Hipertrofia cardiaca em camundongo transgénico que expressa tonina de rato
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Resumo- A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é a complicagado cardiaca mais comum causada pela
hipertensdo, mas também ocorre devido a fatores humorais, como a angiotensina Il (Ang Il) e a aldosterona.
A maioria dos casos parece estar relacionada ao sistema renina-angiotensina (SRA). A Ang Il ao nivel
cardiaco possui efeito inotropico positivo por aumentar o influxo de calcio durante a excitagdo cardiaca.
Tonina é uma serina proteinase capaz de gerar Ang Il tanto da angiotensina | (Ang I) como diretamente do
angiotensinogénio (AG). Neste trabalho determinamos a resposta hipertrofica cardiaca de camundongos
transgénicos que expressam tonina de rato através do tratamento com isoproterenol.
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Introducéo

O aumento macroscoépico do coragdo, assim
como o aumento da espessura da parede e/ou
septo interventricular € denominada hipertrofia
cardiaca (CARRENO et al., 2006). O crescimento
hipertréfico acompanha muitas formas de doencas
do coragao, (AKASAWA, 2003; FREY et al., 2004;
WILKINS et al., 2004; BARAUNA, 2006) incluindo
doenca isquémica, hipertensdo, falha cardiaca,
doencga valvular, infarto do miocardio,
cardiomiopatia e estenose adrtica que sao
condi¢des patolégicas que impdem ao coragdo um
trabalho excessivo submetendo assim os
cardiomidcitos pos-natais a hipertrofia cardiaca. A
variagdo da HVE pode ocorrer devido a fatores
genéticos independentes da press&o sanguinea. A
maioria parece estar relacionada ao sistema
renina-angiotensina  (SRA), embora muitas
variagdes genéticas identificadas parecem afetar
outros caminhos (DIAMOND, 2005). No SRA
classico, o angiotensinogénio (AG) é o substrato
para a produgédo da angiotensina Il (Ang Il), que,
pela via classica, ocorre através de duas etapas,
sendo primeiramente, o AG hidrolisado pela renina
a angiotensina | (Ang 1), e esta convertida em Ang
Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA),
conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1. Esquema em cascata do sistema renina
angiotensina classico.

A Ang Il é a molécula chave do sistema, e no
coracdo possui efeito inotropico positivo por
aumentar o influxo de calcio durante a excitagdo
cardiaca, atuando diretamente em receptores AT1
dos cardiomiocitos. A Ang Il também facilita a
transmissao adrenérgica ligando-se a receptores
pré-juncionais (MILL et al., 1997). Estudos prévios
mostram que inibidores da ECA previnem a
progressdo e induzem regressao da hipertrofia
cardiaca em pacientes hipertensos, bem como em
modelos animais experimentais. Apesar dos
baixos niveis de renina no coragdo, os niveis de
AG e ECA estdo elevados no coracao
hipertrofiado (GROTE et al., 2006). Outras
enzimas podem estar envolvidas na liberagao da
Ang Il in vivo. Tonina € uma serina-proteinase
capaz de liberar o peptideo vasoativo Ang Il tanto
da Ang | como diretamente do AG (BOUCHER et
al., 1974; GRISE et al., 1981), como mostra a
Figura 2.
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Figura 2. Esquema do sistema tonina-
angiotensina.
Experimentos in vivo com injecdo de

isoproterenol, um  agonista  [(-adrenérgico,
demonstraram que o0 aumento na secregdo de
tonina ocorre pela estimulagdo B-adrenérgica
(BORGES et al.,, 2003). Infusdo crbnica de
isoproterenol induz hipertrofia cardiaca (NAGANO
et al., 1992). No presente estudo, com o uso de
pequenas doses repetidas de isoproterenol,
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pretendemos evidenciar a participacdo da tonina
na hipertrofia cardiaca de camundongo
transgénico que expressa tonina de rato
(TGM(rTon)).

Materiais e métodos

Genotipagem dos camundongos. O DNA
gendmico foi extraido das caudas dos animais, as
quais foram incubadas a 55° sob agitagdo com 80
uL de tampéo (Tris-HCI 100 mM pH 8,5 contendo
NaCl 200 mM e SDS 0,2%) e 8 pyL de proteinase
K (10 ug/ mL) por 14 horas e em seguida
incubadas a 95°C durante 10 minutos. Foram
adicionados 700 pL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,4
contendo EDTA 1 mM pH 8,0) e 5 uL de RNAse (4
mg/mL) e novamente incubadas por 10 minutos a
37°C. O DNA foi utilizado na reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) e os produtos analisados em
agarose 1% contendo brometo de etidio.

Desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Os
camundongos utilizados, provenientes do biotério
da Universidade de Mogi das Cruzes, formaram
quatro grupos: positivos (n = 7) (PISO) e negativos
(n = 8) (NISO) tratados com isoproterenol e seus
respectivos controles (PCT,n =6 e NCT, n=8). A
hipertrofia cardiaca foi desenvolvida nos animais
dos grupos ISO através do tratamento com
isoproterenol (12 mg/kg/dia). A droga foi diluida
em Oleo de soja de forma a ser obtido
concentracdo final de 12 mg/0,1 mL e 100 pL
foram injetados na regido subcutanea durante sete
dias consecutivos. Os animais dos grupos CT
receberam somente injecao de 100 uL de dleo de
soja seguindo os mesmos padrdes do grupo
tratado.

Dissecacdo das estruturas do coracdo. No
oitavo dia de tratamento, os animais foram
sacrificados através de deslocamento cervical para
excisdo dos coragdes e verificagdo da hipertrofia
cardiaca. O coragao foi rapidamente removido,
lavado com solugdo salina (NaCl 0,9%) e as
estruturas separadas em atrios [direto + esquerdo
(AT)], ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo
(VE). A relagéo entre o peso do coragéo e de suas
estruturas com o peso corporal (peso do
coragao/peso corporal; peso dos atrios/peso
corporal e peso dos ventriculos direto e
esquerdo/peso corporal) foi determinada para
estimar a ocorréncia da hipertrofia cardiaca
induzida pelo tratamento com isoproterenol.

Analise dos dados. Os resultados foram
expressos como média e + erro padrao da média.
As comparagbes estatisticas entre os grupos
foram realizadas pelo test “t” ndo pareado e
ANOVA de uma via. O indice de significAncia
excluida foi de 95% para erro do tipo | (p < 0,05).

Resultados

A Figura 3 mostra os resultados de
genotipagem de 30 animais. O produto da PCR
esperado de 215 pares de base (pb) foi observado
confirmando a presengca do gene tonina no
genoma dos camundongos testados.
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Figura 3. Géis de agarose 1% dos produtos de
PCR (gene da tonina amplificado) correspondendo
a 215 pb. M, marcador de massa molecular. Os
numeros na parte superior correspondem aos
animais testados.

Destes, 15 mostraram-se positivos e 15
negativos. A partir da verificagdo e obtengédo dos
animais positivos (geneticamente modificados) e
negativos, pudemos formar os grupos e utiliza-los
para o desenvolvimento e anadlise da hipertrofia
cardiaca. A analise da hipertrofia do coragéo foi
realizada através do peso Uumido dos tecidos. A
relacédo entre, o peso total do coragao e o peso de
cada estrutura foi dada em miligramas por grama
de tecido e corrigido pelo peso corporal dos
animais em gramas. No entanto, os dados sobre o
peso corporal no inicio e no final do tratamento
também foram coletados e estao representados na
Figura 4.
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Figura 4. Massa corporal dos animais tratados
com isoproterenol (ISO) ou com éleo (C) no inicio
(I) e no término (T) do tratamento. A, selvagens e
B, TGM(rTon). Os dados foram expressos como a
média + epm. *P<0,05.

Como mostrado na Figura 5, o isoproterenol
ocasionou aumento da massa total do coragao
(5,79 £ 0,170 vs 4,52 + 0,50), bem como do
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ventriculo direito (1,17 + 0,03 vs 0,91 + 0,03) e
ventriculo esquerdo (4,04 + 0,11 vs 3,53 = 0,07)
somente nos animais negativos tratados (NISO).
Os atrios nao tiveram aumento significativo (0,40 +
0,02 vs. 0,30 £ 0,00).
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Figura 5. Relagao entre a massa do coragéo e das
estruturas corrigidas pela massa corporal dos
animais negativos tratados com 6éleo (CT) ou
isoproterenol (ISO). Os dados foram expressos
como média + epm. *P<0,05.

O mesmo ndo ocorreu nos animais positivos
(PISO), nos quais nao houve aumento significativo
no coragdo total ou em quaisquer estruturas
analisadas (Figura 6).
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Figura 6. Relagao entre a massa do coragao e das
estruturas corrigidas pela massa corporal dos
animais positivos tratados com 6leo (CT) ou com
isoproterenol (ISO). Os dados foram expressos
como média + epm. *P < 0,05.

Discusséo

A acdo direta da ang Il na hipertrofia do
miocardio tem sido sugerida pelos seguintes
achados: localizagdo preferencial de angiotensina
marcada em zonas nucleares de miocitos
vasculares e cardiacos; estimulo da sintese
protéica no miocardio depois da infusdo de
angiotensina; redugdo na massa do ventriculo
esquerdo em pacientes que usam inibidores da
enzima de converséao (SILVA et al., 2002).

No coracdo, ECA ¢ principalmente localizada
nos fibroblastos e no endotélio (ZHANG, 1995) e
ha algumas controvérsias sobre sua participacéo
no coragdo hipertrofiado. Tem-se sugerido que
ocorre aumento da expressdo da ECA na pressao
alta induzida por fibrose cardiaca, mas nao na
hipertrofia (KUROSAWA, 2002), a qual pode ser
mantida por diferentes mecanismos de ativagao do
SRA (SIMKO, 2002). Segundo Borges et al (2003)
os niveis de mRNA e atividade tonina aumentaram
significativamente nos atrios apds o tratamento
com isoproterenol e portanto tonina pode
representar um dos sistemas de liberacdo de ang
Il que contribui para hipertrofia induzida por
isoproterenol.

Borges et al. (2003) ainda descrevem que
tonina nos atrios também pode participar em vias
metabdlicas de outros peptideos tais como
substancia P e processamento de ANP. Ela pode
hidrolisar peptideos sintéticos que reproduzem a
sequéncia do pré6 ANP de rato na regido do local
de ativacdo. Como o ANP é armazenado como
uma grande proteina precursora nos miocitos
cardiacos, tonina pode estar envolvida na ativacao
deste peptideo in vivo (MALHOTRA, 1999). ANP e
ang Il tem efeitos opostos na homeostase
cardiovascular. No coragao, os dois sistemas sao
altamente e simultaneamente regulados durante o
crescimento cardiaco patoldgico e fisioldgico,
como remodelamento e  desenvolvimento.
Enquanto os niveis circulantes do ANP e SRA séo
fortemente determinados por alteragbes no
balango de sddio, os niveis teciduais poderiam ser
afetados por fatores locais. A ang Il tem mostrado
aumentar a secregdo de ANP pelos midcitos
cardiacos; o qual entdo inibe o crescimento dos
miécitos e a proliferacdo dos fibroblastos
(SANGHI, 2005).

Nossos resultados mostram que apds o
tratamento com isoproterenol ©0s animais
(TGM(rTon)), ou seja, que expressam tonina de
rato, nao apresentaram resposta hipertréfica
significativa quando comparados ao grupo
controle, ao contrario dos animais negativos, os
quais apresentaram hipertrofia cardiaca
significativa apds o tratamento. O aumento nos
niveis de tonina observado por Borges et al.
(2003), podem ser uma resposta fisioldgica
cardioprotetora, contraria ao desenvolvimento
hipertrofico.

Concluséo

Tonina pode estar envolvida no processo de
hipertrofia cardiaca. Nossos dados preliminares
mostram que tonina pode ser cardioprotetora no
que se refere ao processo hipertroéfico.
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