na membrana
plasmatica de midcitos e fibroblastos cardiacos (COA & GARDEN, 1995;
NEYSES & VETTER, 1989).

A presenga da ECA no coracdo é conhecida, entretanto, a sua
localizagdo ainda nao foi bem estudada. Segundo Falkenhahn et al. (1995), a
ECA apresenta distribuicado diferente nos diferentes compartimentos do
coracdo. Yamada et al. (1991), encontraram em ratos, maiores niveis da ECA
nos atrios quando comparados com os ventriculos, sendo que, o atrio direito
apresentou maiores niveis em relacdo ao atrio esquerdo. Outro fato
interessante, os maiores niveis de Ang Il também foram encontrados no atrio
direito de macacos (LINDPAINTNER et al., 1987). A ECA também esta
presente na artéria coronaria, aorta, veia pulmonar, endocardio e epicardio.
Estes achados foram similares aos nossos, no que concerne a atividade da
ECA nas diferentes estruturas cardiacas, onde a atividade foi maior no AT para
ambos os grupos. Os niveis aumentados de tonina e ECA no AT podem
colaborar para regulacédo autocrina e paracrina das funcées cardiacas.

Além de verificarmos aumento da atividade da ECA total, é importante
saber qual o sitio estd mais ativo nas amostras. Assim, Willians et al. (1996),
mostraram que razdo maior que 1 nas velocidades de hidrolise dos substratos
ZPhe-HL e HHL indica maior atividade do sitio N-dominio em relacao ao C-
dominio. Logo, os resultados obtidos no presente estudo mostram maior
atividade da isoforma N-dominio, em ambos os grupos, no tecido renal e
cardiaco. Estes dados foram confirmados quando consideramos 0s niveis de

59



Discussdo

expressao protéica no homogenato renal, pois verificamos aumento nos niveis
de expressdo da banda N-dominio com 65 kDa no grupo transgénico. Os
dados sugerem que no animal TGM(rTon) talvez ocorra a modulacdo da
isoforma N-dominio, provavelmente, por meio da ativagao da producao de uma
proteinase capaz de libera-la, classicamente chamada de secretase. As
proteinases (secretases, shedases ou convertases) sao responsaveis pela
hidrolise de algumas proteinas ancoradas a membrana, liberando a forma
soluvel da proteina que geralmente possui propriedade idéntica ou, sutilmente
diferente da forma ligada a membrana (PARVATHY et al., 1997). As secretases
da ECA descritas no passado sdao metaloproteinases que se localizam em
diversos tecidos, incluindo os rins, os pulmdes e os testiculos de porco, bem
como, na placenta e nos rins de humanos (OPPONG & HOOPER, 1993).
Nosso grupo vem trabalhando na identificacdo das secretases envolvidas na
liberagé@o da isoforma N-dominio da ECA de 65 kDa desde 2006.

Embora nos rins a atividade da tonina e ECA estejam aumentadas nos
animais transgénicos, a quantidade de Ang Il ndo apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle. Uma hipdtese para explicar nossos
resultados é que outras vias do SRA estejam ativas, por exemplo, as
aminopeptidases A que podem hidrolisar a Ang Il formando Ang Il (VELEZ,
2008). Estes dados mostram a complexidade do SRA tecidual e indica que
mais estudos sao necessarios para melhor compreendermos a acado deste
sistema.

A quantidade de Ang | renal detectados no grupo transgénico foi
estatisticamente menor em relacao ao grupo CT, indicando que possivelmente
o peptideo foi degradado mais intensamente, podendo ser pela via da ECA
e/ou pela tonina.

O papel fisiolégico da Ang-(1-7) ndo estd completamente determinado,
mas tem sido proposto que este peptideo esteja envolvido no balanco de
eletrélitos e na regulacdo da pressdao arterial (HANDA et al., 1996;
KUCHAREWICZ et al., 2002). Além disso, o rim parece se o maior 6rgao alvo
da Ang-(1-7) (CHAPPELL et al., 1998). Uma hipétese para a diminuicao dos
niveis da Ang-(1-7) nos animais transgénicos seria a modulagédo da isoforma N-
dominio no animal transgénico cuja atividade e expressdo esta aumentada.

Esta enzima apresenta alta afinidade catalitica pela Ang-(1-7) considerada um
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substrato especifico para o sitio N-dominio da ECA ou ainda para ECA N-
dominio do fluido ileal (DEDDISH et al., 1998). Yamada et al. (1998) mostraram
que a hidrélise da Ang-(1-7) pela ECA formando a Ang-(1-5), parece ser uma
importante via de inativacdo deste peptideo circulante e possivelmente também
da forma tecidual, sugerindo a participacdo da ECA na degradagao da Ang-(1-
7) em Ang-(1-5). Outra hipo6tese seria decorrente da baixa atividade da ECA2
nos rins, no entanto, nos faltam dados sobre a atividade desta enzima uma vez
que nao a quantificamos neste estudo. Entretanto quando verificamos a
expressao da ECA2 constatamos que a mesma estava ligeiramente diminuida,
apesar de nao ter significancia estatistica.

Ao avaliarmos todos os resultados apresentados, podemos sugerir a
modulacdo do SRA no animal que expressa tonina. Embora os niveis de Ang-
(1-7) estejam diminuidos e a Ang Il ligeiramente aumentada, estes nao
apresentaram alteracdo na hemodinamica cardiovascular. Podemos sugerir
gue o ambiente com excesso da tonina, possa ativar outras vias metabdlicas,
ativar processos de sinalizacdo celular ou alterar a expressdao génica de
diferentes peptideos/enzimas, a fim de manter a homeostase corporal.

Portanto, os resultados indicam regulacao dos peptideos, em especial a
diminuicdo da Ang-(1-7) nos tecidos renal e nos atrios. Assim, pela primeira
vez, podemos sugerir que a tonina exerga um papel fisiolégico importante no
SRA renal e cardiaco no modelo animal estudado.
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VI. CONCLUSAO

Embora a tonina seja capaz de hidrolisar a por¢cao N-terminal do AGT e
gerar diretamente a Ang Il, os animais transgénicos nao se tornaram
hipertensos. Concluindo, a tonina exerce uma acao tecidual mais relevante em
relacdo a acao sistémica.

Nossos dados mostram, pela primeira vez, a agao fisioldégica da tonina
como um importante modulador dos peptideos e enzimas no SRA tecidual,

principalmente nos rins e nos atrios.
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Emenda ao projeto (versédo 1 de 03/fev/2009) do projeto de pesquisa acima referenciado.

Atenciosamente,
// W{,/W///"L

?
Prof. Dr/José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etfica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sao Paulo CEP 0241/08

OBS: Informamos que, de acordo com a carta Circular n® 003-CONEP/CNS de 14 de fevereiro de 2001 ndo ha necessidade do parecer da CONEP
para emendas aos protocolos, salvo quando o CEP solicitar. Nos projetos de Grupo | e II, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las 8 ANVISA
junto com o parecer aprobatério do CEP/UNIFESP.

"Ressaltamos que é de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgagéo dos processos efou resultados obtidos nesta pesquisa, se
o0s mesmos sdo potencialmente patentedveis ou passiveis de outras formas de protegdo intelectual/industrial. A proteco por meio do depésito de
patente, ou de outras formas de protecdo da propriedade intelectual, evita a ago indevida de terceiros e confere maior seguranc¢a quando da
publicagéo dos resultados da pesquisa.”
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