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RESUMO

O Infarto agudo do miocéardio, uma das causas mais comuns de lesées no coragéo,
provoca perda de cardiomidcitos. Assim, a proliferacdo dos cardiomidcitos apresenta-se como
alternativa para repor as células perdidas. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de proliferacdo de cardiomidcitos de ratos neonatais na presenca da angiotensina-(1-
7) [Ang-(1-7)]. A lesdo do miocardio em ratos neonatos foi induzida através da técnica da
crioinjaria. Os animais foram separados em 4 grupos experimentais: 1) animais que passaram
pela crioinjuria e foram tratados com ang-(1-7) [crio+ang-(1-7)]; I1) animais que sofreram a
injaria, mas ndo tiveram tratamento (crio); Ill) animais controle tratados com ang-(1-7)
[sham+ang-(1-7)] e IV) controle sem tratamento (sham). Apos a inducdo da lesdo, parte dos
animais foi conduzida para a analise histoldgica dos coracdes e a outra foi tratada com a Ang-
(1-7), através de administracdo subcutanea na dose de 30 pg/kg durante 35 dias. Para analise
da funcdo cardiaca dos animais tratados com Ang-(1-7) foi utilizada a técnica de
ecocardiografia. Apos esses procedimentos, foi feito o isolamento dos cardiomidcitos e as
areas das células foram medidas através de microscopia Optica. A partir da analise das laminas
histoldgicas foi possivel visualizar a leséo cardiaca. Na anélise ecocardiogréafica, observou-se
que a crioinjaria ndo provocou comprometimento da fracdo de ejecdo significativamente.
Embora tenha sido observada apenas uma tendéncia de reducdo da fracdo de ejecdo, houve
um aumento dos didmetros diastolico em 16,29% e do sistolico em 41,77% dos animais crio
comparados ao grupo sham. Adicionalmente, verificou-se que no grupo de animais
Crio+Ang-(1-7), a fracdo de ejecdo voltou aos valores controle com uma melhora de 38,43%
dessa funcédo, o diametro diastolico reduziu em 14,8% e o didmetro sistélico teve reducdo de
25,91%. Além disso, ao analisar a area dos cardiomiocitos, foi observado que as areas das
células do grupo Crio+Ang-(1-7) foram significativamente maiores que 0s demais grupos
com aumento de 16,83% em relagdo ao grupo crio e aumento de 13,79% em relacdo ao grupo
controle. Diante disso, foi possivel visualizar a injuria no coragdo dos animais, identificar que
a Ang-(1-7) melhora a fracdo de ejecdo nos animais infartados, conduz os diametros
diastdlico e sistolico para valores normais mesmo ap0s uma lesdo cardiaca e provoca
inicialmente um aumento da area celular dos cardiomidcitos de ratos que sofreram a

crioinjuria.

PALAVRAS-CHAVE: Proliferacdo. Angiotensina (1-7). Coracdo. Cardiomiocitos.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction, one of the most common causes of heart damage, causes
loss of cardiomyocytes. Thus, the proliferation of cardiomyocytes is an alternative to replace
the lost cells. Therefore, the objective of this study was to evaluate the proliferation potential
of cardiomyocytes from neonatal rats in the presence of angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)].
Myocardial injury in neonatal rats was induced by the cryoinjury technique. The animals were
separated into 4 experimental groups: I) animals that underwent cryoinjury and were treated
with ang-(1-7) [cryo + ang-(1-7)]; Il) animals that suffered the injury, but did not have
treatment (cryo); Ill) control animals treated with ang- (1-7) [sham + ang-(1-7)] and 1V)
control group without treatment (sham). After induction of the lesion, part of the animals was
submitted to histological analysis of the hearts and the other was treated with Ang-(1-7), by
subcutaneous administration at the dose of 30 pg/kg for 35 days. The echocardiographic
technique was used to analyze the cardiac function of animals treated with Ang- (1-7). After
these procedures, the cardiomyocytes were isolated and the cell areas were measured by light
microscopy. From the analysis of the histological slides it was possible to visualize the
cardiac lesion. In the echocardiographic analysis, it was observed that cryoinjury did not
cause significant impairment of the ejection fraction. Although there was only a tendency to
reduce ejection fraction, there was an increase in diastolic diameters in 16.29% and systolic in
41.77% of cryo animals compared to the sham group. Additionally, it was verified that in the
group of animals Crio + Ang- (1-7), the ejection fraction returned to the control values with
an improvement of 38.43% of this function, the diastolic diameter decreased by 14.8% and
the systolic diameter had a reduction of 25.91%. In addition, when analyzing the area of the
cardiomyocytes, it was observed that the areas of the cells of the group Crio + Ang- (1-7)
were significantly higher than the other groups with a 16.83% increase in relation to the cryo
group and increase of 13.79% in relation to the control group. Therefore, it was possible to
visualize the injury in the animals' hearts, to identify that Ang- (1-7) improves the ejection
fraction in infarcted animals, leads the diastolic and systolic diameters to normal values even
after cardiac injury and initially causes an increase in the cell area of the cardiomyocytes of

rats that suffered cryoinjury.

KEY WORDS: Proliferation. Angiotensin (1-7). Heart. Cardiomyocytes.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) sdo as principais causas de mortes no mundo,
afetando mais pessoas do que qualquer outra doenga sendo, portanto, um problema de saude
publica (OMS, 2017).

No Brasil, essas doencas representam 30% do total de Obitos e o triplo de mortes

quando comparadas com as doencas respiratérias (ROCHA, 2017; SBC, 2015a). E a primeira
causa de mortes no Brasil € por infarto agudo do miocérdio (IAM), causando por ano 100 mil
mortes (DATASUS, 2014).
O infarto agudo do miocardio ocasiona mortes de cardiomiocitos devido a uma isquemia
prolongada causada por obstrucdo de uma das artérias coronarias (DAVIES, 2000). Como o0s
cardiomiocitos sdo células que param de se multiplicar nos primeiros anos de vida, o
crescimento do coracédo causado pelo infarto ocorre devido a um remodelamento do coracéo
ocasionado pela substituicdo do tecido com fungdo contratil por um tecido cicatricial sem
funcdo. Portanto, 0 musculo cardiaco induz um mecanismo compensatério hipertréfico que
pode deixar o coragdo mais susceptivel a arritmias, ataque cardiaco fulminante e insuficiéncia
cardiaca, por exemplo (REBOUCAS; SANTOS-MAGALHAES; FORMIGA, 2016;
SCORSIN; GUARITA-SOUZA, 2001).

Nos anos 90, ndo se tinha a ideia de regeneracdo ou reparo dessas células
(RUMYANTSEV, 1977). O interesse pela regeneracdo do coracgdo intensificou-se com um
estudo mostrando a regeneracdo cardiaca de peixe-zebra adulto apds induzida uma lesdo
cardiaca (POSS et al., 2002), essa regeneracdo ocorre por desdiferenciacdo limitada nos
cardiomidcios que estdo em proliferacdo (JOPLING et al., 2010).

A partir de alguns estudos, foi notado que a Ang-(1-7) apresenta atividades
cardioprotetoras como anti-hipertrofia, antiarritmia, antifibrose e anti-proliferacdo em
fibroblastos. Seu receptor € 0 Mas e esse heptapeptideo tem como alvo principalmente o
coracao e 0s vasos sanguineos (CASTRO, 2008; SANTOS et al., 2003).

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa verificaram que a angiotensina-(1-7)
[Ang-(1-7)] estimula uma via envolvida na proliferagdo de cardiomidcitos, a via da fosfatidil
inositol-3 cinase (PI3-K). Diante disso, a hipdtese do trabalho é que a Ang-(1-7) induz a

proliferacdo de cardiomidcitos em ratos neonatos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES

Em 2016, cerca de 17,9 milhdes de pessoas morreram por DCVs, o que corresponde a
31% das mortes mundiais e 44% de todas as mortes por doencas nao transmissiveis (WHO,
2017, 2018a). Esse nimero tem crescido ao longo dos anos e, além disso, verifica-se que
dentre as dez doencas que mais causam mortes no mundo, as DCVs se mantiveram como as
principais, podendo-se destacar a doenca isquémica do coragdo como a que mais ocasionou
Obitos entre 2000 e 2016 (WHO, 2018b) (Figura 1 e Figura 2).

Figura 1 - Principais causas globais de mortes no ano 2000
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Fonte: WHO, 2018b.
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Figura 2 - Principais causas globais de mortes no ano de 2016
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Fonte: WHO, 2018b.

No Brasil, de acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) (2015a), cerca
de 350 mil pessoas a cada ano morrem devido a DCVs. Segundo a SBC, ha mais de mil
mortes diariamente, cerca de 43 a cada hora e por volta de 1 morte a cada 1,5 minuto.
Adicionalmente, essas doencas provocam 2,3 mais mortes do que todas as causas externas
(acidentes e violéncia) e 6,5 vezes mais mortes do que as causadas por infecgdes como a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquiria (AIDS) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2015a). Além disso, de acordo com o cardidmetro, indicador do nimero de
mortes por doencas cardiovasculares no Brasil e que é constantemente atualizado pela SBC,
cerca de 114.217 pessoas j& morreram devido a essas doencas até meados do més de abril de
2019 no pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2015a). A SBC em 2017
teve uma estimativa de 383.961 mortes (Figura 3) e vem verificando que as mortes por
doencas cardiovasculares vém aumentando ao longo dos anos (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2015b).
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Figura 2 - Mortes por doencas cardiovasculares no Brasil
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Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2015b.

2.2 DOENCA CORONARIANA

As DCVs sdo definidas como doengas do coracgdo e dos vasos sanguineos. Dentre elas
existe a doenca arterial coronariana (DAC) que atinge 0s vasos sanguineos responsaveis pela
irrigacdo do musculo cardiaco (SBC, 2015b).

Essa doenca atinge cerca de 7 milhGes de pessoas (TORTORA; DERRICKSON,
2016), é a causa mais comum de mortes antes dos 75 anos na Europa (TOWNSEND et al.,
2015) e a mesma provoca a cada ano por volta de 750.000 mortes nos Estados Unidos
(TORTORA; DERRICKSON, 2016), tendo sido responsavel por cerca de 1 em cada 7 mortes
em 2011 (MOZAFFARIAN, et al., 2015) nesse pais, e em 2015 correspondeu a 43,8% de
mortes dentre as DCVs nesse local (BENJAMIN et al., 2018).

A DAC ¢ a forma mais comum de doenca cardiaca e ocorre quando ha diminuicéo ou
endurecimento das artérias que fornecem sangue ao coracdo por causa do acumulo e
crescimento de placas de aterosclerose (compostas por gordura, colesterol, tecido fibroso e
outras substéncias encontradas no sangue) na parede dos vasos podendo dificultar ou impedir
o fluxo sanguineo (NEW YORK STATE, 2012; SOCERJ, 2013). Caso esse entupimento pela
aterosclerose atinja 50% ou mais do diametro da artéria, ndo havera fluxo de sangue suficiente

para fornecer nutrientes para a regido do coracdo irrigada pela artéria blogueada,
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principalmente em situacdes que ha mais necessidade de oxigénio como no momento de um
exercicio fisico (SOCERJ, 2013).

Esse fendbmeno de irrigacdo insuficiente € conhecido como isquemia que se for
prolongado pode levar a morte do tecido, que caracteriza o infarto. Se esse problema ocorrer
no coracao, ele é chamado de infarto do miocardio (SOCERJ, 2013).

2.3 INFARTO DO MIOCARDIO

As maiores causadoras de mortes no mundo séo a doenca isquémica do coragao e o
derrame, que foram responsaveis por 15,2 milhdes de mortes em 2016. Além disso, nos
altimos 15 anos, essas doencgas permaneceram sendo as principais causas de mortes no mundo
todo (WHO, 2018b).

As doencas isquémicas do coracdo (DIC) séo as principais responsaveis por mortes
por DCVs, representando 31,4 % das mortes (Figura 4) e 30,8 % dos 6bitos por DAC no
Brasil, seguidas das doengas cerebrovasculares (DCBV) que representam 29,5% das mortes
por DCVs e 30,0% por DAC no pais (ROCHA, 2017).

Figura 4 - Taxa de mortalidade no Brasil por doenca cardiovascular (DCV) e
distribuicéo por causas no ano de 2013

357
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G T T T T

DIC DCbV DH ICC Outras DCV

Legenda: DIC: Doencas isquémicas do coracdo; DChV: Doenga cerebrovascular; DH: doencgas hipertensivas;
ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva; DCV: doencas cardiovasculares. Fonte: ROCHA , 2017.
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O Infarto do Miocérdio (IM) esteve inserido como o segundo grupo de causas com
maior ndmero de 6bitos no Brasil entre os anos de 2004 e 2014 (SBC, 2015b). E definido
como sendo a obstrucdo completa do fluxo sanguineo em uma artéria coronaria, ocasionando
o infarto (morte de uma area de tecido induzida pela interrupcdo da irrigacdo sanguinea)
(TORTORA; DERRICKSON, 2016). Quando o tecido cardiaco distal morre devido a uma
obstrucdo o mesmo € substituido por tecido cicatricial que ndo é contratil, diminuindo,
portanto, sua forca de contracdo (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

Um infarto pode realizar alteragdes no complexo estimulante do coragdo e ocasionar
morte subita, dependendo da extensdo e da localizacdo da &rea infartada. No entanto, se o
musculo cardiaco receber ao menos 10 a 15% de sua irrigacdo sanguinea normal, ele se
mantém vivo em uma pessoa em repouso (TORTORA.; DERRICKSON; 2016).

Quando ocorre o infarto agudo do miocardio, a disfuncdo dos ventriculos é ocasionada
principalmente pela perda de cardiomidcitos, prejudicando a fracdo de ejecdo (TUCCI, P. J.
F., 2011). Com um acidente isquémico que culmina na morte de cardiomidcitos adultos, ha
uma fibrose do musculo cardiaco que pode conduzir a insuficiéncia cardiaca. 1sso porque 0s

cardiomidcitos adultos ndo conseguem se multiplicar naturalmente (SOUZA et al., 2002).

2.4 PROLIFERAGCAO DE CARDIOMIOCITOS

Os cardiomiocitos por serem celulas vitais para o coracdo, a perda e a regeneracao
insuficiente das mesmas contribuem para a patogénese de muitas doencas cardiovasculares
(PONNUSAMY; LI; WANG, 2017).

Acreditava-se que os cardiomiocitos de adultos mamiferos eram células pds-mitéticas,
retirando-se do ciclo celular de maneira irreversivel e passando a crescerem apenas por
hipertrofia. Dessa forma, ap0s a perda de cardiomidcitos, o coracdo seria incapaz de gerar
novas células (FERNANDES; PERIN, 2007; YUTZEY, 2017). A partir de alguns
experimentos o paradigma de que o coracdo adulto é um o6rgdo terminalmente diferenciado
tem sido alterado (BERGMANN et al., 2009).

A falta de reposicdo de cardiomiocitos induz um remodelamento do tecido cardiaco
em adultos, j& nos tecido miocardico neonatal e fetal ndo hd muitos prejuizos devido a
proliferacdo de cardiomidcitos pré-existentes, mantendo, portanto, seu tecido contratil. Com
isso, alguns estudos enfatizam a capacidade de reentrada dos cardiomidcitos no ciclo celular
estimulando algumas vias de sinalizacdo (PONNUSAMY; LI; WANG, 2017).
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Estudos realizados por Poss, Wilson e Keating (2002) demonstraram, que hd completa
regeneracdo do coracdo no peixe-zebra, sem formacdo de cicatriz, apds 2 meses de uma
resseccdo cardiaca em que se retirou 20% do 6rgdo. Em os coragdes de camundongos
neonatos, apds cirurgia de resseccdo cardiaca com 1 dia de vida, foi observado que eles
possuiam a capacidade de regeneracdo até 7 dias de idade (PORRELLO et al., 2011). Essa
regeneracdo do oOrgdo foi atribuida & desdiferenciacdo e proliferacdo generalizada dos
cardiomidcitos com reduzida hipertrofia ou fibrose. Adicionalmente, foi verificado que os
novos cardiomidcitos componentes do tecido regenerado eram originados de cardiomidcitos
preexistentes (PORRELLO et al., 2011).

Outros estudos demonstram que o coracdo de mamiferos possui uma capacidade
regenerativa do coracdo fetal que pode compensar uma perda efetiva de 50% do tecido
cardiaco ao haver a proliferacdo de células cardiacas saudaveis remanescentes, tendo como
resultado um coragéo totalmente funcional (DRENCKHAHN et al., 2008).

Para induzir a proliferacdo dessas células durante o desenvolvimento do organismo,
algumas estratégias ja foram estudadas. Uma delas é a utilizacdo da periostina que estimula a
entrada de cardiomiocitos mononucleados no ciclo celular por meio da ativacdo da fosfatidil
inositol-3-OH quinase (P13-K) (KUHN et al., 2007).

Nos estudos sobre a periostina, foi notado que com a reentrada dos cardiomidcitos no
ciclo celular observou-se um melhor remodelamento ventricular, melhor fun¢do do miocardio
e fibrose e tamanho de infarto reduzidos, além de um aumento da angiogénese (KUHN et al.,
2007). Além disso, foi verificado que a via da PI3-K é suficiente para a reentrada das células
cardiacas no ciclo celular mesmo na auséncia de periostina (KUHN et al., 2007).

Adicionalmente, o fator de crescimento de fibroblastos (FCF) também ativa a
proliferacdo através da PI3-K e essa reentrada das células no ciclo celular por estimulo do
FCF ainda é potencializada pela inibicdo da proteina quinase ativada por mitégeno p38 (MAP
quinase p38) (ENGEL et al., 2005).

Adicionalmente, foi observado que fatores extracelulares diferentes induzem a
proliferacdo de cardiomidcitos através da ativacdo de vias que convergem na PI3-K
(BERSELL et al., 2009). Outro exemplo disso &€ a proliferacdo de cardiomiocitos
diferenciados in vitro por meio da neuregulinal (NRG1) que é um fator de crescimento com o
ErbB4 como seu receptor de tirosina quinase (BERSELL et al., 2009).

A neuregulinal induz apenas a divisdo dos cardiomidcitos mononucleados e nos
estudos com esse fator de crescimento houve a regeneracdo do miocardio que resultou na

melhora da funcgéo cardiaca apés o infarto do miocardio (BERSELL et al., 2009). A partir dos
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experimentos, foi verificado que a atuacdo da neuregulinal na indugdo da proliferacdo dos
cardiomidcitos € dependente de P13-K (BERSELL et al., 2009).

Além disso, a via de sinalizacdo Hippo € um repressor endogeno da renovacao e
regeneracdo de cardiomidcitos adultos por inibir a proliferacdo celular (HEALLEN et al.,
2013). Com isso, a inibicdo da via de sinalizacdo Hippo pela proteina Yap é outra estratégia
que promove a regeneragdo cardiaca e melhora a contratilidade apds o infarto do miocardio
através da inducdo a proliferacdo de cardiomidcitos embrionarios ao ativar o fator de
crescimento semelhante a insulina que ativa a PI13-K e a Akt (DORN; FORCE, 2005; ZHOU,
etal., 2015; XIN et al., 2013).

A PI3-K quando estimulada induz a reentrada dos cardiomiécitos no ciclo celular e a
Akt quando ativada confere protecdo contra a morte celular provocada por isquemia e
disfuncéo cardiaca (DORN; FORCE, 2005; KUHN et al., 2007).

Adicionalmente, a Yap também ativa as vias de sinalizacdo de Wnt que promove a
proliferacdo de progenitores cardiacos (COHEN; TIAN; MORRISEY, 2008; XIN et al.,
2011). Essa atividade regenerativa da Yap relaciona-se com a ativacdo de programas
geneticos embrionarios e proliferativos em células cardiacas (XIN et al., 2013).

A partir dessas evidéncias, verifica-se que a via de sinalizacdo Hippo-yap pode
contribuir para o reparo das células cardiacas ap6s a inducdo de uma leséo cardiaca (XIN et
al., 2013).

2.5 ANGIOTENSINA (1-7)

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema hormonal que tem o papel
essencial relacionado ao controle da pressao arterial e homeostasia hidroeletrolitica do corpo.
A Angiotensina Il (Ang 1) é conhecida classicamente como a principal substancia ativa desse
sistema promovendo a maior parte dos efeitos fisioldgicos (DE OLIVEIRA; ALVES;
BARAUNA, 2003; MENARD, 1993).

No entanto, essa visdo tem sido mudada ao longo dos anos, pois se sabe que a
multiplicidade de funcBes do sistema ocorre devido também as ac¢bes paracrina e autocrina
tanto da Ang Il como também de outros elementos produzidos pelo sistema (DE OLIVEIRA,;
ALVES; BARAUNA, 2003).

Outra substancia importante desse sistema é a Ang-(1-7) que tem um papel
cardioprotetor, antiarritmico e melhora a contratilidade, além disso, melhora a funcéo
miocardica (tensdo sistdlica) na isquemia/reperfusdo (BENTER et al., 2006; FERREIRA,
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SANTOS; ALMEIDA, 2001, 2002). Ela pode ser produzida pela enzima conversora de
Angiotensina 2 (ECA 2) ao utilizar como precursor a Ang Il (Figura 5). Além disso, a Ang-
(1-7) é um heptapeptideo que pode ser produzido também a partir da Angiotensina I (Ang I)
através de outras endopeptidases (FERRARIO et al., 1997).

Figura 3 - Sistema Renina Angiotensina

Angiotensinogénio —u]—oi“;ir_wé-_(;-—{z_)"i— NEP
Renina ECA
Ang | ECA 2 Ang-(1-9)
ECA PEP, NEP ECA
Ang Il ECA 2 Ang-(1-7) e
AT AT: mas

Legenda: ECA: enzima conversora de angiotensina; NEP: endopeptidase neutra; PEP — Prolilendopeptidase.
Fonte: Adaptado de JESSUP et al., 2008.

A Ang-(1-7) age em seu receptor Mas que € um receptor acoplado a proteina G
(SANTOS et al., 2003). Quando esse peptideo atua em seu receptor, ha ativacdo da via
PI3K/Akt que promove a ativacdo das NOS 1 e NOS 3, com isso, ha producdo de Oxido
nitrico (NO) nos cardiomidcitos (DIAS-PEIXOTO et al.,2008; SAMPAIO et al., 2007). Com
0 aumento de NO ha estimulacdo da guanosina monofosfato ciclica (cGMP) que atua
bloqueando a via hipertréfica por meio da inibicdo da translocacdo de NFAT induzida por
Ang Il (Figura 6) (GOMES; SANTOS; GUATIMOSIM, 2012).

Além dessa, outras vias de atuacdo da Ang-(1-7) para inibicdo do crescimento celular
sdo pela endotelina (ET-1) e pelo soro bovino fetal (FBS). Essas vias culminariam no
crescimento celular, no entanto a Ang-(1-7) bloqueia essas vias impedindo com isso o
crescimento da célula (GOMES; SANTOS; GUATIMOSIM, 2012).
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Com isso, o0 NO é importante para a regulacdo da funcdo miocardica no coragao
normal, sobrecarregado e no 6rgao infartado (UMAR; VAN DER LAARSE, 2010). Baseado
nisso, verifica-se que a Ang-(1-7) atuando no receptor Mas pode ser uma possibilidade de

tratamento de doencas cardiovasculares (SANTOS et al., 2003).

Figura 4 - Vias de sinaliza¢cdo que convergem para o bloqueio da hipertrofia cardiaca
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Legenda: ET-1: endotelina; Ang Il: angiotensina Il; Ang- (1-7): angiotensina- (1-7); ET-R: receptor de
endotelina; AT1-R: receptor AT1; Mas: Receptor Mas; B,R: receptor de bradicinina tipo 2; FBS: soro bovino
fetal; NFAT: fator nuclear de células T ativadas; GSK3p: glicogénio sintase cinase 3; PI3-K: fosfatidil inositol
3-cinase; AKT: proteina cinase B; NOS3: dxido nitrico sintase 3; NOS1: oxido nitrico sintase 1; NO: 6xido
nitrico; cGMP: monofosfato de guanosina ciclico; ERK %2: cinase regulada por sinal extracelular 1/2. Os pontos
de interrogacéo correspondem as areas em que o estado atual do conhecimento ainda ndo é totalmente descrito.
Fonte: GOMES, SANTOS, GUATIMOSIM, 2012.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a¢Bes da angiotensina-(1-7) na regeneracdo cardiaca de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar de forma qualitativa a lesdo cardiaca;

e Analisar os efeitos da angiotensina-(1-7) na fungdo cardiaca de animais com leséo
cardiaca;

e Analisar os efeitos da angiotensina-(1-7) na area celular de cardiomidcitos

provenientes de animais com lesdo cardiaca.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAIS PARA REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os procedimentos de preparacdo das ldminas histoldgicas foram realizados no Laboratério
Multiusuario do Departamento de Biologia Molecular e no Laboratério de Imunologia e
Patologia de Invertebrados e os demais experimentos foram feitos no Laboratério de

Biotecnologia Molecular e Celular, ambos da Universidade Federal da Paraiba.
4.2 AUTORIZACOES

Este trabalho foi aprovado pelo Departamento de Biotecnologia e pela comissdo de
ética no uso de animais do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), sob o protocolo CEUA n° 0204/13.

4.3 ANIMAIS

Para os experimentos, foram utilizados ratos Wistar neonatos de um a sete dias de
vida, provenientes do biotério prof. Thomas George (CBiotec — UFPB). Os animais foram
separados em quatro grupos experimentais: animais que passaram pela crioinjdria e foram
tratados com ang-(1-7) [crio+ang-(1-7)]; animais que sofreram a injdria, mas ndo receberam
tratamento com ang-(1-7) (crio); animais controle tratados com ang-(1-7) [sham+ang-(1-7)] e

controle sem tratamento com ang-(1-7) (sham).
4.4 INDUCAO DA LESAO DO MIOCARDIO

Para inducéo da lesdo do miocardio, foi utilizada a técnica de crioinjuria. Inicialmente,
apos hibernacdo em gelo e higienizacdo do neonato com alcool etilico 70% e alcool iodado
principalmente na regido da pele proxima a regido que sera realizada a inciséo (Figura 7A), o
animal foi imobilizado em decubio dorsal usando uma fita crepe. Em seguida, foi feita uma
toracotomia esquerda (Figura 7B) entre a 3% e 42 costelas, de maneira que os musculos
intercostais foram separados (Figura 7C). Depois, foi realizada a exposi¢do do coracdo e foi
feita uma lesdo no apice do ventriculo esquerdo durante 5 segundos utilizando para isso uma
haste metalica que estava previamente mergulhada em nitrogénio liquido (Figura 7D). Apos a

realizacdo da injdria, o coracao foi recolocado na caixa toracica e foi realizada a sutura de
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musculatura, costelas e pele. Por fim, os animais foram levados para recuperacdo em

condig¢Bes normais.

Figura 5 - Cirurgia de crioinjuria em ratos

Legenda: (A) Hibernagdo em gelo, higienizacao e localizagdo das costelas do animal,
(B) Toracotomia esquerda, (C) Afastamento das costelas, (D) Crioinjdria por meio do
contato de uma haste metalica previamente resfriada em nitrogénio liquido no
apice do coracdo. Fonte: Adaptado de MAHMOUD et al., 2014.

4.5 HISTOLOGIA

A confirmagdo da presenca de lesdo no coragdo foi realizada através da anélise
histoldgica do tecido cardiaco. Para isso, apos a realizacdo da cirurgia de crioinjuria nos ratos
neonatos de 7 dias de vida e posterior recuperacdo dos mesmos durante 3 horas em condicGes
normais, os animais foram eutanasiados e seus corac¢des foram colocados em cassetes imersos
em formalina a 10% em uma relacdo de 1:10 (amostra:formalina). Em seguida, foram
armazenados a 4°C.

Depois de um periodo de 48 horas, a formalina foi retirada do recipiente que continha

as amostras e as mesmas foram lavadas em agua corrente por 10 minutos. Em seguida, foi
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colocado no recipiente alcool etilico 70% em uma quantidade de 1:10 (amostra : &lcool etilico
70%) e elas foram armazenadas a 4°C.

Apos cinco dias, foi realizado o processamento automatico do material que
permaneceu em alcool etilico 80% por uma hora, em seguida houve trés passagens de uma
hora em alcool etilico 96%, depois trés passagens de uma hora em alcool etilico P.A., em
seguida uma hora em solucéo contendo 50% &lcool etilico P.A. e 50% xilol P.A., depois duas
passagens em xilol P.A. por uma hora e por fim duas passagens de uma hora em parafina
histoldgica.

No dia seguinte, o material foi retirado do processador de tecidos e foi realizada
também a incluséo dos coragdes em parafina histologica formando um bloco com o cassete.

Depois de dois dias, foram feitos cortes no micrétomo com uma espessura de 5um
para posterior confeccdo das laminas. Cada corte foi colocado em &agua destilada em um
banho maria a aproximadamente 44°C, para que as amostras ficassem uniformes e sem
dobras. Em seguida, os cortes foram acomodados em uma lamina de vidro e colocados para
secar.

Apos 1 dia, as amostras foram levadas para uma estufa onde permaneceram por 2
horas a 50°C para que os cortes fixassem melhor na lamina e ndo soltassem durante a

coloragéo (Figura 8).

Figura 6 - Lamina histolédgica pronta para coloragao

Fonte: Presente trabalho.
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4.5.1 Coloracéo Hematoxilina de Harris & Eosina (HE)

Em seguida, foram selecionadas algumas laminas para realizar a coloragdo pelo
método convencional Hematoxilina de Harris & Eosina (H&E). Para isso, foi feita, 1 imersdo
por 5 minutos em xilol P.A., 6 imersdes em xilol P.A. novamente, 2 passagens de 6 imersdes
em alcool etilico P.A., 6 imersdes em alcool etilico 96%, 6 imersdes em alcool etilico 70%, 6
imers6es em alcool etilico 50%, 1 imersao em agua destilada durante 2 minutos, 1 imersao em
Hematoxilina de Mayer, novamente 1 imersdo em agua destilada por 2 minutos, 1 imersdao em
alcool etilico 70% por 3 minutos, 1 imersdo em eosina durante 1 minuto e 30 segundos, 2
passagens com 6 imersdes em alcool etilico 96%, 2 passagens com 6 imersdes em alcool
etilico P.A. e por fim 1 imersdo em xilol P.A. por 3 minutos. Quando os cortes ficaram secos
foi realizada a montagem das I&minas com uma laminula e com entellan como meio para
montagem.

Com isso, por a Hematoxilina ser um corante basico, ela cora componentes acidos das
células, sendo responsavel principalmente pela coloracdo azul escuro do ndcleo, ja a Eosina €
um corante acido que cora as estruturas basicas da célula em rosa, destacando bem o

citoplasma da célula.
4.5.2 Coloracdo com Tricomio de Masson (TM)

Para essa coloracdo, foram seguidas as instrugbes de acordo com o protocolo
especificado pelo fabricante WCor Corantes como especificado a seguir.

Inicialmente, foi realizada a desparafinizagdo com xilol P.A. por 5 minutos. Em
seguida, foram feitas 6 imersdes em xilol P.A., depois 2 passagens de 6 imersGes em alcool
etilico P.A., 6 imersdes em &lcool etilico 96%, 6 imersdes em &lcool etilico 70%, 6 imersdes
em alcool etilico 50% e 1 imersdo em agua destilada. Em seguida, os cortes foram cobertos
com o reagente A que contém Alumen de ferro por 5 minutos, depois foram lavados
suavemente com agua destilada, em seguida, foram cobertos com o reagente B composto por
Hematoxilina por 3 minutos, sem lavar a lamina foi colocado o reagente C que tem alcool
etilico por 15 minutos e depois as ldminas foram lavadas com agua destilada para posterior
cobertura com o reagente D que possui uma solucdo diferenciadora que agiu por 5 minutos.
Em seguida, a lamina foi lavada com agua corrente por 5 minutos e depois disso, 0s cortes

foram cobertos com gotas do reagente E composto por fucsina durante 5 minutos para a
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posterior lavagem com &gua destilada. Depois, foi utilizado o reagente F que contém acido
fosfomolibdico por 5 minutos e sem lavar os cortes foram cobertos com o reagente G
composto por azul de anilina durante 5 minutos. Apds passar por esses reagentes contidos no
kit, a 1dmina foi lavada mais uma vez com &gua destilada e a mesma passou por mais uma
série de alcodis em que primeiro, foram realizadas 2 passagens com 6 imersées em alcool
etilico 96%, depois 2 passagens com 6 imersGes em alcool etilico P.A. e por fim 1 imersdo em
xilol P.A. por trés minutos.

Dessa forma, o tecido hialino é corado de vermelho, os nucleos ficam negros, o
citoplasma adquire varios tons de vermelho, as fibras coladgenas se apresentam em azul

intenso e as mucinas em azul claro.
4.6 TRATAMENTO DOS ANIMAIS COM ANG-(1-7)

Apo6s induzida a lesdo, foi iniciado o tratamento com a Ang-(1-7) por 35 dias. Os
animais foram tratados diariamente, via inje¢des subcutneas na dose de 30ug/kg. Ja os
animais controle receberam injecdes subcutaneas de solucdo salina a 0,9% de NaCl (1
mL/kg/dia) durante 35 dias.

4.7 MEDIDA DA FUNCAO CARDIACA

Para analisar a funcdo cardiaca, os animais foram anestesiados com cetamina (75
mg/kg) associada com xilazina (15 mg/Kg) administrados intraperitonealmente. Em seguida,
foi realizada a tricotomia da porcdo esquerda do térax dos ratos, e passaram pela avaliacdo
Ecocardiografica, onde foram avaliadas, nos modos mono (M) e bidimensional (bi), as
variaveis: diametro diastolico, diametro sistolico e fracdo de ejecdo. Para realizacdo do
exame, 0s animais foram posicionados em decubito dorsal e foi utilizado o equipamento
modelo SonoSite M-Turbo. Para avaliar as medidas estruturais do coragdo foram obtidas
imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo
bidimensional, estando o transdutor em posi¢do para-esternal eixo menor. A avaliagdo do
ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o cursor do modo-M (Figura 9) logo
abaixo do plano da valva mitral no nivel dos musculos papilares (SIMONE et al., 1992;
PLANA et al.,, 2014). A fungdo sistdlica do VE foi avaliada pela porcentagem de

encurtamento sistolico [(didmetro diastdlico — didmetro sistélico) / didmetro diastolico].



31

Figura 7 - Ecocardiografia — Anélise em modo Monodimensional
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Fonte: Gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Enéas Ricardo de Morais Gomes.

4.8 ISOLAMENTO DOS CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES

Apos esses procedimentos, com 0s animais ja na fase adulta e pesando entre 92-130g
foi feito o isolamento dos cardimidcitos pelo método de perfusdo retrograda pela artéria aorta
(Langendorff). Para isso foram utilizados 3 tubos com em diferentes componentes. O tubo 1
continha solucéo de digestdo (SD) (NaCl 130 mM; KCI 5,4mM; Hepes 25,0 mM; MgCl, 0,5
mM; NaH,PO, 0,33 mM; glicose 22,0 mM e insulina 10 puL/L), CaCl, e colagenase e 0s tubos
2 e 3 continha SD e CaCl,.

Apobs a retirada do coragdo, banhados com SD, o 6rgdo e a aorta foram limpos
retirando-se coagulos e estruturas ndo importantes para o isolamento. Em seguida, o coracao
foi canulado em uma seringa pela artéria aorta (Figura 10A) e foi colocado em um sistema de
perfusdo (Figura 10B) com a solucdo do tubo 1 recirculando no sistema. Apds 1 minuto,
houve adicdo de colagenase para que os cardiomidcitos fossem liberados (Figura 10C e Figura
10D).
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Figura 8 - Isolamento de cardiomidcitos apds tratamento com angiotensina (1-7)
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Legenda: (A) Canulagdo pela artéria aorta, (B) Sistema de perfusdo, (C) e (D) Solugdo de digestdo enzimatica
passando pelos vasos do coracéo, (E) Purificacdo dos cardiomiocitos através de centrifugagdes. Fonte: Adaptado
de LOUCH, SHEEHAN, WOLSKA, 2011.

Em seguida, ap6s 15 minutos as cdmaras ventriculares foram removidas e picotadas e
transferidas para o tubo 2 para a realizacéo da digestdo mecénica em banho a 37°C com 0 uso
de uma pipeta de transferéncia. Depois, foi realizada a filtracdo e apds a obtencéo do filtrado,
0 mesmo passou pela primeira centrifugacdo durante 1 min a 100 rpm em temperatura
ambiente para purificacdo dos cardiomiodcitos. Apos o descarte do sobrenadante, o pellet de
células foi ressuspendido com a solucdo do tubo 3 na qual permaneceu sem agitacdo por 4
minutos. Depois, foi feita a segunda centrifugacdo nas mesmas condigdes da primeira, 0
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas com paraformaldeido (PFA)
4% para fixagdo das células. Depois, os cardiomidcitos foram transferidos para um microtubo
de 1,5 ml, que passou por mais uma centrifugacéo, o pellet foi ressuspendido com salina a
0,9% e foram armazenados em geladeira a 4° C para posterior medicao da area celular (Figura
10E).

4.9 MEDICAO DA AREA CELULAR DE CARDIOMIOCITOS

Com os cardiomidcitos ventriculares isolados e fixados, foi realizada uma andlise
microscopica Optica em que se utilizou o software ZEN para realizar a medida da area celular
(Figura 11).
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Figura 9 - Medicgdo da area de cardiomidcitos por microscopia 6ptica

Legenda: A linha vermelha delimita a célula para a determinacgéo da area celular.
Fonte: autoria propria

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a apresentacdo dos dados foi utilizado média = EPM e as analises de comparacao
foram feitas por ANOVA de uma via, seguida por pds-teste de Bonferroni.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISES HISTOLOGICAS

5.1.1 Analise qualitativa da lesdo cardiaca com coloracdo HE

Apos a analise microscopica das ldminas que passaram pela coloragdo de HE, foi
observado que a maior parte do coracdo € constituida por células do musculo cardiaco
(coloragdo rosa). Ao comparar os coragdes sem lesdo cardiaca (sham) (Figura 12A e 12B) e
0s que passaram pela cirurgia de crioinjuria (crio) (Figura 12C e 12D), nota-se que na regiao
correspondente ao apice cardiaco dos animais crio ha um aspecto tecidual diferenciado em
relacdo as outras regides do 6rgao, com areas mais brancas, indicando, com isso, auséncia de

células normais no tecido cardiaco e presenca da injuria no coragao.

Figura 10 - Visualizacdo microscopica de histologia de corac@o de rato com coloracéo
HE

Legenda: corte histologico de coragdo de animal sham (A e B), corte histoldgico de coracéo de animal que
passou pela cirurgia de crioinjaria (C e D). Todos os cortes passaram pela coloragdo com HE. Barra de escala de
A e C: 500um. Barra de escala de B e D: 200 pm.
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5.1.2 Andlise qualitativa da lesdo cardiaca com coloragdo TM

Com a analise microscépica das ldminas coradas com o kit de Tricromio de Masson,
verificou-se a maior presenca de ceélulas do musculo cardiaco com coloracdo vermelha. Em
seguida, analisando os cora¢des sham (Figura 13A e 13 B) e 0s que passaram pela cirurgia de
crioinjaria (Figura 13C e 13D), verifica-se na regido do apice cardiaco dos animais crio uma

coloracdo diferenciada, com areas mais brancas indicando a presenca da lesdo cardiaca.

Figura 11 - Visualizacdo microscopica de histologia de coragao de rato com coloragao
™

Legenda: corte histologico de coracdo de animal sham (A e B), corte histoldgico de coragdo de animal que
passou pela cirurgia de crioinjdria (C e D). Todos os cortes passaram pela coloragdo com kit de Tricrémio de
Masson. Barra de escala de A e C: 500um. Barra de escala de B e D: 200 pum.

5.2 ANALISE DA FRACAO DE EJECAO POR MEIO DA ECOCARDIOGRAFIA

A partir da anélise dos dados da ecocardiografia, observou-se que ndo houve diferenca

significativa na fracdo de ejecdo dos animais que passaram pela indugdo do infarto agudo do
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miocérdio por meio da crioinjdria (crio) quando comparados com o grupo controle (sham)
(Figura 14). Apesar disso, foi observada uma tendéncia de reducdo da fracdo de ejecdo nos
animais crio em relacdo ao grupo controle. Essa tendéncia verificada nos animais crio pode
ser explicada pelo aumento significativo dos diametros diastélico de aproximadamente
16,29% (Figura 15) e sistolico de aproximadamente 41,77% (Figura 16) comparados ao grupo
controle. Com esse aumento, ha um limite da fracdo de encurtamento, causando, com isso,
prejuizos na fracéo de ejecéo.

Além disso, foi verificado que os animais que ap0s a crioinjuria receberam o
tratamento com Ang-(1-7) [Crio + Ang-(1-7)] ndo tiveram prejuizo em sua fracdo de ejecdo
comparado com o grupo controle (Figura 14) e quando comparado com o grupo Crio, houve
um aumento de 38,43% da fracdo de ejecdo (Figura 14), indicando uma melhora na funcéo
cardiaca. Essa normalidade da fracdo de ejecédo do grupo Crio + Ang-(1-7) comparado com o
grupo sham também pode ser observada ao verificar a reducdo do didmetro diastélico de
aproximadamente 14,8% (Figura 15) e do sistolico de aproximadamente 25,91% (Figura 16),
retomando, dessa forma, aos valores controle.

Adicionalmente, é possivel verificar valores semelhantes da fracdo de ejecdo e dos
didmetros diastolico e sistolico entre os animais dos grupos sham e sham + Ang-(1-7),

indicando, portanto, que a Ang-(1-7) ndo exerce efeito em animais saudaveis.

Figura 12 - Fragéo de ejecéo obtida das imagens no modo bidimensional da técnica de
ecocardiografia
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Legenda: Sham: animais controle sem tratamento; sham+ang-(1-7): animais controle tratados com ang-(1-7);
Crio: animais que sofreram a injlria, mas nao tiveram tratamento; Crio+ang-(1-7): animais que passaram pela
crioinjdria e foram tratados com ang-(1-7). *p<0.05 quando comparado com os dois grupos que envolvem a
barra.
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Figura 13 - Analise do Diametro Diastolico
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Legenda: Os didmetros foram obtidos das imagens no modo bidimensional do ecocardiograma realizado. Sham:
animais controle sem tratamento; sham+ang-(1-7): animais controle tratados com ang-(1-7); Crio: animais que
sofreram a injuria, mas ndo tiveram tratamento; Crio+ang-(1-7): animais que passaram pela crioinjiria e foram
tratados com ang-(1-7).*p<0.05 quando comparado com 0s demais grupos.

Figura 14 - Analise do Didmetro Sistélico
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Legenda: Os diametros foram obtidos das imagens no modo bidimensional do ecocardiograma realizado. Sham:
animais controle sem tratamento; sham+ang-(1-7): animais controle tratados com ang-(1-7); Crio: animais que
sofreram a injdria, mas ndo tiveram tratamento; Crio+ang-(1-7): animais que passaram pela crioinjria e foram
tratados com ang-(1-7). *p<0.05 quando comparado com os demais grupos.
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5.3 ANALISE DAS AREAS DOS CARDIOMIOCITOS

Ao analisar a &rea dos cardiomiocitos provenientes dos quatro grupos (Figura 17),
verificou-se que apenas 0s animais do grupo que passou pela crioinjiria e teve posterior
tratamento com Ang-(1-7) tiveram os cardiomiécitos significativamente maiores,
correspondendo em média de 16,83% de aumento em relacdo ao grupo que passou apenas
pela crioinjdria e ndo recebeu tratamento e 13,79% em relacdo ao grupo controle. Ademais, é
notado que o grupo dos animais que sofreram apenas a lesdo do miocérdio e ndo receberam
tratamento com a Ang-(1-7) ndo tiveram um aumento celular significante que caracterizaria
uma hipertrofia (Figura 17).

Além disso, ao comparar 0s grupos sham e sham + Ang-(1-7) pode ser observado que
a Ang-(1-7) nédo alterou significativamente os valores da area celular dos animais sham,

indicando novamente que essa substancia ndo promove efeitos em animais sadios.

Figura 15 - Area celular dos cardiomidcitos dos quatro grupos analisados por
microscopia optica
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Legenda: Sham: animais controle sem tratamento; sham+ang-(1-7): animais controle tratados com ang-(1-7);
Crio: animais que sofreram a injuria, mas ndo tiveram tratamento; Crio+ang-(1-7): animais que passaram pela
crioinjuria e foram tratados com ang-(1-7). *P<0.05 quando comparado com os demais grupos.



39

6 DISCUSSAO

No presente estudo identificamos que o método de crioinjuria foi eficiente em
promover lesdo cardiaca nos animais, bem como verificamos que a Ang-(1-7) promoveu
melhoras na funcdo cardiaca dos animais que sofreram a crioinjuria cardiaca. A seguir
apresentaremos as principais discussoes relacionadas aos nossos achados.

O citosol das células cardiacas foi corado em rosa nos coragdes que passaram pela
coloragdo com HE (Figura 12) e em vermelho quando os cortes do tecido cardiaco foram
submetidos a coloracdo com Tricrébmio de Masson (Figura 13). Diante disso, apos verificar
que houve reducdo das areas correspondentes ao citosol das células cardiacas através das
laminas histologicas, pode-se dizer que houve uma redugdo de tecido cardiaco normal,
indicando, portanto, a presenca da lesdo induzida pela crioinjaria nos cora¢des das laminas
que passaram por cada um dos dois tipos de coloracdo. Em consonancia com nosso estudo,
Polizzotti e colaboradores (2015) também analisaram de forma histoldgica coracfes de ratos
neonatos sham e que passaram pela crioinjuria. Com esse experimento, 0s autores puderam
perceber que houve formagéo de cicatriz na regido do coragdo dos animais lesionados quando
comparados com o grupo sem lesdo, evidenciando, portanto, que a crioinjiria € uma técnica
adequada para instalar uma lesdo no tecido cardiaco.

Os dois tipos de coloracdo originaram os mesmos resultados em nosso estudo. No
entanto, apesar de corarem adequadamente o tecido cardiaco, eles possuem diferencas entre
si. A principal delas é que a coloragdo com TM destaca bem tecido fibrdtico que serd mais
bem evidenciado em coragdes retirados apds um maior periodo depois da inducdo da leséo
pela crioinjuria, ja a coloracdo com HE ndo evidencia muito bem esse tecido.

Com a analise ecocardiogréafica, observou-se que o0s animais que sofreram a crioinjdria
ndo apresentaram diferenca estatistica significante na fragdo de ejecdo quando comparados
com o grupo controle. No entanto, observou-se uma tendéncia de reducdo desse parametro.
Estudos de Polizzotti e colaboradores (2015) demonstraram atraves da técnica de
ecocardiografia que com a crioinjuria houve reducdo da fracdo de ejecdo. Essa tendéncia na
reducdo da fracdo de ejecdo pode ser atribuida a perda de células cardiacas e a ndo
regeneracdo do tecido devido a saida dos cardiomidcitos do ciclo celular. Corroborando com
essa tendéncia, Porrello e colaboradores (2011) induziram a perda de células utilizando a
técnica cirdrgica de resseccdo apical de coracdes de animais. Ao utilizar também animais com
7 dias de vida, eles observaram que os coragcfes desses animais ndo conseguiram regenerar

seus tecidos apos terem sido submetidos a uma perda de células. Além disso, eles também
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verificaram a formagao de tecido fibroso indicando novamente que o tecido cardiaco ndo foi
recuperado.

Com a ecocardiografia também foi possivel observar que o tratamento com Ang-(1-7)
em animais submetidos a crioinjuria foi eficaz em preservar a fracdo de ejecdo do coracéo.
MARQUES e colaboradores (2012) induziram o infarto no miocérdio (IM) em ratos através
da ligadura da artéria coronaria esquerda e os trataram com Ang-(1-7). Ao observar a fracdo
de ejecdo desses animais pela técnica de ecocardiografia, verificaram também que a Ang-(1-
7) melhorou significativamente a fracdo de ejecdo dos animais que passaram pelo IM. Além
disso, Santos e colaboradores (2006) corroboram com esses resultados, pois através de
andlises ecocardiogréficas, também verificaram que a Ang-(1-7), quando age em seu receptor
Mas, desempenha um papel essencial para manter a estrutura e fun¢do do coracéo.

Ao analisar os diametros diastolico e sistolico das cavidades ventriculares dos animais
que sofreram crioinjdria, observou-se que esses animais apresentaram aumento nos diametros
diastolico e sistolico. No entanto, outros trabalhos tiveram resultados diferentes como o
estudo realizado por Porrello e colaboradores (2011) que, ao realizarem a ecocardiografia em
animais com 1 dia de vida submetidos a cirurgia de ressec¢édo apical de coracdo, perceberam a
melhora da fungdo cardiaca com funcdo sistolica normal pois, como 0s neonatos com 1 dia de
vida ainda se encontram na janela proliferativa dos cardiomidcitos a perda de células nessa
fase do desenvolvimento ainda pode ser reparada.

Na analise dos diametros diastdlico e sistdlico das cavidades ventriculares dos animais
tratados com Ang-(1-7), foi verificado que, ap0s o tratamento, os valores retomaram aos
niveis controle, mostrando que esse peptideo é fundamental para a melhora da fungéo
cardiaca principalmente ap6s uma perda de cardiomiocitos. Outros estudos também
mostraram o importante papel da Ang-(1-7) no coracdo, como o realizado por Santos e
colaboradores (2006), que ao realizarem a ecocardiografia em camundongos com deficiéncia
do receptor Mas, receptor da Ang-(1-7), foi observado reducéo significativa do encurtamento
fracionario, da espessura da parede posterior na sistole e da dimensdo diastolica final do
ventriculo esquerdo. Adicionalmente, observou-se uma maior dimensdo sistélica final do
ventriculo esquerdo, mostrando, com isso, a importancia da Ang-(1-7).

Adicionalmente, ao relacionar os grupos sham e sham + Ang-(1-7), verifica-se que ndo
houve diferenca estatistica nos valores da fracdo de ejecdo e diametros diastdlico e sistdlico,
indicando que a Ang-(1-7) ndo age em animais saudaveis. Em consonancia com esse
resultado, QI e colaboradores (2011) ao induzirem a superexpressdao de Ang-(1-7) mediada

por lentivirus verificaram que essa substancia também ndo exercia efeito na fracdo de
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encurtamento de animais controle. A fracdo de encurtamento é calculada utilizando os
diametros diastdlico e sistolico para a obtencdo dos resultados de fracdo de ejecdo, o que pode
entdo explicar a manutencdo dos valores semelhantes aos controle desses parametros em
nosso estudo.

O protocolo experimental seguinte visou analisar a area dos cardiomidcitos dos
animais provenientes dos quatro grupos. Os animais que sofreram crioinjuria e foram tratados
com a Ang-(1-7) tiveram os cardiomidcitos significativamente maiores. Esse aumento da area
celular pode ser atribuido a hipertrofia dos cardiomidcitos que consiste no aumento das
dimensdes dos cardiomidcitos como mecanismo adaptativo do coracdo (FRANCHINI, 2001),
ou a proliferagdo celular que se caracteriza por inicialmente induzir o aumento da area celular
para que haja duplicacdo de seu conteudo como proteinas, organelas e material genético, para,
em seguida, promover a divisdo celular (ALBERTS, 2010). No entanto, alguns pontos devem
ser levados consideracéo.

Sabe-se que a Ang-(1-7) € classicamente reconhecida por ter uma atividade anti-
hipertrofica como observado por Gomes e colaboradores (2010). Além disso, quando ha
hipertrofia, 0 aumento da area celular € muito mais pronunciado do que o observado em nosso
estudo, como verificado também por Gomes e colaboradores (2010) que obtiveram 65% de
aumento da area celular promovido pela hipertrofia induzida pela Ang Il, enquanto que em
nosso estudo foi observado 13,79% de aumento da area celular em relagdo ao grupo controle.
Adicionalmente, como visto em nosso estudo ao analisar a fracdo de ejecdo, pode-se notar que
a Ang-(1-7) melhorou a funcdo cardiaca. Por fim, outros estudos realizados em nosso
laboratdrio ja observaram também que a Ang-(1-7) induziu a proliferacdo dos cardiomidcitos
como foi verificado por Gomes (2017).

Ademais, é notado que o grupo dos animais que sofreram apenas a lesdo do miocéardio
e nao receberam tratamento com a Ang-(1-7) ndo tiveram um aumento celular significante
que caracterizaria uma hipertrofia, isso provavelmente se deve ao fato de que no momento da
crioinjaria o animal ainda estava no processo de seu desenvolvimento fazendo com que o
organismo do neonato reparasse naturalmente o dano causado no tecido cardiaco.

Além disso, foi observado que a Ang-(1-7) ndo exerce efeitos em animais sadios visto
que ao comparar os grupos sham e sham + Ang-(1-7) néo foi verificado diferenca estatistica
nos valores da area celular entre esses grupos. Corroborando com esse resultado, Gomes e
colaboradores (2010), também observaram que o tratamento de animais controle apenas com
Ang-(1-7) ndo alterou significativamente a area de superficie celular, indicando que a Ang-(1-

7) realmente ndo possui atividade em animais saudaveis.



42

7 CONCLUSAO

Mediante os resultados apresentados foi possivel confirmar a presenca da lesdo
cardiaca ap0s a inducdo do infarto agudo do miocardio por meio da crioinjaria. Além disso,
pode-se identificar que a Ang-(1-7) melhora a fracdo de ejecdo nos animais infartados, conduz
os diametros diastolico e sistolico para valores controle mesmo ap6s uma lesdo cardiaca e
provoca inicialmente um aumento da &rea celular dos cardiomidcitos de ratos que sofreram a
crioinjaria sugerindo, portanto, cardioprotecdo e indicativo de proliferacdo de cardiomidcitos.

A partir desse estudo, verifica-se que ha diversas evidéncias indicando a capacidade de
proliferacdo dos cardiomidcitos induzida pela angiotensina-(1-7). Com isso, pode-se avancar
nas pesquisas para desenvolvimento de novos tratamentos mais eficazes contra diversos tipos
de doencas cardiovasculares. Dessa forma, minimizando os problemas causados por elas,

reduzindo o indice de mortes e melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
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