UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE

CARLOS ALBERTO SILVA JUNIOR

A INIBICAO DA ARGINASE COM L-NORVALINA RESTAURA OS NIVEIS DE
NITRITO NA HIPERTROFIA CARDIACA MURINA INDUZIDA POR
ISOPROTERENOL

MACEIO
2013



CARLOS ALBERTO SILVA JUNIOR

A INIBICAO DA ARGINASE COM L-NORVALINA RESTAURA OS NIVEIS DE
NITRITO NA HIPERTROFIA CARDIACA MURINA INDUZIDA POR
ISOPROTERENOL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacgdo em Ciéncias da Saude do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) da
Universidade Federal de Alagoas, como
requisito a obtencdo do grau de mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Luiza Antas Rabélo

MACEIO
2013



Catalogacéo na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdo de Tratamento Técnico
Bibliotecaria Responsavel: Fabiana Camargo dos Santos

S586i

Silva Junior, Carlos Alberto.

A inibigdo da arginase com L-norvalina restaura os niveis de nitrito na

hipertrofia cardiaca murina induzida por isoproterenol / Carlos Alberto Silva
Junior. — 2013.
117 . : il

Orientadora: Luiza Antas Rabélo.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde. Maceio, 2013.

Bibliografia: f. 83-114.
Anexos: f. 115-117.

1. Hipertrofia cardiaca. 2. Isoproterenol. 3. Arginase. 4. Superdxido
dismutase. 5. Enzima catalase. 6. Nitrito. I. Titulo.

CDU: 615.22




. . ICBS - UFAL - Campus A. C. Simdes
Universidade Federal de Alagoas Av. Lourival Melo Mota, S/N

. — 5 g % Cidade Universitria — Macei6-AL
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satude CEP: 57072-900

Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias da Sadde E-mail: ppgcso@gmail.com
Fone: 82 3214 1850

Defesa da Dissertagdo de Mestrado do mestrando Carlos Alberto Silva Junior, intitulada: “A

inibicdo da arginase com L-Norvalina n3o reverte a hipertrofia cardiaca induzida por

isoproterenol”, orientado pela Prof.2 Dr.2 Luiza Antas Rabélo, apresentada ao Programa de

Pos Graduagdo em Ciéncias da Saude, da Universidade Federal de Alagoas, em 04 de marco

de 2013.

Os membros da Banca Examinadora consideraram o candidato AL OV A (OO |

Banca Examinadora:

Nl LB (b =

F@P“‘ Dr.2 (tlona Isolina Duarte — (CCBS/UFPE)

o (o oot o

—Prof.2 Dr.2 Ana Rosa Almeida Alves - (ICBS/UFAL)

Prof.2 Dr.2 Eurica Adélia Nogueira - (Esenfar/UFAL)




AGRADECIMENTOS

A DEUS - o Senhor de minha vida e dos dias vindouros por ter me agraciado com a
oportunidade de chegar até o presente momento da minha vida pessoal e profissional com
tantas realizagdes e felicidades.

Agradeco aos meus Pais (Carlos Alberto Silva e Tania Wanderley de Lima Silva)
que sempre me apoiaram em minhas decisdes e que estiveram sempre torcendo por mim em
todos os momentos, além de fazer o possivel para me dar a condicdo de estudar e, acima de
tudo, muito amor e carinho, principalmente quando as manifestaces destes sentimentos t&o
preciosos assumiram um carater de repreensao, pois, foi ai que ambos me ensinaram a ser
quem sou hoje.

Agradeco a minha esposa maravilhosa (Linda Barbara). A ela devo minha vida, pois
é com ela que divido todos os momentos, todas as angustias e felicitacdes, todos 0s sonhos...
Este é 0 meu maior tesouro: a minha esposa.

Devo um agradecimento todo especial a Profa. Luiza Antas Rabelo por ter aberto as
portas do LRC e possibilitado a concretizacdo de um sonho que é chegar nesse momento da
minha carreira académica. Além disso, sou extremamente grato a Profa. Luiza pela
oportunidade de continuar aspirando uma boa formacdo académica e por ter a chance de
conviver com uma pessoa como ela que respira ciéncia, e mais ciéncia, e mais ciéncia... Este
convivio vem me lapidando como pessoa e como aspirante a pesquisador de uma maneira
muito gratificante. Ent&o, a ela devo muito por todo investimento feito na minha formacéo.

N&o poderia deixar de agradecer aqueles que fazem parte da familia LRC. Nesta
grande familia posso destacar pessoas que foram e que ainda sdo do meu convivio e que
trazem muita alegria, motivacdo e ensinamentos. Pessoas como a Valéria (Sra. NUNES), esta
que além de ser uma irméd que ganhei no LRC, também tem participacdo primorosa como
colaboradora na execucéo deste trabalho. N&o consigo pensar no LRC sem imaginar a figura
da minha querida Sra. NUNES, uma pessoa de um cora¢do enorme, sempre disposta a ajudar,
a ouvir e a fazer ciéncia. Agradeco a ela por tudo que fez a favor de mim. Outra pessoa que
tem uma grande importancia para este momento e que tenho que agradecer € ao Lucas. Este
me ensina, mesmo sem saber, como devo ser como pessoa e profissional. Nunca ouvi
ninguém falar mal do Lucas. Isso me chamou a atencdo e percebi que eu precisava seguir 0
exemplo de humildade e humanidade que compde o carater desse grande amigo que
conquistei no LRC. Devo um agradecimento especial a Glaucevane Guedes (Glauce), pois
esta € um exemplo de responsabilidade, organizacdo, frieza e até de controle financeiro
(rsrsrsrs...). A Glauce foi uma das pessoas que mais me ajudou, junto com o Lucas e Valéria,
na organizagdo de muitos dos meus experimentos. Entdo devo s6 agradecimentos a Glauce.
Agradeco ao “trio da medicina” Flavio, Leitdo e Alexandre pela grande contribui¢cdo com o
traslado de maravalha tdo necessaria para a manutencdo dos animais no laboratorio. Além
disso, pelos bons momentos de descontracdo em cada reunido semanal compartilhada
semanalmente durante tanto tempo. Agradeco ao casal Anita e Glauber por tantos bons
momentos também compartilhados em conjunto no LRC e também por tudo que fizeram para
ajudar, mesmo que indiretamente, no andamento de muitos experimentos que fazem parte
deste trabalho. Devo um agradecimento todo especial as “meninas da medicina” Luiza
Fernandes e Halina por ter me ajudado durante muito tempo com parte da minha
manutencdo financeira no LRC. Agradeco ainda aos mais novos membros do LRC, como o
Nelson, o Eduardo e a Silmara que sdo pessoas tdo empenhadas em ajudar e fazer parte da
familia LRC, dividindo bons momentos de discusséo cientifica.

Nessa caminhada académica cruzei com pessoas muito importantes. Uma destas
pessoas € a Professora Ana Rosa. Esta foi a primeira pessoa a ter me dado uma oportunidade



de adentrar nessa aventura académica. Ela foi a primeira responsavel — através de uma aula
pratica de fisiologia — pela minha investida na ciéncia até hoje. Lembro muito da pessoa que
ela sempre foi: muito simples no seu modo de se relacionar com os outros. 1sso me ensina até
hoje. A ela devo muito pelas horas investidas no meu “engatinhar” cientifico. Como tenho
boas lembrancas da época em que sentavamos naquele laboratorio e discutiamos sobre ideias,
projetos, ciéncia... Foi realmente uma época de muito aprendizado e devo muito a Profa. Ana
Rosa por isso.

Outra pessoa de grande relevancia para minha vida pessoal e académica é o Reidson
Beiriz. Se teve uma pessoa que acreditou em mim e que tem uma grande parcela de
contribuicdo para minha formacéo cientifica, essa pessoa € o Reidson. Este acreditou na
minha capacidade de uma forma que nem eu mesmo acreditava. Poucos sabem o quanto foi
duro acompanhar o ritmo de estudo e discussdes que tinhamos, sempre comprometidos em
aprender mais sob as motivacdes do Reidson. Entdo, a ele devo muito pelas inUmeras vezes
que se dispbs a me ajudar com a fisiologia, a bioquimica, a quimica e a fisica.

Devo um agradecimento especial aos animais experimentais que foram extremamente
importante para a realizagéo deste trabalho.

Ainda agradeco a todos os professores do programa de pés-graduacdo que, de
alguma forma, contribuiram para a constru¢do do meu pequeno conhecimento e pela minha
formacéo.

Agradeco aos funcionarios/prestadores de servicos do ICBS que foram daqueles que
em muitos momentos nos ajudaram a resolver tantos problemas, como falta de &gua,
problemas com aparelhos de ar condicionado, material de limpeza e consumo, como papel,
dentre outros.

Estende-se ainda um agradecimento a Universidade Federal de Alagoas, em especial a
Faculdade de Educacdo Fisica Bacharelado, pela oportunidade de ter cursado a graduacao.
Também devo agradecimentos aos 6rgdos de fomento FAPEAL e CAPES que tornaram
possivel a conducdo e conclusdo do curso de mestrado em Ciéncias da Salude em carater de
dedicacdo exclusiva através de concessdo de auxilio financeiro, tdo necessario para 0 bom
andamento do trabalho executado.

Enfim, agradeco a DEUS por todos estes aqui mencionados, pois, de alguma forma,
tiveram um parcela de contribuicdo para a formacdo do meu carater, seja como pessoa ou
como académico. Obrigado a todos por terem feito parte da minha histéria de vida.



RESUMO

Introducdo: A hipertrofia cardiaca esta entre as principais causas de doencas
cardiovasculares, contribuindo para o aumento de mortes no mundo. Aliado a isso, esta
condicdo também pode ser resultado de algum tipo de injaria cardiovascular, promovendo
alteracdes morfofuncionais no coracdo. Nesse sentido, tem-se mostrado o papel cardioprotetor
do éxido nitrico (‘NO) através da acdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS). No entanto, o
substrato para NOS, L-arginina, também € necessario para a acdo da arginase, a enzima
central do ciclo da ureia. Assim, sugere-se que a arginase pode modular negativamente as
adaptacOes promovidas pela hipertrofia cardiaca. Dessa forma, objetivou-se avaliar o papel da
arginase e o equilibrio redox em um modelo murino de hipertrofia cardiaca induzida por
isoproterenol. Métodos: Camundongos C57BI/6 machos (12-16 semanas) foram distribuidos
nos grupos: Controle (CT), Isoproterenol (1SO) Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I).
Os grupos 1SO e ISO+I receberam administrago (s.c.) de isoproterenol (15 mg.Kg™) durante
7 dias. Concomitantemente, foi ofertado o inibidor da arginase, L-norvalina, na agua (1,5%;
~3 mg.Kg™) para o grupo I1SO+l. A razéo peso cardiaco/peso corporal (PCard/PCorp) e a
razdo peso do ventriculo esquerdo/peso corporal (PVE/PCorp) foram utilizados como indices
de massa cardiaca. A peroxidacdo lipidica foi mensurada pelo método de TBARS. Avaliou-se,
tanto no plasma quanto no ventriculo esquerdo, a atividade das enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e arginase, além dos niveis de nitrito. Resultados: os grupos ISO e
ISO+1 (6,1+0,12 mg.g™* e 5,9+0,11 mg.g™, respectivamente) apresentaram um aumento na
razdo PCard/PCorp quando comparado ao grupo CT (4,8+0,05 mg.g™). Semelhantemente, a
razdo PVE/PCorp também foi elevada, correspondendo a um aumento de 23 a 26% nos
grupos I1SO e ISO+I. A atividade da LDH foi significativamente elevada nos grupos ISO e
ISO+1 (355+20,4 U.L™ e 358+14,3 U.L™; respectivamente) quando comparado ao grupo CT
(267+17,7 U.L™M). A peroxidacio lipidica plasmatica foi menor nos grupos 1SO e ISO+I
(0,006+0,001 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™ e 0,005+0,001 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™,
respectivamente) comparado ao grupo CT (0,009+0,001 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™). No
entanto, ndao houve diferenca no ventriculo esquerdo. A atividade da SOD no ventriculo
esquerdo foi 3,3 vezes mais elevada nos grupos ISO e ISO+I em relacdo ao tempo inicial,
enquanto que no grupo CT esta variacdo foi de 2,8 vezes. Observou-se que a SOD citosolica
foi mais ativa do que a SOD mitocondrial. A atividade da CAT foi reduzida nos grupo ISO e
ISO+l (29,4+2,8 [Formaldeido] mM/[Proteina] mg.mL™* e 36,2453 [Formaldeido]
mM/[Proteina] mg.mL™", respectivamente) em comparacio ao grupo CT (57,3%5,2
[Formaldeido] mM/[Proteina] mg.mL™). A atividade da arginase no plasma foi reduzida nos
grupos ISO e ISO+l (2,440,2 [Ureia] mM/[Proteina] mg.mL™ e 1,940,2 [Ureia]
mM/[Proteina] mg.mL™, respectivamente) quando comparado ao grupo CT (3,4+0,3 [Ureia]
mM/[Proteina] mg.mL™). Os niveis de nitrito plasmatico foi menor no grupo 1SO (1,7+0,3
uM.mL™?) quando comparado aos grupos 1SO+1 e CT (4,0+0,9 pM.mL™ e 4,2+0,7 pM.mL?,
respectivamente). No ventriculo esquerdo ndo houve alteracdo da atividade da arginase, no
entanto, os niveis de nitrito foram reduzidos no grupo 1SO (53,3+4,0 pM.mL™) em
comparagdo ao grupo CT (76,6+7,9 uM.mL™). Conclus&o: A inibicdo da arginase com L-
norvalina ndo preveniu a hipertrofia induzida pelo isoproterenol. No entanto, houve
restauracdo dos niveis miocardicos e plasmaticos de nitrito e uma reducdo acentuada da
atividade miocéardica da enzima catalase.

Palavras-chave: Hipertrofia cardiaca. Isoproterenol. Arginase. Superoxido dismutase.
Catalase. Nitrito.



ABSTRACT

Introduction: Cardiac hypertrophy figures among the main causes of cardiovascular diseases,
contributing to the increasing number of deaths worldwide. Allied to this, such condition may
also result from some type of cardiovascular injury, promoting morphofunctional changes in
the heart. In this sense, the cardioprotective role of nitric oxide ("NO) by nitric oxide synthase
(NOS) activity has been shown. Nevertheless, NOS substrate, L-arginine, is also required for
arginase activity, a key enzyme in the urea cycle. Thus, it has been suggested that arginase
may negatively modulate changes from cardiac hypertrophy. Based upon this scenario, the
present work aimed to evaluate the role of arginase and the redox balance in a murine model
of isoproterenol-induced cardiac hypertrophy. Methods: C57BI/6 male mice (12-16 weeks
old) were divided into the following groups: Control (CT), Isoproterenol (ISO)
Isoproterenol+Arginase Inhibitor (ISO+I). ISO and ISO+I groups received administration
(s.c.) of isoproterenol (15mg.kg™) during 7 days. At the same time, the arginase inhibitor L-
norvaline was given in drinking water (1.5%; ~3 mg.kg™) for the ISO+l group. Heart
weight/body weight (HW/BW) ratio and left ventricle weight/body weight (L\VW/BW) ratio
were used as cardiac mass indices. Lipid peroxidation was measured by the TBARS method.
Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and arginase activities were assessed both in
plasma and in left ventricle, as well as nitrite levels. Results: ISO and ISO+l groups
(6.1+0.12 mg.g™* and 5.9+0.11 mg.g™, respectively) presented a similar increase in HW/BW
ratio when compared to CT group (4.8+0.05 mg.g™). Similarly, LVW/BW ratio was also
elevated, corresponding to an increase of 23 and 26% in ISO and ISO+I groups. LDH activity
was significantly increased in 1SO and 1SO+I groups (355+20.4 U.L™ and 358+14.3 U.L™;
respectively) compared to the CT group (267+17.7 U.L™Y). Plasma lipid peroxidation was
shown to be lower in ISO and 1SO+I groups (0.006+0.001 [MDA] nM/[Protein] mg.mL™ and
0.005+0.001 [MDA] nM/[Protein] mg.mL™, respectively) compared to the CT group
(0.009+0.001 [MDA] nM/[Protein] mg.mL™). However, no difference for the left ventricle
was observed. SOD activity in left ventricle was 3.3-fold higher in 1SO and 1SO+I groups
compared to baseline, while in CT group this variation was 2.8-fold. It was also observed that
cytosolic SOD was more active than mitochondrial SOD. CAT activity was found reduced in
ISO and ISO+I groups (29.4+2.8 [Formaldehyde] mM/[Protein] mg.mL™ and 36.2+5.3
[Formaldehyde] mM/[Protein] mg.mL™, respectively) when compared to CT group (57.3%5.2
[Formaldehyde] mM/[Protein] mg-mL™). Plasma arginase activity was shown to be reduced
in 1SO and ISO+! groups (2.4+0.2 [Urea] mM/[Protein] mg.mL™ and 1.9+0.2 [Urea]
mM/[Protein] mg.mL™?, respectively) when compared to CT group (3.4+0.3 [Urea]
mM/[Protein] mg.mL™). Plasma nitrite levels were lower in 1SO group (1.7+0.3 pM.mL™)
compared to ISO+I and CT groups (4.0+0.9 pM.mL™ and 4.2+0.7 pM.mL™, respectively). No
significant changes were observed in left ventricle arginase activity. Nevertheless, nitrite
levels were reduced in 1SO group (53.3+4.0 uM.mL™?) compared to CT group (76.6+7.9
uM.mL™). Conclusion: Arginase inhibition using L-norvaline was not capable of reverting
isoproterenol-induced cardiac hypertrophy. Furthermore, plasma lipid peroxidation was
reduced, with no changes in left ventricle. SOD activity was not altered while CAT activity
was shown to be reduced in left ventricle. Plasma arginase activity was also diminished,
without difference in left ventricle. A reduction in plasma and left ventricle nitrite levels was
observed, with this result reverted by arginase inhibition.

Keywords: Cardiac hyperthophy. Isoproterenol. Arginase. L-norvaline. Superoxide
dismutase. Catalase. Nitrite.
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1 INTRODUCAO

1.1  Problematizacdo

Segundo projec¢des da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), até o ano de 2030, as
doencas cardiovasculares serdo as principais causas de mortes no mundo, atingindo indices
de, aproximadamente, 35% da populacdo mundial, com 4,3% dos acometidos alocados nas
Ameéricas (WHO, 2009). Contribuindo negativamente com este panorama mundial, a
mortalidade causada por injdrias cardiovasculares, possivelmente, serd resultado de um
aumento estimado em torno de 47% para 0 mesmo periodo, um ndmero correspondente a 25
milhGes de mortes (WHO, 2004, 2012).

Embora os agravos supracitados sejam responsaveis por quase que a metade das
mortes na Europa (ALLENDER et al., 2008), observa-se uma redugédo na taxa de mortalidade
de aproximadamente 30% nos altimos 30 anos (BRITISH HEART FOUNDATION, 2012).
Em contrapartida, no Brasil, a taxa de mortalidade ascendeu em torno de 25% desde 2008 até
os dias atuais (DATASUS, 2012). Este fato evidencia uma relacdo existente entre o status de
desenvolvimento do pais/regido e os indicadores de saude relacionados aos agravos
cardiovasculares, uma vez que paises pobres ou em desenvolvimento apresentam indices de
mortes associados a fatores de riscos cardiovasculares, aproximadamente, 8 vezes mais
elevados do que paises ricos (WHO, 2009, 2012).

Em um cenario prospectivo, dentre 0s principais agravos cardiovasculares, a
hipertensdo e as isquemias cardiacas e cerebrovasculares apontam como as maiores
causadoras de mortes no mundo ocidental (WHO, 2004). Associadas aos acometimentos ja
citados, a presenca de outras complicacdes, principalmente cardiometabdlicas ou a estas
associadas, como diabetes mellitus, dislipidemia, obesidade, tabagismo, ativacdo neuro-
humoral, predisposicdo genética, entre outras, tornam-se fatores agravantes para o surgimento
de complicacdes cardiovasculares (FILHO; MARTINEZ, 2002).

A maioria das doencas cardiovasculares é responsavel por promover alteragdes na
funcéo e morfologia do coragdo (SELVETELLA et al., 2004; ROMANO; MACIEL, 2008).
Tais modificacGes caracterizam o remodelamento cardiaco que, por sua vez, resulta em

modificagdes na expressdo génica, moleculares, celulares ou intersticiais (MAASS et al.,
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2004; ROHINI et al., 2010). Como consequéncia de tais eventos, observa-se adaptacdes no
tamanho, forma e funcdo cardiaca ou vascular frente a algum tipo de injuria, sendo a
hipertrofia cardiaca uma das principais respostas aos agravos cardiovasculares
(SELVETELLA; LEMBO, 2005; MCMULLEN; JENNINGS, 2007).

Neste cenario, a hipertrofia cardiaca corresponde a uma resposta adaptativa do coragédo
a uma sobrecarga sustentada de trabalho, que tem como objetivo manter a funcédo cardiaca em
condicdes favoraveis para manutencdo do suprimento sanguineo, de modo a atender a
demanda energética do organismo e proporcionar a remocdo dos metabolitos sistémicos
(CARRENO et al., 2006; MATOS-SOUZA; FRANCHINI; JUNIOR, 2008). Este tipo de
adaptacdo pode ocorrer em condicbes fisioldgicas e/ou patoldgicas. Neste ultimo caso,
tornando-se um indicador muito importante de risco de morbimortalidade cardiovascular, uma
vez que a hipertrofia ventricular esquerda (HVE) constitui um fator que precede o surgimento
de insuficiéncia cardiaca congestiva, morte stbita (RIBEIRO et al., 2003), doenca isquémica
cardiaca e arritmia ventricular (NOGUEIRA, 1999).

O aumento nas investigacOes sobre 0s mecanismos inerentes as adaptagdes do sistema
cardiovascular, mediante condicdes patoldgicas, revelam os esfor¢os da comunidade cientifica
no intuito de se elucidar os mecanismos ainda ndo entendidos que, por sua vez, podem
fornecer ferramentas capazes de diagnosticar e/ou tratar pessoas acometidas por algum tipo de
doenca do sistema circulatério (GOLDSTEIN et al., 1998; BARRY et al., 2008; BERNARDO
et al.,, 2010). Em consonancia com 0 exposto até o momento, sera abordado no presente
trabalho o papel dos mecanismos responsaveis pelo controle da producdo de espécies reativas
ao oxigénio (EROs), em especial, a participacdo da enzima arginase, nas vias de producgédo de
oxido nitrico (‘NO), nas adaptacdes promovidas pela hipertrofia cardiaca (BREDT, 2003;
RUIZ-HURTADO; DELGADO, 2010).
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1.2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, as doencas cardiovasculares despontam como as principais causas de
internacbes de pessoas na faixa etaria acima de 50 anos, correspondendo a 27,5% das
internagBes, ocorrendo Gbito em, aproximadamente, 39% dos casos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). Estes dados refletem a grande importancia que ha de se prover subsidios
baseados em conhecimentos cientificos acerca dos eventos celulares e moleculares
desencadeados pelas doencas cardiovasculares, de modo a prover possiveis ferramentas
terapéuticas para o tratamento de tais agravos.

Nesse cenario, o desequilibrio redox destaca-se nos Ultimos anos como um dos fatores
contribuintes para instalacdo de varias alteracGes cardiovasculares, como a disfungédo
endotelial, que pode esta presente em varias condi¢des fisiopatoldgicas como, por exemplo,
na hipertensdo arterial (JI; MINAKAWA,; FUKUI, 2008) e aterosclerose (LUIKING;
ENGELEN; DEUTZ, 2010). Neste contexto, pontua-se a participagdo das isoformas da
enzima oxido nitrico sintase (NOS) como um regulador do remodelamento miocardico, uma
vez que ja se sabe que sua expressdo génica é diferenciada em um modelo de hipertrofia
cardiaca induzida por sobrecarga pressorica (JI; MINAKAWA,; FUKUI, 2008). No entanto,
pouco se sabe acerca da participagdo da arginase, que, por sua vez, compete com as isoformas
da NOS pelo substrato L-arginina, imprescindivel na producdo de ‘NO, em modelo de

hipertrofia cardiaca em camundongos.

Somando-se, a avaliacdo dos produtos das enzimas NOS e arginase como possiveis
marcadores bioquimicos pode ser relevante para o progndstico e/ou diagnostico de doencas
onde o desequilibrio redox esta presente, uma vez que a maioria das injurias cardiovasculares
é silenciosa e ndo ha uma terapéutica pleiotropica para esses processos. Logo, a busca por
novos sinalizadores, como também a validacdo de métodos avaliativos sensiveis e
monetariamente acessiveis, justificam a incessante busca cientifica por estes. Além dos
objetivos citados, o estudo tem a possibilidade de contribuir para o esclarecimento de
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na hipertrofia cardiaca, uma vez que ainda existe
uma grande necessidade de se entender as peculiaridades deste tipo de remodelamento
cardiaco. Neste contexto, acredita-se que a caracterizagdo de marcadores oxidativos pode
contribuir para o entendimento da patogénese das principais doencas cardiovasculares, além

de possibilitar a possivel identificacdo de potenciais alvos terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o papel do eixo ‘NO/arginase e do equilibrio redox em um modelo murino de

hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.

2.2  Especificos

Calcular o indice de hipertrofia cardiaca;

Avaliar histologicamente as alteragdes cardiacas;

Medir a atividade plasmatica da enzima lactato desidrogenase (LDH) como marcador
inespecifico de dano cardiaco;

Avaliar a peroxidacao lipidica no plasma e ventriculo esquerdo;

Analisar o papel do equilibrio redox no ventriculo esquerdo através da mensuracdo da

atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT);
Mensurar a atividade da arginase e 0s niveis de nitrito no plasma e no ventriculo

esquerdo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Um breve panorama acerca das doengas cardiovasculares no mundo

As doencas cardiovasculares podem ser definidas como qualquer injdria que
comprometa, aguda ou cronicamente, a funcdo do coracéo e/ou dos vasos sanguineos (WHO,
2005). Tanto em paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento, tais agravos
sdos as principais causas de mortes e morbidades, sendo as isquemias cardiacas e os acidentes
cerebrovasculares, as principais manifestacfes de tais transtornos (LEE et al., 2011,
STEVENS; SCHMIDT; DUNCAN, 2012).

Na Europa, durante o ano de 2008, aproximadamente a metade da mortalidade
ocorrida neste continente foi causada por algum tipo de doenca cardiovascular, atingindo o
impressionante numero de 4,3 milhdes de mortes (ALLENDER et al., 2008; GO et al., 2013).
No mesmo periodo, de 25 a 33% das mortes ocorridas nos Estados Unidos da América foram
atribuidas aos acometimentos cardiovasculares (NATIONAL HEART, 2011; HERON, 2012).

Na Ameérica do Sul, o Brasil é o pais que apresenta a maior taxa de mortalidade por
doencas cardiovasculares entre pacientes com 30 e 70 anos de idade, atingindo
aproximadamente 29% dos homens e 34% das mulheres, tendo a hipertensdo como o
principal fator de risco cardiovascular (STEVENS; SCHMIDT; DUNCAN, 2012; WHO,
2012). Ainda no nosso pais, entre os anos 2000 e 2010, a mortalidade causada por injdrias do
aparelho circulatério cresceram mais de 10% em todo o pais, sendo a regido nordeste a que
apresentou 0 maior crescimento nas taxas, cerca de 64% destas, com 0s acometimentos
isquémicos cardiacos e cerebrovasculares os que mais aumentaram no periodo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011). Neste mesmo periodo, Alagoas teve um aumento de 50% na taxa de
mortalidade por doengas cardiovasculares, conferindo ao estado a 42 posi¢ao no nordeste com
a menor taxa, ficando atrds apenas de Pernambuco, Bahia e Ceara (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Nos dias atuais, observa-se que as complicagfes cardiovasculares ganham um
destaque negativo no panorama mundial, afetando padrées socioecondémicos e, assim,
tornando-se um dos maiores problemas de satde publica em todo mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). Estimativas atuais, acompanhada do crescimento na hospitalizacdo

e das causas de mortes por doencas do aparelho cardiocirculatorio, apontam para a



22

necessidade de se desenvolver politicas publicas que combatam os fatores de riscos
relacionados aos acometimentos cardiovasculares (HENKEL et al., 2008; SUBRAMANIAN
etal., 2011; TENG et al., 2010).

3.2 A hipertrofia cardiaca como um fator de predisposicdo para doencas

cardiovasculares
3.2.1 Hipertrofia cardiaca

A definicdo mais aceita e difundida para a hipertrofia cardiaca consiste em considera-
la, inicialmente, como uma resposta adaptativa ou compensatoria do coracdo a varias
condicBes fisiologicas e/ou patoldgicas (SELVETELLA; LEMBO, 2005; ROHINI et al.,
2010). Tal resposta é caracterizada, de um modo geral, por uma modificacdo na morfologia
cardiaca, incidindo, principalmente, sob o espessamento da camada muscular do ventriculo
esquerdo e, eventualmente, no seu volume interno, atendendo a uma demanda persistente das
necessidades sistémicas e/ou local (Figura 1) (YAMAZAKI; KOMURO; YAZAKI, 1995;
MARTIN; HARDER; EPPENBERGER, 1997; SELVETELLA et al.,, 2004; MATOS-
SOUZA; FRANCHINI; JUNIOR, 2008). No entanto, em virtude de uma sustentada
sobrecarga de trabalho, os processos responsaveis pelas alteracbes morfoldgicas podem levar
a um conjunto de respostas mal adaptadas do tecido cardiaco, podendo levar a uma condicao
patoldgica (Figura 1) (NORTON et al., 2002; JAMEEL; ZHANG, 2009).

Além das alteracbes morfolOgicas citadas, destacam-se, ainda, as adaptacOes
metabolicas promovidas pelos processos responsaveis pela hipertrofia cardiaca. A principal
consequéncia metabolica da adaptagdo cardiaca a sobrecarga sustentada de trabalho € a
elevacdo da utilizacdo da glicose como substrato energético em detrimento da utilizagéo de
acidos graxos livres (TAEGTMEYER; OVERTURF, 1988; RECCHIA et al.,, 1998;
NASCIMBEN et al., 2004; SOROKINA et al., 2007). Além disso, observa-se nas alteracdes
hipertréficas uma elevacdo nos niveis de AMP (monofosfato de adenosina) intracelulares que,
por sua vez, ativa uma proteina kinase dependente de AMP (AMPK), um tipo de “sensor” que
detecta as baixas concentracOes de substratos para producdo de energia e acelera ativagdo da
via glicolitica (TIAN et al., 2001; ALLARD et al., 2007; INGWALL, 2009).
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Figura 1 - Representacdo da resposta cardiaca aos estimulos hipertroficos.

Aorta
Artérias
Pumonares

Coracdao Normal Atrio Esquerdo

Ventriculo
Esquerdo

Parede Muscular

Hipertrofia Fisiolégica . Hipertrofia Patologia

Espessamento
Espessamento

Fonte: Modificado de http://www.medicinanet.com.br/imagens/20120217100937.jpg., 2013.

Nota - Ha dois tipos de hipertrofia cardiaca: 1) a fisiologica, caracterizada por um aumento da massa cardiaca
sem diminuicao do volume interno do ventriculo esquerdo (VE) e sem comprometimento funcional do coracéo; e
2) a patoldgica que é caracterizada por uma elevagdo da massa cardiaca, principalmente no VE, diminuindo o
volume interno da cdmara cardiaca e comprometendo a funcéo cardiaca.
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3.2.2 Fatores indutores da hipertrofia cardiaca

O processo de remodelamento hipertréfico do tecido cardiaco pode ser influenciado
por varios fatores, tais como: a) mecanicos (sobrecarga hemodindmica pressérica ou
volumétrica), b) bioquimicos ou neuro-humorais (angiotensina Il, catecolaminas, endotelina
1, IL-1 e IL-6, Oxido nitrico, entre outros) e c¢) genéticos (cardiomiopatia hipertrofica), sendo
que, destes, os dois primeiros sdo 0s principais fatores responsaveis por este tipo de
remodelamento (LI, 2002; RIBEIRO et al., 2003; GARCIA; INCERPI, 2008; HONSHO et
al., 2009; NAKAYAMA et al., 2010).

a) [Fatores Mecanicos

Os fatores ou estimulos de natureza mecénica, que compreendem as sobrecargas
hemodinamicas de pressao e/ou de volume, refletem, no miocérdio, aumento nas tensdes
sistdlicas e diastolicas, promovendo, dessa forma, o incremento do estresse nas estruturas
ventriculares (YAMAZAKI; KOMURO; YAZAKI, 1995; LEYCHENKO et al., 2011).

A sobrecarga pressorica quando imposta cronicamente, caracterizada pela elevacao
dos niveis de pressao arterial (hipertensdo), é responsavel pelo aumento do trabalho cardiaco
que pode determinar um aumento da massa ventricular (SEN et al., 1974; CICOGNA et al.,
2002). Somando-se a isso, tém-se comprovado a existéncia de uma relagdo direta entre
pressdo arterial elevada e a hipertrofia cardiaca. Nesta direcdo, a inducédo de estenose adrtica
como promotor de sobrecarga pressorica pode resultar na ocorréncia de adaptagéo hipertréfica
com acentuado prejuizo na fungédo contratil (WEINBERG et al., 1999; RIBEIRO et al., 2003).

As adaptacGes morfologicas ou geometricas do ventriculo esquerdo, provenientes da
sobrecarga pressdrica, podem ser divididas em: a) remodelamento concéntrico (aumento da
espessura relativa da parede ventricular sem alteracdo da massa cardiaca); b) hipertrofia
concéntrica (aumento da espessura relativa da parede ventricular acompanhada de reducao
volume ventricular interno com alteracdo da massa cardiaca) e c) hipertrofia excéntrica
(aumento da massa ventricular sem incremento relativo da camada muscular do ventriculo,
resultando no aumento do volume da camara cardiaca) (Figura 2) (JUNIOR; FRANCHINI,
2001; MATOS-SOUZA; FRANCHINI; JUNIOR, 2008). Embora sejam apresentadas formas

variadas de hipertrofia ou remodelamento ventricular, existe uma relagdo muito forte entre a
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adaptacdo hipertrofica concéntrica e maiores indices de morbidade e mortalidade
cardiovascular (NOGUEIRA, 1999; ROMANO; MACIEL, 2008).

Figura 2 - Padrdo geométrico das adaptacdes cardiacas.

Remodelamento Concéntrico  Hipertrofia Concéntrica Hipertrofia Excéntrica

Fonte: Autor, 2013.

Nota — Remodelamento Concéntrico (aumento da espessura relativa da parede ventricular sem alteragcdo da
massa cardiaca); Hipertrofia Concéntrica (aumento da espessura relativa da parede ventricular acompanhada de
redugdo volume ventricular interno com alteracdo da massa cardiaca) e Hipertrofia Excéntrica (aumento da
massa ventricular sem incremento relativo da camada muscular do ventriculo, resultando no aumento do volume
da cAmara cardiaca).
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Um segundo tipo de fator ou estimulo de natureza mecénica, que pode interferir nos
pardmetros hemodindmicos, € a sobrecarga volumétrica. Nesta condicédo, o trabalho cardiaco
pode ser influenciado por alteragdes do volume plasmatico circulante, resultando, de modo
geral, numa elevacdo do estresse nas paredes ventriculares em funcdo do aumento da pressédo
e volume diastélico final (LIU; HILBELINK; GERDES, 1991; MATSUO; CARABELLO,
1998; HOLMES, 2004). Dessa forma, destaca-se a interferéncia de fatores extrinsecos, como
a ingestdo de sal, como um indutor do aumento na volemia que, por sua vez, promove uma
elevacdo da sobrecarga hemodindmica, contribuindo para uma resposta hipertrofica cardiaca
(YU et al., 1998; AHN et al., 2004). Corroborando com isso, sabe-se que a exposi¢ao cronica
a dietas suplementadas com cloreto de sédio (NaCl) é capaz de promover o incremento da
massa ventricular esquerda de ratos normotensos ou hipertensos com participacao relevante
do sistema renina-angiotensina (SRA) nos mecanismos moduladores nas adaptacdes
hipertroficas do coragdo (RUZICKA et al.,, 1993; RUZICKA; YUAN; LEENEN, 1994;
LEENEN; YUAN, 1998; ZHAO et al., 2000).

b) Fatores Neuro-Humorais

Os fatores de natureza neuro-humorais, representantes ndo hemodinamicos dos
estimulos indutores das adaptacGes cardiacas, apresentam grande relevancia no
desenvolvimento dos processos inerentes a hipertrofia cardiaca. Dentre 0s mecanismos
envolvidos, destaca-se a ativacdo do sistema nervoso simpéatico e do sistema renina-
angiotensina como fatores determinantes nas alteracGes cardiacas (AGABITI-ROSEI,
MUIESAN; SALVETTI, 2006).

O Sistema Nervoso Simpatico (SNS), uma subdivisdo do Sistema Nervoso Autdbnomo
(SNA), quando dotado da sua integridade funcional, participa ativamente no controle do
funcionamento cardiaco, além de outros tecidos e sistemas no organismo. Nesse sentido,
projecdes nervosas do SNS, provenientes de ndcleos centrais, incidem em regides bem
definidas do tecido cardiaco para exercer um fino controle sobre os parametros funcionais do
coracdo (SCISLO; ICHINOSE; LEARY, 2008; IEDA; FUKUDA, 2009). A ativagdo do SNS
resulta na elevacdo da frequéncia dos batimentos cardiacos (FC) e na contratilidade muscular,
entre outros efeitos sistémicos (VINIK; MASER; ZIEGLER, 2011; VINIK, 2012). Em

contrapartida, a subdivisdo parassimpatica do SNA atua no sentido contrario da acao
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simpatica, de modo que a sua ativagcdo pode atenuar os efeitos da acdo simpética sobre o
coracdo (CHOATE et al., 2008).

Além dos efeitos sobre os parametros funcionais do coragcdo, 0 SNA também exerce
seu controle sobre outros 6rgdos e tecidos, tais como as arteriolas, regulando o fluxo
sanguineo periférico, controle sobre os parametros respiratorios, metabolismo de repouso,
sudorese, controle das pupilas e movimentos peristalticos, além do fluxo salivar (THOMAS,
2011).

A disfuncdo autondmica, uma condicdo onde ha desequilibrio da atividade entre a
divisdo simpatica e a parassimpatica do SNA, pode ser considerada tanto um fator de
predisposi¢do quanto uma consequéncia de muitas condi¢des patoldgicas (LEVICK et al.,
2010). Na neuropatia autondmica cardiaca, condicdo presente em pacientes diabéticos, por
exemplo, observa-se um aumento do tbnus simpatico em detrimento da atividade
parassimpatica, incidindo de maneira anormal na variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV;
Heart Rate Variability) (POP-BUSUI; EVANS, 2010; POP-BUSUI, 2010). Neste caso, no
entanto, a alteracdo autonémica observada € uma consequéncia da condi¢do patoldgica que é
resultado de uma complexa interacdo entre outras desordens fisioldgicas, como o diabetes
mellitos e a obesidade (MASSIN; DERKENNE, 1999; KONRAD et al., 2012).

Como fator preditor, a disfungdo autondmica tem sido observada em muitas doengas
cardiovasculares. Sabe-se que a hiperatividade simpatica tem sido observada em pacientes
hipertensos e que é mais exacerbada naqueles com disfungdo diastolica ventricular,
evidenciando que a desregulacdo simpatovagal, além de influenciar negativamente para
hipertensdo tambeém pode contribuir para os danos a mecénica cardiaca (CHARKOUDIAN et
al., 2005; FISHER; FADEL, 2010; GRASSI; SERAVALLE; QUARTI-TREVANO, 2010).
Além do exposto, a disfungdo autonémica observada tanto em humanos quanto em modelos
animais de hipertensdo, esta associada a hipertrofia cardiaca de modo que a normalizacdo da
atividade simpatica, presente em tal condicdo, é capaz de reverter 0 aumento da massa
cardiaca (BURNS et al., 2007; GRASSI et al., 2009; LEVICK et al., 2010).

As evidéncias destacadas apontam para importancia dos mecanismos responsaveis
pela sinalizagdo simpatica no tecido cardiaco. No coracdo, os terminais nervosos procedentes
do SNS exercem suas agdes sobre 0s receptores adrenérgicos, expressos na membrana

plasmética dos cardiomidcitos sob dois subtipos: a-adrenérgicos (a1 e ap) e S-adrenérgicos
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(b1, P2 € P3), sendo os subtipos 1 e B2 0s mais abundantes e relevantes para a modulagdo da
funcdo cardiaca (Figura 3) (BRODDE; BRUCK; LEINEWEBER, 2006; SPADARI-
BRATFISCH; DOS SANTOS, 2008). A estimulacdo dos receptores pelas catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina), liberadas pelas terminacGes nervosas do SNS e pelas glandulas
adrenais, desencadeia a ativacdo de uma série de cascatas enzimaticas que geram VArios
mensageiros intracelulares capazes de alterar o trabalho cardiaco (TARONE; LEMBO, 2003;
BRODDE; BRUCK; LEINEWEBER, 2006; WOODCOCK et al., 2008).

Figura 3 - Subtipos de receptores adrenérgicos.
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:j:m*m:;:
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Fonte: Autor, 2013.

Nota -Os receptores adrenérgicos fazem parte de uma familia de receptores de membrana que estdo acoplados as
proteinas tipo G. H& dois tipos de receptores adrenérgicos: alfa (a; e ay) e beta (81, B, e B3). Estes podem
apresentar diferentes efeitos quando estimulados devido ao subtipo de proteina G que cada tipo de receptor pode
estar acoplado. Quando os receptores o, séo ativados pelas catecolaminas ou analogos, a proteina G, ativa uma
proteina de membrana chamada Fosfolipase C que hidrolisa o fosfolipidio de membrana fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP,) para formar trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O aumento de IP; ocasiona a
elevagéo intracelular de célcio (Ca?"), resultando na contragdo o masculo liso. A ativacéo do receptor o, estimula
uma proteina G inibitéria (G;) que inibe a enzima adenilato ciclase (AC) e diminui a concentracao intracelular de
Ca®* e promove o relaxamento do masculo liso e a inibigdo de liberacéo de neurotransmissor. O acionamento dos
receptores B-adrenérgicos ativam a proteina G estimulatoria (Gs) que, por sua vez, estimula a AC que utiliza
trifosfato de adenosina (ATP) para sintetizar monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), resultando no aumento
de Ca* intracelular, ocasionando aumento da contragdo do musculo cardiaco, relaxamento do musculo liso e
glicogendlise.
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Muitos estudos tem utilizado a estimulagdo crénica dos receptores p-adrenérgicos
como modelo de inducdo de hipertrofia cardiaca, fortalecendo as evidéncias dos efeitos
hipertréficos da hiperativacdo simpatica (ZIMMER; GERLACH, 1974; PATEL et al., 1991).
Em conformidade com isso, o uso de farmacos simpatomiméticos — acdo semelhante as
catecolaminas — é capaz de promover hipertrofia cardiaca e fibrose miocéardica, contribuindo
para ocorréncia de disfuncdo diastélica em fungdo do prejuizo causado a complacéncia
miocardica (NAGANO et al., 1992; ZHANG et al., 2007, 2008).

O outro fator pertencente a classe dos neuro-humorais que podem exercer forte
influencia sobre as adaptacfes hipertroficas é o sistema renina-angiotensina (SRA). O SRA ¢
composto por uma sequéncia de reacGes enzimaticas que, a partir da clivagem inicial do
angiotensinogénio pela enzima renina (REN), produz o decapeptideo angiotensina | (ANG-I)
que, por sua vez, e clivado pela enzima conversora de angiotensina (ECA) para formar o
produto final angiotensina 1l (ANG-II) (Figura 4) (CAREY; SIRAGY, 2003; LAVOIE;
SIGMUND, 2003). A ANG-I1I exerce seus efeitos sob os receptores AT1 e AT2 em diferentes
tecidos, destacando-se o rim e o sistema cardiovascular, participando ativamente na regulacédo
de mecanismos hemodinamicos, tais como a pressdo arterial e a homeostasia dos fluidos
corporais (PERSSON, 2003; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006). No entanto, a ativacdo dos
receptores desencadeiam respostas diferenciadas, de forma que, enquanto o acionamento do
receptor AT1 provoca elevacdo pressorica, reabsorcao de sodio e retencdo hidrica, a ativacao
do receptor AT2 resulta num efeito contrario, ou seja, hipotensao, excre¢do de sédio e agua
(LAVOIE; SIGMUND, 2003; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006; FYHRQUIST;
SAIJONMAA, 2008).

Além dos componentes classicos citados, outros tém recebido grande atengéo devido
aos efeitos sistémicos observados, tais como a ECA-2 (enzima conversora de angiotensina 2)
que pode utilizar tanto o ANG-1 quanto o ANG-II como substrato para sintetizar angiotensina-
(1-9) e/ou angiotensina-(1-7) — ANG-(1-9) e ANG-(1-7) — exercendo efeitos diferentes dos
observados normalmente pela acdo da ANG-I11 sobre varios 0rgaos e sistemas, principalmente
o cardiovascular (Figura 4) (CAREY; SIRAGY, 2003; KATOVICH et al., 2005;
FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).

Considerando a possibilidade de o SRA apresentar alteragdes na acdo dos seus

componentes, pode-se observar a ocorréncia de patologias relacionadas, principalmente, ao
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sistema cardiovascular, dentre elas a hipertensdo arterial e a hipertrofia cardiaca (WANG et
al., 1999; AKERS et al., 2000; ZHAO et al., 2000; AVILA; MORGAN; YAN, 2011). Nesse
sentido, sabe-se que a hiperativacdo cronica do SRA € um dos fatores responsaveis pelos
distarbios presséricos presentes na hipertensdo, principalmente pela acdo da ANG-II nos
receptores AT1 periféricos ou centrais (MCBRYDE et al., 2007; BURKE et al., 2008;
PENDERGRASS, 2008). Corroborando com o exposto, foi comprovado em modelos animais
de hipertrofia cardiaca que a inibicdo da ECA resultou na reducdo da ANG-II circulante e
tecidual bem como atenuacdo da adaptacdo hipertrofica e a incidéncia de mortes por
insuficiéncia cardiaca (NAGANO et al., 1992; EDUARDO; BRAULIO; RUI, 1997;
BREGAGNOLLO; OKOSHI, 2005). Associado a isso, a administracdo de ANG-II
cronicamente, comprovadamente, resulta em hipertrofia cardiaca (BYRNE et al., 2003;
RUGALE et al., 2003; HU et al., 2004).

Diante do exposto acerca da importancia do SRA sobre o controle dos mecanismos
responsaveis pelo controle dos niveis pressoricos, observa-se que o desequilibrio da ativacéo
deste sistema pode ser um fator contribuinte para as adaptacdes hipertréficas em diferentes

modelos de hipertrofia.
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Figura 4- Representacdo Esquematica do sistema renina-angiotensina (SRA).
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - O angiotensinogénio, originado no figado, é convertido ao decapeptideo Angiotensina 1 (Ang 1) pela
enzima Renina. A Ang | ¢ clivada pela Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) para formar o octapeptideo
Angiotensina 2 (Ang I) que exerce seus efeitos através do acionamento dos receptores para angiotensina 1(AT1)
e/ou receptores para angiotensina 2 (AT2). Alternativamente, a Ang | pode ser convertida ao Angiotensina 1-9
(Ang 1-9) pela acéo da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA 2). A Ang 1-9 sofre a acdo da ECA, sendo
convertida a Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) que aciona o receptor MAS. Em outra via, a Ang Il pode ser convertida
a Angiotensina 3 (Ang Ill) pela acdo da Aminopeptidase A (APA). Em seguida, A Ang Il sofre a acdo da
Aminopeptidase M (APM) e a Angiotensina 4 (Ang V) é sintetizada, a qual tem acéo sobre os receptores para
angiotensina 4 (AT4) ou numa classe de Aminopeptidase regulada pela insulina (PAUL; MEHR; KREUTZ,
2006; FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).
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c) Fatores Genéticos

A hipertrofia cardiaca também pode ser resultado de predisposicdo genética. Nesse
caso, a cardiomiopatia hipertréfica (CH) corresponde a uma classe de doencas cardiacas
resultante de mutacBes genéticas, caracterizada, principalmente, por um espessamento
assimétrico do septo ventricular que pode prejudicar o fluxo sanguineo através da aorta,
passando a ser chamada como cardiomiopatia hipertrofica obstrutiva (NISHIMURA,
OMMEN; TAJIK, 2003).

As alteracBGes observadas na CH ndo sdo atribuidas a fatores hemodinamicas e/ou
neuro-humorais, mas sim a alteracbes em genes envolvidos na sintese de proteinas
relacionadas com 0s mecanismos contrateis, assim como a cadeia pesada da g-miosina
cardiaca, por exemplo (CHUNG; TSOUTSMAN; SEMSARIAN, 2003). As principais
manifestacdes clinicas da CH sdo dispneia, angina, tontura, sincope e morte subita em
individuos com menos de 35 anos de idade, incluindo atletas de elite (MOOLMAN-SMOOK
etal., 2003; FIFER; VLAHAKES, 2008; ROWLAND, 2009).

Diante do exposto, as adaptacGes cardiacas, principalmente as relacionadas com o
aumento da massa cardiaca, podem ter suas origens em mdltiplos fatores (mecanicos, neuro-
humorais ou genéticos), refletindo a interacdo de um conjunto complexo de situacdes que
resultam nas alteragdes cardiovasculares presentes em muitas doengas do aparelho

circulatério.
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3.2.3 Modelos simpatomiméticos de inducdo da hipertrofia cardiaca

O desenvolvimento de modelos animais que simulem condi¢bes patologicas tem sido
de extrema importancia para o entendimento dos efeitos fisioldgicos da respectiva condig&o.
Aliado a necessidade de entendimento acerca da patofisiologia em questdo, a preméncia em
relacdo ao estudo de novos alvos terapéuticos voltados para o tratamento de doencas tem
consolidado a relevancia da utilizacdo dos modelos animais como ferramentas indispensaveis

para 0 avanco do conhecimento.

Com base na devida importancia que as doencas cardiovasculares vém adquirindo ao
longo dos anos em virtude das consequentes mas adaptacGes constatadas na sua grande
maioria, 0s modelos animais sdo imprescindiveis para o seu entendimento. Nesse sentido, um
dos modelos animais mais utilizados para se entender os mecanismos inerentes a hipertrofia
cardiaca sdo os simpatomiméticos (FURNIVAL et al, 1971; GIOTTI; LEDDA,;
MANNAIONI, 1973; KUDEJ et al., 1997; BADENHORST et al., 2003; BAKER, 2010).
Nestes modelos, o simpatomimetismo se refere a reproducdo das caracteristicas da
hiperatividade do SNS, ou seja, um aumento sisttmico ou local das catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina) e/ou similares, como o isoproterenol. Diante do mimetismo
simpatico, tem-se como objetivo promover algum tipo de adaptacdo, aguda ou crénica. Os
efeitos cardiovasculares mais evidentes da ativacdo simpatica sdo: aumento da frequéncia
cardiaca (cronotropismo), contratilidade intensa (inotropismo), vasoconstricdo das artérias
cardiacas e arteriolas periféricas, entre outros (PELAT et al., 2003; OSADCHII et al., 2007,
COLLINS; RODRIGO, 2010; WEI et al., 2011).

A regulacdo da contratilidade e/ou da frequéncia cardiaca pelo SNS envolve um
coordenado sistema de receptores ancorados nas membranas plasmaticas dos cardiomidcitos,
destacando-se a familia de receptores adrenérgicos, dentre os quais, 0s mais abundantes e
importantes para a fisiologia cardiaca séo os 1 e f»-adrenérgicos (MYSLIVECEK; TROJAN,
2003; BRODDE; BRUCK; LEINEWEBER, 2006b). Ambos os receptores estdo distribuidos
diferentemente no miocéardio, de modo que o subtipo S;-adrenérgico € proporcionalmente
mais abundante do que o subtipo p,-adrenérgico (Figura 3) (BRODDE; MICHEL, 1999;
WALLUKAT, 2002).
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Figura 5 - Cascata de sinalizacao dos receptores g-adrenérgicos acoplados a proteinas G.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - A estimulacdo dos receptores f; e S-adrenérgicos resulta na ativacdo de proteinas G estimulatoria (Gs)
e/ou inibitdria (G;), neste ultimo caso, apenas o subtipo B, pode estd acoplado. O acionamento dos receptores
ligados a G5 promove a ativacdo da enzima de membrana adenilil ciclase que, por sua vez, ocasionam o aumento
dos niveis intracelulares de cAMP (adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico). Este induz a ativacdo da PKA
(proteina kinase A), enzima que fosforila vérias proteinas intracelulares, principalmente canais i6nicos para
calcio tipo L e a proteina moduladora de liberacéo de calcio no reticulo sarcoplasmatico, a fosfolambana.
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Tanto o receptor f; quanto o f, estdo acoplados a proteinas Gs (stimulatory -
estimulatéria) e uma vez ativados, acionam a adenilil ciclase e eleva os niveis intracelulares
de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (CAMP ) (Figura 5) (WALLUKAT, 2002; STARK et
al., 2004). Este altimo, um tipo de segundo mensageiro intracelular, promove a ativacdo da
proteina kinase A (PKA), enzima que fosforila uma série de proteinas citoplasmaticas,
principalmente canais ionicos para calcio (Ca**) do tipo L e a fosfolambana, proteina
moduladora da liberacdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico (Figura 5) (KAMP; HELL,
2000; KAPILOFF et al., 2009; EFENDIEV; DESSAUER, 2011). A fosforilacdo de canais
para Ca”* e da fosfolamban, entre outros, resulta no influxo de Ca*" para o citoplasma e
reducdo da recaptacdo deste pelo reticulo sarcoplasmaético, acionando 0s mecanismos
contrateis (XIAO et al., 1999; XIAO, 2001; WALLUKAT, 2002; ZHENG; HAN; XIAO,
2004). Em sintese, a ativacdo simpatica promove o acionamento de receptores f-adrenérgicos
que, por sua vez, eleva as concentragdes intracelulares de Ca?* e assim, aumenta-se a
contracdo cardiaca (CHARKOUDIAN et al., 2005; IEDA; FUKUDA, 2009; GRASSI,
SERAVALLE; QUARTI-TREVANO, 2010; LEVICK et al., 2010).

Sendo assim, sabendo que a ativacdo dos receptores p-adrenérgicos € uma das
principais causas das alteracbes das fungdes miocérdicas, muitos estudos tém utilizado
substancias analogas as catecolaminas com o objetivo de mimetizar os efeitos simpaticos
sobre os parametros das fungdes miocéardicas, tanto in vivo quanto in vitro (SHANKS et al.,
1967; PATEL et al., 1991). Nesse sentido, alguns modelos fazem uso da estimulacdo aguda
e/ou crbnica dos receptores S-adrenérgicos para induzir alteragfes cardiacas, principalmente
hipertrofia (GIOTTI; LEDDA; MANNAIONI, 1973; EVERED; ROBINSON, 1981; ZOU;
KOMURO; YAMAZAKI, 1999). Dentre os modelos mais utilizados, destaca-se a
administracdo de isoproterenol (isoprenalina), um analogo da adrenalina que influencia
positivamente no inotropismo e cronotropismo, podendo instaurar adaptacfes cardiacas
prejudiciais a fungdo cardiaca, tais como hipertrofia cardiaca seguida de disfungéo ventricular
(FURNIVAL; LINDEN; SNOW, 1971; LAYLAND et al., 2004; OSADCHII et al., 2007;
SOLTYSINSKA; OLESEN; OSADCHII, 2011).
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Figura 6 - Representacdo do mecanismo de dessensibilizacdo e internaliza¢do dos receptores f-
adrenérgicos.
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Fonte: Modificado de KOBILKA, 2011.

Nota - Basicamente, a dessensibilizacdo e internalizacdo dos receptores p-adrenérgicos envolve o
desacoplamento destes receptores das respectivas proteinas G acopladas as estruturas proteicas em resposta a
ativacdo de proteinas kinases dependentes de segundos-mensageiros intracelulares, tais como a PKA (proteina
kinase dependente de cAMP), PKC (proteina kinase dependente de diacilglicerol e Ca*") e GRK (Kinases dos
receptores acoplados a proteina G). A PKA, ativada em resposta ao acionamento da adenilato ciclase (AC) pela
proteina G estimulatoria (Gs), pode fosforilar residuos de serina e treonina nos receptores B-adrenérgicos,
impossibilitando o acionamento das proteinas G acopladas. A PKC atribui-se a responsabilidade de fosforilar e
desativar proteinas G inibitorias (Gi), ocasionando a elevacdo da cCAMP e contribuindo para ativacdo da PKA e,
consequentemente, a dessensibilizagdo dos receptores. A GRK é responsavel pela dessensibilizagdo e
internalizacdo dos receptores S-adrenérgicos em duas etapas: 1) fosforilacdo de residuos de aminoacidos (serina
e treonina) nos receptores, promovendo o desacoplamento das proteinas G; e 2) endocitose (internalizagdo) dos
receptores mediada por proteinas chamadas arrestinas que promovem um acoplamento aos receptores,
internalizando o complexo proteico formado.
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Embora o modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol ocasione a
elevacdo da concentracio miocardica de cCAMP e do transiente de Ca®* mediado pela ativagéo
dos receptores acoplados a proteinas Gs (ZOU; KOMURO; YAMAZAKI, 1999; KAMP;
HELL, 2000; GOAILLARD; VINCENT; FISCHMEISTER, 2001; BERS; DESPA, 2009), ha
evidencias de que a tanto a atividade da adenilil ciclase quanto a concentracdo do seu mRNA
estd reduzida, provavelmente, como resultado da dessensibilizacdo dos receptores
adrenérgicos provocada pela cronicidade da administracdo do isoproterenol (Figura 6)
(KUDEJ et al., 1997; FERGUSON, 2001).

3.2.4 O diagnéstico bioquimico da hipertrofia cardiaca

Uma das estratégias mais utilizadas para diagnosticar e auxiliar nas decisbes de
tratamento dos riscos cardiovasculares, como isquemia cardiaca e necrose miocardica, por
exemplo, é a determinacdo dos niveis plasmaticos de biomarcadores cardiacos especificos
(SIM; LIEU; ANDRE, 2008). Os biomarcadores mais utilizados no diagndstico e progndstico
de lesBes pos-isquémicas e dano cardiaco, por exemplo, sdo a creatina kinase miocardica
(CK-MB) e a troponina (Tn).

Um estudo conduzido por Ye e Colaboradores (2001) demonstrou que 0s niveis do
MRNA para isoforma CK-B estavam elevados em um modelo animal de hipertrofia
ventricular esquerda. Neste estudo, os pesquisadores também observaram que a concentracdo
da proteina CK-B também aumentou nos animais com hipertrofia ventricular. No entanto, a
atividade total da CK néo foi alterada nos miocéardios hipertrofiados. Corroborando com estes
achados, Smith e colaboradores (2006) observaram em pacientes com hipertrofia cardiaca que
os niveis de fosfocreatina (PCr) miocardica diminuiram 35% e que a razdo PCr/ATP, utilizada
como um indice do estado energético miocardico, foi reduzida em 30%. Ainda foi constatado
neste estudo que a CK néo teve alteragéo funcional.

Embora a CK-B tenha sido muito importante para o diagndstico e progndéstico de
riscos cardiovasculares, a sua nao-especificidade cardiaca pode mascarar situacdes clinicas.
Nesse sentido, estudos relatados por Morandi e Colaboradores (2006), em um trabalho de
revisdo, demonstraram que o tratamento com drogas f-bloqueadoras foi capaz de elevar os

niveis de CK tanto em pacientes com hipertensdo essencial como em animais.
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Em contrapartida, a troponina cardiaca apresenta especificidade e uma associacdo com
0s riscos cardiovasculares mais acentuada quando pacientes apresentam niveis de CK-B
normais ou reduzidos (SIM; LIEU; ANDRE, 2008). Um estudo realizado por Maass e
Colaboradores (2004), em camundongos transgénicos que superexpressavam o0 subtipo
cardiaco de troponina T (cTnT), demonstrou uma hipertrofia elevada apés administragcdo
cronica de isoproterenol. Somando-se ao exposto, em estudo recente, constatou-se que
humanos com insuficiéncia cardiaca apresentaram uma expressao elevada do subtipo 4 da
troponina T (TnT-4) (HUANG et al., 2008). Sendo assim, apesar de se utilizar a CK-B como
um biomarcador de riscos cardiovasculares, a avaliagdo dos niveis de troponina miocérdica €

capaz de proporcionar um diagnéstico e um prognostico mais confiavel.

3.3 O oxido nitrico e as adaptacdes cardiacas

3.3.1 O o6xido nitrico como modulador das fungdes cardiovasculares

O oxido nitrico ('NO) é uma molécula gasosa, facilmente difusivel, altamente reativa
em funcdo da presenca de um elétron desempareado (radical livre) que tem um importante
papel numa grande variedade de processos (pato)fisioldgicos (LOSCALZO; WELCH, 1995;
FILHO; ZILLBERSTEIN, 2000). A sua importancia como agente sinalizador, tanto
intracelular (autocrino) quanto extracelular (paracrino), é relatada desde quando esta seminal
molécula foi identificada, inicialmente, como fator relaxante derivado do endotélio (EDRF —
Endothelium-Derived Relaxing Factor), onde foi descrita a sua participagdo nos mecanismos
responsaveis pela vasodilatacdo (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; IGNARRO; BUGA,
1987; FURCHGOTT, 1999).

Quimicamente, a formacdo enzimatica deste radical é catalisada por uma familia de
enzimas chamadas oOxido nitrico sintases (NOS; EC 1.14.13.39) que, por sua vez, utiliza o
nitrogénio guanidino terminal do aminodcido L-arginina como substrato para formar L-
citrulina e ‘NO. Para esta reagdo, faz-se necessario a presenca de oxigénio (O,) e nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADPH), além de zinco e tetrahidrobiopterina (BH,) (LIU; HUANG,
2008; FLEMING, 2010; TENNYSON; LIPPARD, 2011).
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Ha trés isoformas distintas da NOS: a neuronal (nNOS ou NOSL1), a induzivel (iNOS
ou NOS2) e a endotelial (eNOS ou NOS3) (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001,
MANSUY; BOUCHER, 2004). Destas, as isoformas eNOS e nNOS constituem a classe
constitutiva, as quais sdo controladas, principalmente, pelos niveis intracelulares de Ca** e
pela calmodulina (CaM), enquanto a isoforma iNOS pertence a classe induzivel e pode ser
regulada por transcrigio génica, é independente de Ca®* e, a priori, em resposta a mediadores
pro-inflamatorios (ANDREW; MAYER, 1999; LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010).

Embora as isoformas da NOS apresentem diferencas funcionais, ambas exibem certa
homologia estrutural entre si. Cada isoforma é constituida por um dimero proteico, onde cada
mondmero contem um dominio oxigenase N-terminal e um dominio redutase C-terminal, que
apresentam atividades cataliticas diferentes, mas, que juntos, contribuem para o bom
funcionamento da NOS (Figura 7) (ANDREW; MAYER, 1999; ALDERTON; COOPER;
KNOWLES, 2001). Cada dominio oxigenase, responsavel pela conversdo de L-arginina a L-
citrulina e ‘NO, apresenta sitios de acoplamento para um grupamento heme e uma molécula
de BH,; (Tetrahidrobiopterina) como cofatores, bem como residuos de cisteina para o
acoplamento de zinco e formar o dimero ativo, enquanto o dominio redutase contém sitios
para flavina mononucleotideo (FMN), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e NADPH como
cofatores, além de uma regido de interacdo com a CaM (Figura 7) (AOYAGI et al., 2003;
FLEMING, 2010; TENNYSON; LIPPARD, 2011).
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Figura 7 - Isoformas da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) e seu mecanismo de agao.
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NADP* H* _ FAD Zn € ¢ €-
€ > € _FMN o NADP* H*
~ " Dominio Redutase
Fe/BH,
Citrulina +*NO NADPH
o Dominio Oxigenase

L-arginina + O,
Fonte: Autor, 2013.
Nota - As isoformas da NOS podem ser classificadas como constitutivas e induzivel. Constitutivas: NOS1 ou
Neuronal (nNOS), NOS3 ou Endotelial (eNOS) e Mitocondrial (mtNOS); Induzivel: NOS2 ou Induzivel (iNOS).
A NOS é formada por dois monémeros, cada um contendo um dominio redutase e outro oxidase. O dominio
redutase tem o sitio de acoplamento do complexo Calcio/Calmodulina (Ca**/CaM) é para reducdo do NADPH &
NADP* e H*. O dominio oxigenase apresenta o Tetrahidrobiopterina (BH,) como cofator e o sitio para o

acoplamento do substrato L-arginina e a consequente conversao a citrulina e éxido nitrico ‘'NO. (ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001).

Além das trés isoformas da NOS citadas anteriormente, ha indicios de outra isoforma
constitutiva e sensivel ao Ca®*, encontrada regularmente na membrana interna da mitocondria
de vaérios tecidos, referida como Oxido nitrico sintase mitocondrial (mtNOS) (BATES;
LOESCH, 1995; BATES et al., 1996; LACZA et al., 2003). A esta enzima tem sido atribuido
um papel imprescindivel na fosforilacdo oxidativa mitocondrial, uma vez que a sintese de ‘NO
por meio da mtNOS interfere nos mecanismos inerentes a respiracdo mitocondrial, como a
inibicdo e/ou desacoplamento da citocromo oxidase ¢ (COX) da cadeia de transporte de
elétrons, podendo ocasionar apoptose e estresse oxidativo (BROWN, 1995; GHAFOURIFAR
etal., 1999; BROOKES, 2004; PODEROSO, 2009).

Uma vez sintetizado por uma das isoformas da NOS, em muitas células, o ‘NO ativa a
guanilato ciclase soltvel (sGC; soluble Guanylyl Cyclase), uma enzima citosélica composta

por duas subunidades (o e ) que produz o segundo mensageiro intracelular guanosina-3’,5’-



41

monofosfato ciclico (cGMP; cyclic Guanosine Monophosphate) a partir de trifosfato de
guanosina (GTP; Guanosine Triphosphate) (NEGRERIE et al., 2001; FRIEBE; KOESLING,
2003; LIU; HUANG, 2008; TSAI et al., 2011). A elevacdo do cGMP intracelular pode
resultar na fosforilagdo de proteinas kinases dependentes de cGMP, fosfodiesterases e canais
ibnicos e, assim, exercer seus efeitos celulares, dentre eles, a vasodilatacdo (controle do tonus
muscular liso), inibicdo da agregacdo plaquetaria e modulacdo da neurotransmissdo (Figura 8)
(FEIL et al., 2003; BIRSCHMANN; WALTER, 2004; MULLERSHAUSEN; LANGE;
MERGIA, 2006; RIBA et al., 2006).

Embora a sGC seja 0 alvo primario do ‘NO, este também sinaliza em outras moléculas
intracelulares, tais como a citocromo oxidase ¢ na mitocéndria, a partir da ativacdo da mtNOS
(GHAFOURIFAR; RICHTER, 1997; GHAFOURIFAR et al., 1999). O 'NO também é
responsavel por ativar diretamente canais para potassio sensiveis a calcio (BKc, ou Maxi K) e
canais para potassio sensiveis a ATP (Karp), promovendo hiperpolarizacdo quando em altas
concentracdes e, assim, regulando o ténus vascular diretamente (LANG; WATSON, 1998;
MISTRY; GARLAND, 1998; DENNINGER; MARLETTA, 1999; LANG et al., 2000).
Também ja foi demonstrado uma relacéo direta entre a reducdo significativa da atividade do
NF-kB e o aumento da concentragdo de ‘NO, além da ativacdo de proteinas G, elevando os
niveis de moléculas ligadas ao nucleotideo GTP (Trifosfato de Guanosina) (LANDER,;
OGISTE; PEARCE, 1995; MARSHALL; STAMLER, 1999; RAYCHAUDHURI et al., 1999
CAO et al., 2003; HEO; CAMPBELL, 2005). Além dos efeitos citados, 0 ‘NO esta envolvido
na regulacdo das vias apoptdticas, seja atuando como agente anti-apoptético quando em
concentragOes fisioldgicas ou como efetor pro-apoptotico, quando, cronicamente, produzido
em altas concentragdes (BILLIAR, 1997; CHOI et al., 2002; KIM; TALANIAN; TANAKA
et al., 2003). Diante do exposto, admite-se que o ‘NO tem varios alvos intracelulares capazes
de alterar muitas condic¢des funcionais, independente de atuar no seu principal alvo celular

que é a guanilato ciclase soltvel e consequente producao de cGMP.



42

Figura 8 - Representacdo do relaxamento vascular mediado pela sinalizagio do Oxido Nitrico
('NO).

nNOS, iINOS e/ou eNOS

l .

NO

K caz Ca™

NO K
NO Ca*  Ca*

NO
NO \ Canais
Potassio

/—\ Relaxamento

GTP cGMP —>| PKG

Fonte: Adaptado de FARACI; SOBEY, 1998.

Nota - O ‘NO gerado pela acéo das isoformas da NOS ativa a enzima citosolica guanilato ciclase soltvel (sGC),
a qual é responsavel pela sintese do segundo mensageiro cGMP (monofosfato de guanosina ciclico) a partir da
hidrélise GTP (trifosfato de guanosina). O cGMP sintetizado fosforila proteinas especificas que acaba por
resultar na resposta vascular ao "NO.

3.3.2 O dxido nitrico na hipertrofia cardiaca

Ha& muito se reporta a existéncia de uma estreita relagdo entre o ‘NO e as doencas
cardiovasculares. Sabe-se, por exemplo, que na disfuncdo endotelial ha um constante
desequilibrio nas vias de sintese e sinalizagdo do ‘"NO (ROMERO et al., 2008; SILVA,;
PERNOMIAN; BENDHACK, 2012). Esta condicdo pode ser observada quando ha uma
diminuicdo da producdo ‘NO através das isoformas constitutivas da NOS (eNOS e nNOS)
e/ou quando ha uma superproducdo por meio da isoforma induzivel (iNOS), resultando na
producéo de outros agentes deletérios, como o peroxinitrito (ONOQ"), peroxido de hidrogénio
(H20,) e anion superoxido (‘O;) (THENGCHAISRI et al., 2006; LUIKING; ENGELEN;
DEUTZ, 2010; CHANDRA et al., 2012).
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Muitos relatos tem evidenciado o papel do ‘NO nas alteragcbes miocardicas frente aos
estimulos hipertroficos. Nesse sentido, tem-se conhecimento que na insuficiéncia cardiaca, a
producdo de "NO é elevada em funcdo de um aumento da expressao (upregulation) e atividade
da iNOS em detrimento da reducdo da sintese da isoforma endotelial da NOS (eNOS),
podendo ter um papel deletério no miocéardio (DREXLER et al., 1998; GEALEKMAN;
ABASSI; RUBINSTEIN, 2002; OZAKI et al., 2002). Este fato é responsavel por
comprometer a funcionalidade miocardica, diminuindo a responsividade do tecido cardiaco a
sinalizacdo S-adrenérgica, atenuando, assim, o transiente de Ca®* (HARE et al., 1998; ZIOLO
et al., 2004).

Em contraste, na hipertrofia cardiaca, condi¢do precedente a insuficiéncia cardiaca, ha
evidencias de efeitos cardioprotetores das isoformas constitutivas da NOS. Tem-se mostrado
em camundongos que a producdo de ‘NO esta diminuida em funcdo da reducéo da ativacdo da
eNOS (NIU et al., 2012). Aliado a isso, resultados de estudos com modelos animais Knockout
para eNOS (eNOS™) demonstram o comprometimento funcional e morfolégico do miocérdio,
uma vez que a funcdo diastdlica e sistdlica estdo prejudicadas, além de um grau exacerbado
de remodelamento miocardico, comprovando que esta enzima tem um papel relevante no
controle dos efeitos adversos da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga de pressao
(ICHINOSE et al., 2004; RUETTEN et al., 2005; LIU; HUANG, 2008; UMAR; VAN DER
LAARSE, 2010). Sustentando a importancia da eNOS para a modulacdo dos efeitos
hipertroficos do isoproterenol como agente estimulante, camundongos transgénicos que
superexpressam a citada isoforma apresentam um grau de hipertrofia e fibrose cardiaca
atenuada (OZAKI et al., 2002).

A isoforma neuronal da NOS também tem um papel imprescindivel na modulacédo da
sinalizacdo do ‘NO no miocardio frente a uma condicdo patolégica. Animais Knockout para
nNOS (NNOS™) apresentam uma alteracdo dos mecanismos responsaveis pelo acoplamento
excitacdo-contracdo, principalmente na sinalizacdo do Ca®* originario dos estoques
intracelulares (reticulo sarcoplasmatico). Isto posto, a delecdo de tal enzima é capaz de alterar
positivamente o influxo de Ca®* para o citosol, sugerindo que o ‘NO, produzido pela nNOS,
pode atuar como um sinalizador atenuando moderadamente a corrente de Ca’* e assim
modular o mecanismo contratil do miocéardio (SEARS et al., 2003; HEATON et al., 2006).
Somando-se ao exposto, animais NNOS” submetidos a procedimentos de infarto do miocardio

tém mortalidade elevada, além do comprometimento da funcdo cardiaca e resposta ao
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agonista B-adrenérgico comprometida, corroborando com a ideia de que a sintese de ‘NO pela
nNOS tem uma grande relevancia para modulacdo da contratilidade cardiaca (BENDALL et
al., 2004; DAWSON et al., 2005; SARAIVA et al., 2005).

As evidéncias citadas demonstram a importancia da origem do ‘NO em relacdo as
isoformas das enzimas responsaveis pela sua sintese, sendo as constitutivas (eNOS e nNOS)
as mais importantes para os efeitos benéficos do ‘NO, enquanto que a isoforma induzivel

(iNOS) parece exercer um efeito prejudicial para a funcionalidade miocéardica.
3.4  Aarginase como um modulador enddgeno da producéo de 6xido nitrico
3.4.1 Aspectos gerais da arginase

A arginase (EC 3.5.3.1) é a enzima central em um conjunto de reacdes que resulta na
sintese de uréia e L-ornitina a partir da hidrolise de L-arginina (Figura 9). A acdo enzimatica
da arginase sobre o seu substrato é totalmente dependente do acoplamento de dois cétions
divalentes, que, em condicdes fisiolégicas, corresponde ao manganés (Mn®"), ao centro
binuclear presente em cada subunidade da estrutura trimérica desta enzima (ASH, 2004,
SCHENK; MITICI=; GAHAN, 2012). Tem-se conhecimento que o centro binuclear formado
pelos pares de fons Mn?*" é responsavel por exercer o ataque ao carbono guanidino do
substrato L-arginina e estabilizar o intermediario formado na reacdo através da acdo
nucleofilica do fon hidréxido do metal de transicdo formado na ligacido Mn?*-Mn** do centro
ativo da enzima (BAGGIO et al., 1997; COSTANZO et al., 2005; DOWLING; COSTANZO,
2009).

Figura 9 — Sintese de ureia.

H,0 Ureia

L-arginina \—-} > L-ornitina

Arginase

Fonte: Autor, 2013.

Nota - O aminodacido L-arginina é hidrolisado pela enzima trimérica arginase formando L-ornitina e ureia. Autor,
2013.
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Hé& duas isoformas distintas da arginase que estdo distribuidas e compartimentalizadas
diferenciadamente nos tecidos e células. Estas sdo designadas como arginase | (Al) e arginase
Il (All) (CABELLO; PRAJOUX; PLAZA, 1965; BASCUR et al., 1966). Enquanto a Al é
encontrada predominantemente no citosol de células hepaticas, regulando o ciclo da uréia, a
All é relevantemente distribuida em tecidos extra-hepéticos. Esta isoforma estd localizada,
principalmente, nas mitocondrias de células renais, tendo como uma das suas funcdes a
regulacdo do metabolismo da L-arginina, provendo L-ornitina como precursor para
biossintese de glutamato, poliaminas, creatina e prolina (HERZFELD; RAPER, 1976;
SPECTOR et al., 1994; MORRIS; BHAMIDIPATI; KEPKA-LENHART, 1997).

Além da distribuicdo tecidual e compartimentalizacdo celular, as isoformas da
arginase também diferem em suas propriedades imunoldgicas e bioguimicas. Ambos 0s
subtipos de arginase apresentam diferencas nas distribuicdes de cargas elétricas ao longo da
cadeia polipeptidica, sendo a Al, predominantemente catidnica, enquanto a All apresenta uma
caracteristica anionica (SKRZYPEK-OSIECKA; ROBIN; POREMBSKA, 1983
POREMBSKA; ZAMECKA, 1984; PEROZICH; HEMPEL; JR, 1998). Em humanos, até o
momento, foram identificados dois subtipos de All, os quais sdo diferenciados pelo residuo
inicial da sequéncia de aminoacidos que compde a proteina, onde mais de 90% das enzimas
sdo iniciadas pelo aminoacido valina-23 (COLLELUORI; MORRIS; ASH, 2001). Nesse
sentido, comprovou-se a importancia da disposi¢cdo do residuo aminoacido arginina 308 (Arg-
308) na cadeia peptidica na manutengdo da estrutura quaternaria do subtipo 1 da arginase,
bem como na sua estabilidade e propriedades cinéticas (LAVULO et al., 2001).

A acdo da arginase esta envolvida em varios processos endogenos, desde a regulacdo
metabolica do seu substrato, a L-arginina, e outras moléculas, como o aminoacido L-ornitina,
até o comprometimento da fungdo sexual em homens e mulheres, uma vez que tem-se
mostrado uma forte relacdo da atividade enzimética da arginase com a disfuncdo erétil
masculina e hipoatividade sexual feminina, influenciando, principalmente, nos mecanismos
responsaveis pelo tdnus muscular liso na genitalia do homem e da mulher (GRODY et al.,
1989; CAMA; COLLELUORI; EMIG; SHIN, 2003; CHRISTIANSON, 2005; CROMBEZ;
CEDERBAUM, 2005; JAIN-GHAI; NAGAMANI, 2011). Somando-se, a arginase tem um
papel relevante na resposta imune celular e processos inflamatdrios, modulando a utilizac&o
de L-arginina como substrato e a producdo de ornitina, aminoacido imprescindivel na
mediac&o as respostas inflamatorias sistémicas (BANSAL; OCHOA, 2003).
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Sabe-se que a L-arginina, além de ser o Unico substrato fisiolégico para arginase,
também o é para a familia de enzimas responsaveis pela sintese de ‘NO, as isoformas da NOS.
Dessa forma, a competicdo pelo mesmo substrato por parte das isoformas da arginase e da
NOS torna-se um dos principais mecanismos moduladores dos efeitos exercidos pelos
produtos da atividade de ambas as enzimas (BOUCHER; MOALI; TENU, 1999). Além disso,
existem outros mecanismos pelos quais a arginase e a NOS interferem na acdo uma da outra.
Sabe-se, por exemplo, que o N*®-hidroxi-L-arginina, um intermediario endégeno formado na
sintese de ‘NO, é um potente inibidor da arginase (BAGGIO; EMIG; CHRISTIANSON,
1999; DOWLING; COSTANZO, 2009; COSTANZO et al.,, 2010). Por sua vez, as
poliaminas, formadas a partir de um produto da acdo da arginase, podem atuar como
reguladores fisiolégicos da producdo de ‘NO (CONESKI; SCHOENFISCH, 2009;
CHATURVEDI et al., 2010; CODONER-FRANCH et al., 2011; CHOI; PARK, 2012).

3.4.2 Aarginase nas complicacgdes cardiovasculares

O equilibrio entre a producdo de ‘NO, através das enzimas NOS e o acionamento da
arginase em varios tecidos, constitui uma ferramenta de grande relevancia para varios
processos fisioldgicos mediados pela sintese de ‘NO, principalmente no sistema
cardiovascular (DURANTE; JOHNSON; JOHNSON, 2007).

O musculo liso vascular é altamente reativo a sinalizacdo do ‘NO originado nas células
endoteliais vasculares, de forma que a acdo paracrina do ‘NO constitui um mecanismo de
regulacdo do tonus muscular liso no vaso, contribuindo para a manutencdo dos niveis
pressoricos em condicdes favordveis (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; DELPY; COSTE;
GOUVILLE, 1996; FURCHGOTT, 1999; GUNNETT et al., 2001). No entanto, em muitas
condigdes patologicas, como na hipertensao arterial, aterosclerose e diabetes, 0s processos
responsaveis pela acdo do ‘NO na funcdo vascular tem sido alvo de muitas investigacdes
devido a um desequilibrio da acdo desta espécie molecular reativa (CHENG et al., 2012;
BENDHACK, 2012; SILVA; PERNOMIAN; SON, 2012; VAISMAN et al., 2012).

Nesse sentido, atribui-se a arginase a responsabilidade de esté interferindo nos efeitos
exercidos pelo 'NO no sistema cardiovascular. Corroborando com esta ideia, trabalhos

evidenciam o papel da arginase na aterosclerose, onde se observa o acionamento de um
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mecanismo mediado pela sua ativacdo e/ou aumento na sintese através da elevacdo de
lipoproteinas de baixa densidade oxidada (OxLDL; Oxidized Low-Densite Lipoprotein) e a
consequente inativacdo da eNOS, diminuindo a biodisponibilidade de oxido nitrico (RYOO et
al., 2006, 2008, 2011). Nesse mesmo sentido, evidencias indicam que a disfuncdo endotelial
observada em vasos em processo de envelhecimento e também na diabetes tem sido conferido
a hiperativacdo da arginase em detrimento da diminuicdo funcional da eNOS (BERKOWITZ
et al., 2003; GRONROS et al., 2011; SHIN; BERKOWITZ; RYOO, 2012; ROMERO et al.,
2012).

Na hipertenséo arterial, um dos multifatores responsaveis pelos prejuizos encontrados
nesta condicdo é a disfuncdo endotelial que contribui para elevacdo da resisténcia periférica
(BERG, 2005). Sendo assim, a comprovada relacdo existente entre 0s mecanismos
responsaveis pela disfuncdo endotelial e a sintese de ‘NO tem levado a investigacdo do papel
da arginase na condicdo hipertensiva. Estudos mostram que o tratamento cronico de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR; Spontaneously Hypertensive Rat) com os inibidores da
arginase DFMO (a-difluoromethylornithin) e nor-NOHA (N“-hydroxy-nor-L-arginine)
melhora a funcdo vascular e atenua os niveis pressoricos (DEMOUGEOT et al., 2005;
BAGNOST et al., 2008, 2010). No referido modelo de hipertens&o, caracterizou-se que 0s
efeitos deletérios da arginase depende do tempo, de modo que um aumento na sua sintese
(upregulation) precede os estagios elevados da pressdo arterial e, apds, uma alteracdo
funcional da enzima é observada (DEMOUGEOT et al., 2007). Em conformidade com o
exposto, a biodisponibilidade aumentada de L-arginina, substrato tanto para arginase quanto
para NOS, restaura a producdo de ‘NO, melhorando a regulacdo central dos parametros
cardiovasculares na hipertensdo (LEE et al., 2009; OU; WEI; HUANG, 2010). Diante das
evidencias expostas, vé-se que o eixo ‘NO/arginase tem ganhado grande atencdo como
possiveis alvos terapéuticos para o tratamento de varias condi¢Oes patologicas,

principalmente, para as doencas cardiovasculares.

3.4.3 O papel da arginase na hipertrofia cardiaca

A ocorréncia da arginase no tecido cardiaco tem gerado uma grande variedade de
evidencias que leva a considerar a sua influencia ndo apenas no leito vascular, mas também
no coragdo (HERZFELD; RAPER, 1976).
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As primeiras evidéncias da interferéncia da arginase no miocardio foram levantadas a
partir de investigacbes que mostraram o papel de outra enzima, a ornitina descarboxilase
(ODC), na hipertrofia cardiaca (SCHLUTER et al., 2000; SHANTZ; FEITH; PEGG, 2001).
Esta enzima é responsavel pela sintese de poliaminas a partir da utilizacdo de ornitina como
substrato que, por sua vez, é o produto da acdo enzimatica da arginase sobre 0 aminoacido L-
arginina (COLLELUORI; MORRIS; ASH, 2001; YU et al., 2003; PEGG, 2006). A possivel
relacdo da ODC com a arginase nas adaptacfes cardiacas aos estimulos hipertroficos é
reforcada por trabalhos que comprovam uma elevada concentracdo de poliaminas e uma baixa
producdo de ‘NO, associada a uma reducdo da sintese de eNOS (LIN et al., 2008, 2010).
Nesse sentido, reforcando o papel da arginase no midcito cardiaco, utilizando-se
camundongos transgénicos que superexpressam a ODC, observou-se que estes apresentaram
uma resposta hipertrofica mais acentuada ao isoproterenol, sugerindo que o aumento na
atividade da arginase reduz a producdo de ‘NO, contribuindo, assim, para disfuncdo cardiaca
(GIORDANO et al., 2012).

Sustentando as evidencias citadas anteriormente, uma relacdo positiva entre a
expressdo e atividade da arginase em algumas condi¢des patoldgicas, tais como a doenca de
chagas, tem mostrado ser um fator contribuinte para a sobrevivéncia do parasita causador da
doenca (AOKI et al., 2004; CUERVO et al., 2008). Somando-se, a inibi¢do da arginase atenua
os efeitos prejudiciais do infarto do miocardio e da insuficiéncia cardiaca, demonstrando que
a “upregulation” da arginase tem um papel relevante em condi¢des patoldgicas (HEUSCH et
al., 2010; JUNG et al., 2010).

Na hipertrofia cardiaca, sabe-se que hd um sério comprometimento dos efeitos
cardioprotetores do ‘NO, observando-se uma significativa reducdo da concentracdo deste
radical na condicdo hipertrofica do coracdo, enquanto que na progressao para o estado de
insuficiéncia cardiaca, ha uma producdo elevada e sustentada de "‘NO, tanto em modelos
animais quanto em humanos (WOLLERT; DREXLER, 2002; UMAR; VAN DER LAARSE,
2010; LIU; FENG, 2012). No coracdo normal de ratos, a ativagdo da arginase miocardica
(Al regula da funcdo cardiaca, reduzindo a contratilidade através da inibicdo da nNOS e,
assim, modulando a biodisponibilidade 'NO (STEPPAN et al., 2006). Em contrapartida, a
principal isoforma da arginase encontrada em midcitos cardiaco de felino é o subtipo | (Al)
que, quando ativado, é o responsavel por controlar positivamente o inotropismo cardiaco no

miocardio normal (JUNG et al., 2006). Embora se observe uma diferenca funcional de ambos
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0s subtipos da arginase em cardiomiocitos de diferentes espécies de mamiferos, a ativacao
desta enzima induz uma atenuagdo da via de sinalizacdo regulada pelo ‘NO/cGMP
(BARTUNEK et al., 1998; POST; PIESKE, 2006; HAMMOND; BALLIGAND, 2012).
Diante da condigdo hipertréfica promovida pela hipertensdo, mesmo que a inativacdo da
arginase promova um efeito vaso-protetor via ‘NO, tal resposta ndo é capaz de reverter o
remodelamento miocardico ou vascular fomentado pelos altos niveis pressoricos
(DEMOUGEQT et al., 2005; BAGNOST et al., 2008, 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Animais e delineamento experimental

Neste estudo, utilizou-se camundongos machos da linhagem C57BI/6 com idades entre
12 e 16 semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL). Estes foram mantidos, sob condi¢bes padrdes de experimentacdo animal, no
Laboratorio Experimental (LabExp) do Laboratdrio de Reatividade Cardiovascular (LRC) do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude (ICBS) da UFAL. Neste ambiente, proveu-se
condigdes controladas de temperatura (22+1°C), ciclo claro-escuro de 12 horas com livre
acesso a agua e alimentacdo. Os animais foram alocados em gaiolas contendo, no maximo, 4
por gaiola. Deixa-se claro e por expresso gque todos os procedimentos foram conduzidos com
rigor ético e de acordo com os principios postulados pelo Conselho Nacional de
Experimentagdo Animal (CONCEA), sendo anteriormente submetidos para analise como
Projeto de Pesquisa e, posteriormente, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFAL
(nimero de protocolo 021462/2010-91, ANEXO).

O delineamento experimental consistiu em distribuir os animais em trés grupos:
Controle (CT), Isoproterenol (ISO) e Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I). O numero
de animais utilizado para cada grupo foi adequado a demanda de cada experimento, de forma
que a quantidade de animais por grupo variou de 5-8 em diferentes procedimentos
experimentais. A hipertrofia cardiaca foi induzida farmacologicamente através da
administracdo diaria, subcutanea (s.c.), de isoproterenol (15 mg.Kg?), um farmaco
simpatomimeético, nos grupos ISO e ISO+I durante sete dias. O grupo CT recebeu apenas 6leo
vegetal in natura como veiculo. O inibidor da arginase (L-norvalina) foi ofertado na agua
(1,5%; ~3,0 mg.Kg™) para o grupo 1SO+1 a partir do dia anterior ao inicio da administragdo

do isoproterenol (Figura 10).
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Figura 10 — Esquematizacao representativa do protocolo experimental utilizado.
DIAS

L0 > 1 > 2 > 3 > 4 > 5 > 6 > 7 > 8

Protocolo de inducao da hipertrofia cardiaca com Isoproterenol
para os grupos ISO e ISO+I

Inicio da oferta de Dia do
L-norvalina para o Sacrificio/Jejum de
grupo ISO+I 12 horas

Fonte: Autor, 2013

Nota - No dia zero (0), deu-se inicio ao protocolo com a oferta de L-norvalina na 4gua (1,5%; ~3,0 mg.Kg™) para
0 grupo ISO+I1. A partir do dia seguinte até o 7° dia, procedeu-se a administracdo de isoproterenol para 0s grupos
ISO e 1SO+I na dosagem de 15 mg.Kg™. O grupo controle recebeu apenas a administracdo do veiculo. Autor,
2013.
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4.2 Sacrificio dos animais

Apo6s o periodo de inducdo farmacoldgica da hipertrofia cardiaca, no oitavo dia,
seguido de um periodo de jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com
Ketamina/Xilazina (110/10 mg.Kg™; i.p.) e sacrificados por puncdo cardiaca. O sangue
coletado durante este procedimento foi transferido para tubos “eppendorfs” contendo heparina
(500 UL.mL™) e/ou EDTA (0,2 M), de acordo com o protocolo bioquimico, e colocados em
banho de gelo por, no minimo, 20 minutos. Em seguida, o sangue foi centrifugado 4.000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtencdo de plasma e eritrocitos. Uma vez
obtida, as amostras plasmaéticas e eritrocitarias foram armazenadas em freezer -80°C para

analises posteriores.

4.3  Avaliacdo morfoldgica do tecido cardiaco
4.3.1 Iindice de massa cardiaca

A hipertrofia cardiaca foi indicada através do célculo do indice de massa cardiaca
obtido pela medida da razéo entre o peso cardiaco e o peso corporal (PCard/PCorp) e também
pela razdo entre peso do ventriculo esquerdo e o peso corporal (PVE/PCorp) (SEN et al.,
1974; PATEL et al., 1991; DESK; WILLIAMS; HEALTH, 1992). Para isso, apds a coleta de
sangue, o coracdo foi removido e devidamente pesado em balanca semi-analitica (0,001g;
SHIMADZU®). Em seguida, procedeu-se uma cuidadosa separagdo das camaras cardiacas -
atrios, ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE) - e a pesagem destas. Na sequéncia,
as amostras foram armazenadas em biofreezer -80°C para analises posteriores ou alocadas

separadamente para processamento histolégico.
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4.3.2 Processamento histolégico do ventriculo esquerdo

A analise histoldgica do coracdo foi realizada com o objetivo de se comprovar a
ocorréncia de hipertrofia cardiaca. Sendo assim, ap6s a pesagem, (1) os ventriculos esquerdos
foram fixados em formalina 10% por um periodo de 16 a 20 horas. Em seguida, (2) os tecidos
passaram por um processo de desidratacdo através de uma sequéncia de banhos em etanol a
70, 90 e 100% em tempos determinados de imersdo. (3) Apoés a desidratacdo, os ventriculos
foram submetidos a um processo de diafanizacao (clareamento) que consistiu numa sequéncia
de dois banhos de 30 minutos em solvente organico (Xilol PA, QEEL®). Este procedimento
objetivou preparar o tecido para a etapa seguinte do processamento que, por sua vez, permitiu
uma melhor impregnacdo e inclusdo tecidual em parafina. (4) Na sequéncia, o processo de
impregnacdo consistiu em imergir as amostras em trés banhos de parafina em tempos de 30,
60 e 90 minutos a uma temperatura de 60°C. (5) Apds o Ultimo banho de 90 minutos, as
amostras foram retiradas da estufa para concluséo do processo de impregnagéo em parafina e
posteriormente seccionadas a uma espessura de 5 micrometros (um) em micrétomo (MAASS
etal., 2004).

Na sequéncia, utilizou-se a coloracdo de Hematoxilina e Eosina para se analisar
morfologicamente e visualmente os efeitos hipertréficos do isoproterenol. Para isso, (1) as
amostras, previamente cortadas e montadas em laminas histologicas, foram submetidas,
inicialmente, a uma sequéncia de trés banhos em xilol durante 5 minutos. Em seguida, (2) os
cortes histoldgicos passaram por trés banhos sucessivos de etanol nas concentragdes 100, 90 e
70% durante 5 minutos em cada concentracdo. (3) Logo apos, as laminas foram imersas por 5
minutos em agua destilada. (4) A seguir, procedeu-se a primeira etapa de coloracdo com
Hematoxilina de Herris durante 3 minutos, seguido de um periodo de 5 minutos de lavagem
com agua corrente. (5) Posteriormente, a segunda etapa referente a coloracdo consistiu em
banho com solucédo alcodlica de eosina amarelada durante 4,5 minutos. (6) Seguidamente, as
amostras foram submetidas a dois banhos em etanol as concentra¢@es de 90 e 100%, durante 5
minutos para cada imersdo. (7) Finalizando, as laminas passaram por dois banhos em xilol por

5 minutos.

Ap0s o processo de coloragdo, as amostras foram fotografadas em microscépio 6tico
Olympus® BX51 com objetiva para aumento de 100x acoplado ao sistema de aquisicdo de

imagens DP2-BSW® para anélise posterior.
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4.4 Dosagens bioquimicas
4.4.1 PreparacOes dos homogenatos ventriculares

Foram preparados homogenatos do ventriculo esquerdo. Uma vez que os tecidos
estavam armazenados em freezer -80°, os mesmos foram colocados e mantidos num
recipiente contendo gelo comum para descongelamento a baixa temperatura. Em seguida, com
as amostras acondicionadas em tubos apropriados, foi adicionada uma solucéo lise-tampdao
RIPA (Radiolmuno Precipitation Assay) contendo um coquetel de inibidores de proteases
(Roche®) obedecendo a uma relacéo de peso/volume (P/V) de 1:10 (100 mg de amostra/900
puL de RIPA). Apdés a adicdo da solucdo de lise, cada amostra foi cuidadosamente
homogeneizada com a utilizacdo de aparelho homogeneizador a uma rotacdo de 4000 a 5000
rpm. Ao final do processo de homogeneizacao, cada amostra foi submetida a 10 segundos no
sonicador (ondas ultrassdnicas; 40W). Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a uma
rotacdo de 12.000 rpm, por 20 minutos, a temperatura de 4°C. Finalizado este processo, 0
sobrenadante de cada amostra foi transferido para um tubo “eppendorf” e armazenado em

freezer -80°C para analises posteriores.

4.4.2 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada com o objetivo de se normalizar as demais
dosagens bioquimicas, tanto plasmaticas quanto teciduais, pelas concentragcdes proteicas. Para
tanto, utilizou-se o método descrito por Bradford (BRADFORD, 1976). Inicialmente, uma
curva padrdo foi preparada a partir de uma solucdo padrdo de albumina de soro bovino
(Bovine Serum Albumine, BSA, 5 mg.mL™) diluida em solucdo PBS (Phosphate Buffered
Saline, 0,01M) em diferentes concentracdes com o objetivo de se compor 0s pontos da curva
(0,0625 — 1,25 pg.pL™). Em seguida, tanto as amostras de plasma quanto as de ventriculo
esquerdo foram diluidas em solucéo PBS nas seguintes proporgdes: ventriculo (1:10) e plasma
(1:250). Na sequéncia do ensaio, 5 pL de cada amostra, previamente diluida, foi plagueada
em duplicata e adicionado 250 pL do reagente Bradford (Sigma®) em cada poco da
microplaca. Seguidamente, apds as microplacas serem protegidas da luz com papel aluminio
por 5 minutos, mediu-se as absorbancias de cada amostra num comprimento de onda de 595

nm (Multiskan GO, Thermo Scientific®). A concentragdo de proteinas (mg.mL™) em cada
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amostra foi determinada a partir da utilizacdo da equacéo da reta obtida com a curva padrdo
de BSA analisada no programa Excel®.

4.4.3 Atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)

A determinacdo da atividade plasmética da enzima lactato desidrogenase (LDH) foi
realizada através de kit comercial (Labtest®) baseado em sistema colorimétrico com método
cinético de tempo fixo e medicdo de ponto final. Salienta-se que o referido método foi
adaptado para dosagem em microplacas (NUNC®, Dinamarca) por nosso grupo (Dados néo

publicados).

Brevemente, 4 uL de amostra plasmatica foi plagueada e, logo apds, 80 pL de
substrato foram adicionados em cada amostra. Na sequéncia, seguiu-se a incubacao a 37°C
durante 2 minutos. Em seguida, 16 pL de um reagente de cor foram acrescentados as amostras
e seguiu-se a mais uma incubacgdo a 37°C durante 5 minutos. Ap6s a incubacdo, 160 pL de
solucdo estabilizadora foram adicionados por 5 minutos a temperatura ambiente sob protecédo
luminosa. Seguiu-se a leitura a um comprimento de onda de 500 nm (Multiskan GO, Thermo

Scientific®), sendo os resultados expressos como U.L™.

4.4.4 Peroxidacao lipidica

Um dos métodos mais utilizados para se detectar e quantificar a peroxidacao lipidica
como indicador de injuria oxidativa tecidual ou sistémica é a mensuragdo de malonildialdeido
(MDA), formado a partir da quebra de hidroperdxidos de origem lipidica (NIKI et al., 2005;
LYKKESFELDT, 2007). Nesse sentido, com adaptacOes realizadas por Rabelo (2004) e
descrito inicialmente por Ohkawa e colaboradores (1979), utilizou-se 0 método que detecta
espeécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS; Thiobarbituric Acid Reactive Substances)
para mensurar 0 MDA, o principal produto formado, indicador da peroxidacdo lipidica
(JANERO, 1990). Suscintamente, utilizou-se 100 ul. de amostra (plasma e/ou ventriculo
esquerdo), ao qual se adicionou 10 puL do antioxidante BHT 5 mM (butylated hydroxytoluene)
e 1250 pL de uma solucdo do acido tiobarbitirico (TBA) a 1,3 % (Sigma®, USA). Em

seguida, com o objetivo de garantir o correto processamento da reagdo, cada amostra foi



56

incubada a 95°C durante 60 minutos. Na sequéncia, a reagdo foi interrompida com uma rapida
imersdo das amostras em banho de gelo por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 8 minutos & 4°C (Herolab GmbH Laborgeraete®, Wiesloch,
Alemanha). Neste método, ha a formacdo de um cromoforo roseado devido a reacdo do MDA
com o TBA (ARMUTCU et al., 2008; DEMIRCAN; GUREL; ARMUTCU, 2008). A leitura
da absorbancia foi realizada em um leitor para microplacas (Multiskan GO, Thermo
Scientific®), em comprimento de onda de 532 nm e 600 nm. Os valores foram expressos
como equivalentes de MDA em pmol.mL™ e normalizado pela concentracdo de proteinas

totais no plasma e/ou tecidos.

4.4.5 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi mensurada nos tecidos

ventriculares esquerdos a partir de leitura em microplacas (NUNC®, Dinamarca) com a
utilizagdo de um kit comercial (FLUKA®). Resumidamente, o método é baseado na utilizag&o
de um sal solavel em 4&gua, o WST-1 [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H tetrazolium, sal monossodico], que é reduzido pelo anion superéxido (‘O
). O produto desta reacdo € o cromogeno formazan que é detectavel a um comprimento de
onda de 450 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific®). A taxa de reducdo é linearmente
relacionada a atividade da enzima xantina oxidase (XO) que, por sua vez, é inibida pela SOD.
A atividade da SOD foi, entdo, determinada como porcentagem de inibi¢do da XO pela SOD.
Os resultados foram normalizados pela concentragéo proteica tecidual (BRADFORD, 1976) e

apresentados como Ul/[Proteina] mg.dL™.

4.4.6 Atividade da enzima catalase (CAT)

A mensuracdo da atividade de catalase (CAT) foi realizada em microplaca (NUNC®,
Dinamarca) nas amostras de tecido ventricular esquerdo através de um método padronizado
no Laboratorio de Reatividade Cardiovascular (LRC) e no Max Delbriick Center for
Molecular Medicine (MDC).
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Inicialmente, 100 pL. de cada amostra foram adicionadas a placa. Para o inicio da
reagdo, foi adicionado 20 uL. de H,O, (1 mM). Em seguida, foi acrescentada uma substancia
cromogena e o0 produto da reacdo foi mensurado em leitora para microplaca a um
comprimento de onda de 550 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific®). Uma curva padréo foi
preparada com o objetivo de se quantificar a atividade enziméatica da CAT, de forma que os
resultados foram normalizados pela concentragdo de proteinas totais (BRADFORD, 1976) e
expressos como Ul/[Proteina] mg-dL™. Salienta-se, ainda, que esta metodologia encontra-se
em fase final de escrita do documento que envolve protecdo técnico-cientifico. Assim,

maiores detalhes relacionados a metodologia ndo estdo aqui expostos.

4.4.7 Atividade da enzima arginase

Para se mensurar a atividade enzimatica da arginase em amostras plasmaticas e
teciduais cardiacas foi utilizado um método descrito anteriormente (SCHIMKE; DOYLE,
1970; SCHIMKE, 1970) e adaptado para leitura em microplacas pelo nosso grupo.
Abreviadamente, 50 pL de amostra foram incubadas com 75 puL de Tris-HCI suplementado
com cloreto de manganés (MnCl,) a uma temperatura de 55 a 60°C por 10 minutos. Na etapa
seguinte, a reacdo foi iniciada com a adi¢ao de 50 pL de solugdo de L-arginina e incubada a
37°C por 60 minutos. Ao término deste periodo, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de
400 pL de mistura &cida (H;SO4:H3PO4:H20). Em seguida, 25 pL do cromogeno a-
isonitrosopropiofenona foi adicionado a mistura. Apdés 45 minutos a 100°C, as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente e protegida da luz por 10 minutos e, em seguida, a
absorbancia foi mensurada a 540 nm em leitor para microplacas (Multiskan GO, Thermo
Scientific®). Os dados foram normalizados pela concentracdo de proteinas totais
(BRADFORD, 1976) e a atividade enzimatica, expressa em [Ureia] mmol.min

Y/[Proteina]'mL.mg™.
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4.4.8 Dosagem de nitrito

A dosagem de nitrito (NO2) é muito utilizada como um indicador indireto da
producdo de ‘NO (GIRALDEZ; ZWEIER, 1998). Nesse sentido, utilizamos um método
descrito por Fox (FOX, 1979) e adaptado pelo nosso grupo para estimar a produgdo de ‘NO
em amostras plasmaticas e ventriculares esquerdas através da determinacdo colorimétrica de
NO,". Para tanto, o0 ensaio iniciou com um processo de precipitacdo de proteinas, onde 50 pL
de amostras foram misturadas a um mix &cido e levemente homogeneizadas. Seguidamente, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C durante 20 minutos para auxiliar no
processo de precipitacdo. Na sequéncia, 0 sobrenadante foi transferido para outro tubo e, em

seguida, 50 pL de cada amostra foi plaqueada (NUNC®, Dinamarca). A etapa seguinte
consistiu na adicdo de 50 pL da solucdo A acompanhado de um periodo de incubacdo de 10
minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Apds esse periodo, 50 pL da solucdo B
foram acrescentadas e ap6s mais um periodo de 10 minutos de incubacdo, protegido da luz.
Realizou-se a mensuracédo do nitrito a um comprimento de onda de 540 nm. Os niveis de NO,
formado na reacdo foram mensurados a partir da utilizacdo de uma funcdo obtida com uma
curva padréo de nitrito de sédio (NaNO,) que foi preparada com concentracdes variando de
1,56 uM a 100 puM.

4.49 Anélise estatistica

Para analise estatistica, seguiu-se, inicialmente, a utilizacdo do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para se avaliar a distribuicdo dos dados. Quando se observou distribuicdo
simétrica, utilizou-se o teste de Analise de Variancia de uma e duas vias (ANOVA One-Way e
ANOVA Two-Way) seguido do pos-teste de Bonferroni para multiplas comparacgdes. Para 0s
dados que ndo apresentaram distribuicdo simétrica, fez-se uso do teste de Kruskal-Wallis,

seguido do pds-teste de Dunn para multiplas comparacdes.

Foram utilizados, respectivamente, os softwares Excel® e GraphPad Prism® Versdo
5.0 para tabulacdo e analise estatistica dos dados, os quais sdo apresentados como

MEDIA+EPM. Considerou-se os resultados significativos quando P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1  Indices de massa cardiaca e histologia cardiaca

A confirmagdo da ocorréncia de hipertrofia cardiaca induzida pela administracdo
diéria de isoproterenol foi obtida pelo indice de massa cardiaca. Este € determinado pela razdo
entre peso cardiaco e peso corporal (PCard/PCorp; mg.g™) e razdo entre peso do ventriculo

esquerdo e peso corporal (PVE/PCorp; mg.g™).

De acordo com a tabela 1, o tratamento diario tanto com o isoproterenol (ISO:
149,7+4,0 mg; P<0,0001) como com o Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I: 138,8+2,9
mg; P<0,001) resultou em significante aumento do peso cardiaco total quando comparados ao
grupo controle (CT: 119,7+2,1 mg), representando um aumento de 24,7+3,3% e 15,7+2,4%,
respectivamente. A normalizacdo do peso cardiaco pelo peso corporal (razdo PCard/PCorp)
confirmou a ocorréncia de hipertrofia cardiaca, onde os grupos ISO e 1SO+I (6,1+0,12 mg.g™
e 59+0,11 mg.g*; P<0,0001, respectivamente) apresentaram uma razio aumentada em
relacdo ao grupo CT (4,8+0,05 mg.g™), representando uma elevacdo de 25,8+2,6% e
23,1+2,2% no indice de massa cardiaca dos grupos ISO e ISO+I, respectivamente.

A analise de peso do ventriculo esquerdo (Tabela 1) seguiu os resultados
apresentados anteriormente, onde os grupos ISO e ISO+1 (104,7+2,6 mg e 101,2+2,0 mg;
P<0,0001, respectivamente) apresentaram aumento significativo na massa do ventriculo
esquerdo em relagdo ao grupo CT (85,1+1,6 mg), correspondendo a um incremento de
16,3£2,9% e 12,4+2,2% na massa ventricular esquerda, respectivamente. A razdo PVE/PCorp
confirmou que o tratamento com isoproterenol (4,2+0,07 mg.g’; P<0,0001) e com
Isoproterenol+Inibidor da Arginase (4,30+0,08 mg.g™; P<0,0001) promoveu um aumento
significativo na massa do ventriculo esquerdo em relagdo ao grupo controle (3,4+0,04 mg.g™),
significando uma elevacédo da razédo PVE/PCorp de 23,8+2,1% e 26,4+2,9% nos grupos ISO e
ISO+I, respectivamente (tabela 1).

A coloragdo histologica com hematoxilina e eosina (Figura 11), mostrou que a
inibicdo da arginase com L-norvalina ndo foi capaz de prevenir ou atenuar o efeito
hipertréfico do isoproterenol, de modo que se observou um aumento no volume celular tanto

no grupo ISO quanto no grupo ISO+I.



Tabela 1 - Peso Cardiaco e Indice de Massa Cardiaca

Parametros CT I1ISO 1ISO+I

Peso Corporal (g) 24,7+0,4 24,6+0,4 23,4+0,7

Peso Cardiaco (mg) 119,7+£2,1 149,7+4,0» 138,8+2,9»
Aumento Relativo do Peso Cardiaco (%) - 24,7+3,32 15,7+2,4b
Razdo PCard/PCorp (mg-g™) 4,8+0,05 6,1+0,122 5,940,112
Aumento Relativo da Razdo Pcard/PCorp (%) - 25,8+2,62 23,1+2,2»
Peso Ventriculo Esquerdo (mg) 85,1+1,6 104,7+2,62 101,2+2,02
Aumento Relativo do Peso Ventriculo Esquerdo (%) - 16,3+2,92 12,442 22
Razédo PVE/PCorp (mg-g™") 3,4+0,04 4,2+0,07> 4,3+0,082
Aumento Relativo da Razdo PVVE/PCorp (%) - 23,8+2,1» 26,4+2 92

Fonte: Autor, 2013.

Nota - Os dados séo apresentados como MédiatEPM. PCard/PCorp e PVE/PCorp, sendo correspondentes a
razdo entre peso cardiaco e peso corporal e a razdo do peso ventriculo esquerdo e peso corporal,
respectivamente. Grupo controle (CT, n=13), grupo Isoproterenol (ISO, n=13) e grupo Isoproterenol+Inibidor da
Arginase (ISO+l, n=15). ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni e teste de Kruskal-Wallis

seguido do pOs-teste de Dunn para multiplas comparagdes (*P<0,0001 vs CT e »P<0,001 vs CT).

Figura 11 — Fotomiografias de seccéo frontal do ventriculo esquerdo
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (n=3), grupo Isoproterenol (n=3) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase (n=3). Apds
3 minutos em hematoxilina seguidos de 4,5 minutos em eosina, observa-se um aumento no volume celular dos

cardiomidcitos ventriculares dos grupos ISO e I1SO+I. Aumento de 100x para todos 0s grupos.
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5.2  Dosagens bioquimicas
5.2.1 Niveis de proteinas totais no plasma e ventriculo esquerdo

As concentragOes de proteinas totais plasmaticas e ventriculares foram determinadas
através do metodo de Bradford (BRADFORD, 1976) adaptado para leitura em microplacas.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que o0s niveis plasmaticos de
proteinas totais estdo significativamente elevados nos grupos ISO (16,4+1,1 mg.mL™;
P<0,05) e ISO+I (18,2+0,9 mg.mL™; P<0,0001) quando comparado ao grupo CT (11,9+1,0
mg.mL™?) (Figura 12A). Em contrapartida, ndo foi observado diferenca significativa nos
niveis de proteinas totais do ventriculo esquerdo entre os grupos CT, ISO e ISO+l (6,9 +0,3
mg.mL?; 6,8+0,8 mg.mL™ e 7,3+0,2 mg.mL™, respectivamente) (Figura 12B).

Figura 12 — Dosagem da concentracao de proteinas totais pelo método de Bradford.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - (A) Proteinas totais no plasma: Grupo Controle (CT, n=12), grupo Isoproterenol (1ISO, n=12) e grupo
Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+1, n=14). (B) Proteinas totais no ventriculo esquerdo: Grupo Controle
(CT, n=7), grupo Isoproterenol (1SO, n=8) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+l, n=10). Os dados
sdo apresentados como Média+tEPM. Para analise dos niveis de proteinas totais, tanto no plasma (12A) quanto
no ventriculo esquerdo (12B), utilizou-se o teste ANOVA One-Way seguido do pés-teste de Bonferroni para
multiplas comparacées (‘P<0,05 vs CT e ~"P<0,0001 vs CT).
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5.2.2 Atividade da lactato desidrogenase (LDH)

O ensaio colorimétrico para dosagem da atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) demonstrou que os grupos 1SO e 1SO+| (355+20,4 U.L™" e 358+14,3 U.L™; P<0,001
respectivamente) apresentaram um aumento significativo na atividade da LDH quando
comparado ao grupo CT (267+17,7 U.L™), representando, aproximadamente, uma elevacéo de
34% (Figura 13).

Figura 13 — Atividade da enzima lactato desidrogenase plasmatica.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (CT, n=12), grupo Isoproterenol (ISO, n=12) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase
(ISO+1, n=14). Os dados sdo apresentados como Média+tEPM. ANOVA One-Way seguido do poés-teste de
Bonferroni para maltiplas comparacdes (* P<0,05 vs CT).
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5.2.3 Peroxidacdo lipidica

Os resultados obtidos revelaram uma reducdo significativa da peroxidacao lipidica
plasmatica dos grupos 1SO (0,006+0,001 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™; P<0,05) e ISO+I
(0,005+0,001 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™; P<0,001) em relacio ao grupo CT
(0,009+0,001 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™") (Figura 14A). A variacdo da peroxidacdo
lipidica plasmatica observada nos grupos I1SO e 1ISO+I em relacdo ao grupo CT foi de 37,4 e
41,0%, respectivamente (Tabela 2). No entanto, no ventriculo esquerdo, ndo se observou
diferencga significativa nos niveis de lipideos peroxidados nos grupos CT, ISO e ISO+I
(0,039+0,003 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™; 0,038+0,005 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™ e
0,032+0,003 [MDA] nM/[Proteina] mg.mL™, respectivamente) (Figura 14B). Embora nio se
tenha observado diferenca significativa nos niveis de perdxidos lipidicos no ventriculo
esquerdo entre os grupos, observou-se uma reducdo de aproximadamente 17% e 16% na
peroxidagdo lipidica do grupo ISO+I em relagdo aos grupos CT e ISO, respectivamente
(Tabela 2).

Figura 14 - Andlise da Peroxidacao Lipidica pelo método de TBARS.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - (A) Peroxidacdo Lipidica no plasma: Controle (CT, n=12), Isoproterenol (ISO, n=12) e
Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I, n=14); (B) Ventriculo Esquerdo: Controle (CT, n=7), Isoproterenol
(ISO, n=8) e Isoproterenol + Inibidor (ISO+I, n=10). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Teste de
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de comparacdes multiplas de Dunn ("P<0,05 vs CT e “P<0,001 vs CT).
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Tabela 2 - Peroxidacgdo lipidica pelo método de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico

(TBARS)
Tecidos CT 1SO A% 1SO+I A% A% (vs 1SO)
Plasma 0,009+0,001 0,006+0,001* -374 0,005+0,001** -41 -59
Ventriculo Esquerdo| 0039t0003 00380005 18 0032£0003  -175 160

Fonte: Autor, 2013.

Nota - Os dados sdo apresentados como MédiaxtEPM. Grupo Controle (CT, n=6-12), grupo Isoproterenol (1SO,
n=8-12) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I, n=9-14). A% corresponde a variacdo dos niveis de
peroxidacdo lipidica em cada grupo em relagdo ao grupo CT. A% (vs ISO) representa a variagdo dos niveis de
peroxidacgdo lipidica do grupo ISO+l em relagdo ao grupo 1SO. Para o ventriculo esquerdo (VE) utilizou-se
ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni para multiplas comparacGes e para o plasma utilizou-se o
teste de Kruskal-Wallis sequido do pés-teste de Dunn para multiplas comparacdes ('P<0,05 vs CT; ~ P<0,001 vs
CT).

5.2.4 Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

O equilibrio redox foi avaliado pela mensuracgdo da atividade das enzimas Superoxido

Dismutase (SOD) e Catalase (CAT) em homogenatos de ventriculo esquerdo.

A avaliacdo da atividade da SOD em funcdo do tempo (Figura 15) mostrou que a
hipertrofia cardiaca, independentemente da inibicdo da arginase, foi capaz de elevar a
atividade, aproximadamente, 3,3 vezes, enquanto que o grupo CT apresentou um aumento de
2,8 vezes (Tabela 3) em relacdo ao tempo inicial de cada grupo. O aumento da atividade da
SOD, em relagéo ao tempo inicial, nos grupos CT, ISO e ISO+I observado, corresponde a
184%, 230% e 225%, respectivamente (Tabela 3). No entanto, segundo os resultados obtidos
no tempo final da cinética enzimatica (30 minutos), a atividade da SOD no ventriculo
esquerdo (Figura 16A) nao diferiu significativamente entres os grupos CT, I1SO e ISO+I
(11,2#0,2 muUl/[Proteina] mg.mL™*; 13,5+2,1 muUl/[Proteina] mg.mL* e 11,1+0,3
mUI/[Proteina] mg.mL™; P>0.05, respectivamente). Embora ndo se observe diferenca entre os
grupos no tempo corresponde a 30 minutos apds o inicio da cinética, a atividade da SOD no
ventriculo esquerdo dos grupos ISO foi elevada em, aproximadamente, 1,2 vezes em relacéo a
atividade do grupo CT (Tabela 3).

Diferentemente, os resultados da atividade da CAT mostraram que 0s grupos ISO
(29,4+2,8 [Formaldeido] mM/[Proteina] mg.mL™* “P<0,01) e ISO+l (36,2453
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[Formaldeido] mM/[Proteina] mg.mL™; "P<0,05) apresentaram uma reducao significativa em
relagdo ao grupo CT (57,3+5,2 [Formaldeido] mM/[Proteina] mg.mL™) (Figura 16B, Tabela
3). A reducdo na atividade da CAT observada no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos

ISO e ISO+I representou uma variacdo de 52,5% (0,5 vezes) e 23,7% (0,7 vezes) em relacédo a

atividade da CAT no grupo CT (Tabela 3).

Figura 15 - Avaliacdo da atividade enzimética da Superédxido Dismutase em fun¢do do tempo no
ventriculo esquerdo.

N
g

o
—
g 15 I I
2 I I & & 1
<= | T/ @
E 10+
it
S .0- CT
£ 54 - IS0
- - SO+
e

0 T T L] L] L] L] L]

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (minutos)

Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (CT, n=6), grupo Isoproterenol (1SO, n=8) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase
(ISO+I, n=10). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. ANOVA Two-Way seguido do pos-teste de

Bonferroni para multiplas comparagdes (P>0,05).
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Figura 16 - Atividade das enzimas Superoxido Dismutase (A) e Catalase (B) do ventriculo

esquerdo.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupos Controle (CT, n=6), Isoproterenol (1SO, n=5-8) e Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I,
n=8-10). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Foi utilizado para superdéxido dismutase (16A) e
catalase (16B) os testes Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn para multiplas comparagdes (P>0,05) e
ANOVA One-Way seguido do pés-teste de Bonferroni para multiplas comparacdes ('P<0,05 vs CT e ~ P<0,001
vs CT), respectivamente.

Tabela 3 - Atividade Enzimatica da Superéxido Dismutase Total (SOD) e da Catalase (CAT) no
ventriculo esquerdo

Parametros Bioquimicos CT ISO ISO+I
SOD (mUl/[Proteina] mg.mL™) 11,2+0,2 13,5+2,1 11,1+0,3
Aumento da atividade em relagéo ao tempo de 30" do grupo CT - 1,2x 0,98x
Variagdo Total da Atividade (%) 184,3+38,7 231,9+38,2 226,4+30,8
Aumento da atividade total em relagdo ao tempo zero (x) 2,8x 3,3x 3,2%
CAT ([Formaldeido] mM/[Proteina] mg.mL™") 57,315,2 29,4+2,8P 36,2+5,3
Variagdo da atividade em relagdo ao grupo CT (%) - 52,5+10,1 23,7+16,3
Reduagdo da atividade em relacéo ao grupo CT (X) - 0,5x 0,7x

Fonte: Autor, 2013.

Nota - Os dados sdo apresentados como Média+tEPM. Grupo controle (CT, n=6), grupo Isoproterenol (1SO, n=5-
8) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I, n=8-10). Foi utilizado para superdéxido dismutase (16A) e
catalase (16B) os testes Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn para miltiplas comparagdes (P>0,05) e
ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni para maltiplas comparagdes (*P<0,05 vs CT; P<0,001 vs
CT).

Além da andlise da atividade enzimética total da superoxido dismutase (SOD),
também se avaliou a participacdo dos dois subtipos da SOD (SOD1/citosélica ou CuZn SOD;
SOD2/mitocondrial ou Mn SOD) (KINNULA; CRAPO, 2003).
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Segundo os resultados apresentados na tabela 3, observa-se que a SOD citosolica foi
mais ativa do que a SOD mitocondrial em todos os grupos experimentais. Embora tenha se
constatado que a atividade da SOD 1 apresentou um variacdo total maior no grupo CT em
relacdo ao seu tempo inicial (7,5 vezes), o grupo ISO demonstrou uma maior atividade no
tempo final do ensaio (8,4+1,8 mUI/[Proteina] mg.mL™), representando um aumento de 1,1
vezes na atividade da SOD em relacéo ao grupo CT (7,6+0,4 mUI/[Proteina] mg.mL™), sendo
este efeito revertido pela inibicdo da arginase (6,6+0,5 mUI/[Proteina] mg.mL™) (Figura 17A,
Tabela 3).

Ao contréario da SOD citosélica, a variacdo da atividade enzimatica total do subtipo
mitocondrial, em relacdo ao tempo, inicial foi menor no grupo CT (0,7 vezes) quando
comparado aos grupos ISO e ISO+I (1,04 e 1,05 vezes, respectivamente) (Tabela 4). Este
resultado refletiu no tempo final do ensaio, com os grupo ISO e ISO+l (5,0+0,6
mUI/[Proteina] mg.mL™ e 4,5+0,5 mUI/[Proteina] mg.mL™) apresentando uma atividade
mais elevada do que o grupo CT (3,6+0,3 mUI/[Proteina] mg.mL™) representando um

aumento de 1,4 e 1,2 vezes, respectivamente (Figura 18).
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Figura 17 - Atividade enzimética do subtipo citosdlico da superoxido dismutase em funcao do
tempo (A) e no tempo de 30 minutos no ventriculo esquerdo (B).
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (CT, n=6), grupo Isoproterenol (ISO, n=8) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase
(1SO+1, n=10). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Para anélise em funcdo do tempo (17A) utilizou-
se 0 teste ANOVA Two-Way seguido do pés-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes enquanto que no
tempo de 30 minutos (17B) utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn para multiplas
comparag6es (P>0,05).

Figura 18 - Atividade enzimatica do subtipo mitocondrial da superéxido dismutase em funcao
do tempo (A) e no tempo de 30 minutos no ventriculo esquerdo (B).
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (CT, n=6), grupo Isoproterenol (ISO, n=8) e grupo lIsoproterenol+Inibidor da Arginase
(ISO+1, n=10). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Para andlise em fungdo do tempo (18A) utilizou-
se o teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste de Bonferroni para multiplas comparag6es (P>0,05), enquanto
que no tempo de 30 minutos (18B) utilizou-se o teste ANOVA One-Way seguido do p6s-teste de Bonferroni para
maltiplas comparagdes (P>0,05).
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Tabela 4 - Atividade Especifica da Superoxido Dismutase Citosolica (SOD Cit) e Superoxido
Dismutase Mitocondrial (SOD Mit) no ventriculo esquerdo

Parametros Bioquimicos CT 1SO ISO+
SOD Cit (mUI/[Proteina] mg.mL 1) no tempo de 30' 7,6£04 84118 6,6£0,5
Variagdo da atividade total em relagdo ao tempo zero 7,5 6,1x 5,9x
Variagdo da atividade em relagéo ao tempo de 30' do grupo CT - 1,1x 0,8x
SOD Mit (mUl/[Proteina] mg.mL ) no tempo de 30 3,610,3 5,010,6 4,5¢0,5
VariacAo da atividade total em relagdo ao tempo zero 0,7x 1,04x 1,05x
VariagAo da atividade em relagdo ao tempo de 30' do grupo CT - 1,4x 1,2¢

Fonte: Autor, 2013.

Nota - Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Grupo Controle (CT, n=6), grupo Isoproterenol (ISO,
n=8) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I, n=10). Para analise da atividade da superoxido
dismutase citos6lica (SOD Cit) utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn para multiplas
comparacfes (P<0,05), enquanto que para superdéxido dismutase mitocondrial (SOD Mit) utilizou-se o teste
ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni para multiplas comparagées (P>0,05).

5.2.5 Atividade da arginase e 0s niveis de nitrito

De acordo com os resultados obtidos, a mensuracdo colorimétrica da atividade da
arginase no plasma foi reduzida tanto no grupo 1SO (2,4+0,2 [Ureia] mM/[Proteina] mg.mL™;
"P<0,05) quanto no grupo 1SO+l (1,9+0,2 [Ureia] mM/[Proteina] mg.mL™; ~P<0,0001)
quando comparado ao grupo CT (3,4+0,3 [Ureia] mM/[Proteina] mg.mL™) (Figura 19A;
Tabela 5). A mensuracdo colorimétrica dos niveis de nitrito (NOy), através do método de
Griess (FOX, 1979; TITHERADGE, 1998), foi utilizada como um indicador indireto da
sintese de 'NO. Segundo os resultados obtidos, observou-se uma reducdo significativa nos
niveis plasméticos de nitrito nos animais do grupo 1SO (1,7+0,3 pM.mL™) em comparagéo
aos grupos CT e ISO+l (4,2#0,7 uM.mL™*; "P<0,05 e 4,0+0,9 pM.mL*; *P<0,05,
respectivamente) (Figura 19B; Tabela 5).

No ventriculo esquerdo, ndo houve alteracdo funcional da atividade da arginase (CT:
0,184+0,03 [Uréia] mM/[Proteina] mg.mL™; ISO: 0,206+0,03 [Uréia] mM/[Proteina] mg.mL"
! e 1ISO+I: 0,142+0,02 [Uréia] mM/[Proteina] mg.mL™) (Figura 20A; Tabela 5). No entanto,
0s niveis de nitrito no ventriculo esquerdo foram significativamente reduzidos no grupo 1SO
(53,3+4,0 pM.mL™; “P<0,05) quando comparado ao grupo CT (76,627,9 pM.mL™). Em
contrapartida, sugere-se que o tratamento com L-norvalina foi capaz de reverter os efeitos do
isoproterenol (ISO+1; 71,154 pM.mL™) (Figura 20B; Tabela 5).
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Tabela 5 - Atividade da Arginase e Concentracdo de Nitrito

Pardmetros Bioguimicos CT 1SO A% 1SO+1 A% A%(s180)
H - +() 7b - -
[Ureia] mV/[Proteina] mg-mL™ PIasm/a 303 0z AL L B3 732
Ventriculo Esquerdo | 0,18¢003 020003 115  014£002 -234 -31,2
Plasma 4,240,7 17403 521 4009 117 453

[Nitrito] pM-mL™

Ventriculo Esquerdo | 766479  533+40  -263  711#54  -18 18,6

Fonte: Autor, 2013.

Nota - Os dados séo apresentados como MédiaxEPM. Grupo Controle (CT, n=7-11), grupo Isoproterenol (1SO,
n=8-12) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase (ISO+I, n=10-15). A% corresponde & varia¢do da atividade
da arginase e dos niveis de nitrito no plasma e ventriculo esquerdo em cada grupo em relagdo ao grupo CT. A%
(vs ISO) representa a variagdo da atividade da arginase e dos niveis de nitrito no plasma e ventriculo esquerdo do
grupo ISO+I em relagdo ao grupo ISO. ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni e teste de
Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn para mdltiplas comparagdes (:P<0,05 vs CT; »P<0,0001 vs CT;

¢P<0,05 vs 1SO).
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Figura 19 — Avaliacdo da atividade da arginase (A) e dos niveis de nitrito (B) no plasma.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (CT, n=11), grupo Isoproterenol (1SO, n=12) e grupo Isoproterenol+Inibidor da Arginase
(1ISO+I1, n=15). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Para anélise da atividade da arginase (19A)
utilizou-se o teste ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni para maltiplas comparacgdes enquanto
que para os niveis de nitrito (19B) utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn para
mdltiplas comparagdes ('P<0,05 vs CT; ~ P<0,0001 vs CT e *P<0,05 vs ISO+).

Figura 20 — Avaliacdo da atividade da arginase (A) e dos niveis de nitrito (B) no ventriculo
esquerdo.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - Grupo Controle (CT, n=6-7), grupo Isoproterenol (ISO, n=7-8) e grupo Isoproterenol+Inibidor da
Arginase (ISO+l, n=8-10). Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. Tanto para atividade da arginase
(20A) quanto para os niveis de nitrito, utilizou-se o teste ANOVA One-Way seguido do pos-teste de Bonferroni
para multiplas comparacdes ("P<0,05 vs CT).
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6 DISCUSSAO

Os principais achados deste trabalho sugerem que a inibicdo da arginase com L-
norvalina, administrada por via oral (~3,0 mg.Kg™), foi capaz de reverter os efeitos do
isoproterenol nos niveis de nitrito, restaurando a producdo deste tanto no plasma quanto no
ventriculo esquerdo. Além do exposto, constatou-se que a atividade da arginase no plasma foi
reduzida em funcdo do tratamento com isoproterenol. Ainda se destaca que, independente da
inibicdo da arginase, o isoproterenol reduziu a peroxidacao lipidica plasmatica e a atividade

da catalase (CAT) no ventriculo esquerdo.

O Efeito da Inibicao da Arginase na Hipertrofia

Diante dos resultados obtidos, o tratamento com isoproterenol resultou em hipertrofia
cardiaca, corroborando com resultados prévios (PATEL et al., 1991; OKA; ASAI; KUDEJ,
1997; RATHORE et al., 1998). Reforcando estes resultados, Kudej e colaboradores (1997)
reportaram que o tratamento cronico com isoproterenol (30 mg.Kg?) durante 13 dias
promoveu um aumento de aproximadamente 27% na razdo peso do ventriculo esquerdo/peso
corporal bem como no peso cardiaco total em camundongos, sendo este Gltimo com uma
elevacdo de cerca de 40% em relacdo ao grupo controle. Em outro trabalho, Costa e
colaboradores (1997) observaram que o tratamento de ratos com isoproterenol (30 mg.Kg™),
durante 8 dias, também foi capaz de promover hipertrofia cardiaca acompanhado de fibrose.
Resultados semelhantes foram encontrados por Davel e coautores (2008), onde a hipertrofia
atingiu fndices de aproximadamente 30% em ratos tratados com isoproterenol (30 mg.Kg™)
por 7 dias. Embora os protocolos experimentais utilizados pelos citados trabalhos tenham sido
diferentes em relacdo a dosagem de isoproterenol utilizada, o tempo de tratamento e a espécie
animal, obteve-se resultados similares, sugerindo que a estimulacdo farmacologica dos
receptores f-adrenérgicos pode promover remodelamento cardiaco, em especial, a hipertrofia

cardiaca.

Além das adaptacGes teciduais/macroscopicas constatadas, observou-se ainda que a
atividade da LDH plasmatica, um marcador bioguimico de injaria miocardica, apresentou-se
elevada. Este resultado sugere uma alteracdo metabolica, provavelmente da via glicolitica,
exercida pelo isoproterenol. Corroborando com este resultado, Kaundal & Sharma (2011)
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observaram que uma Unica dose de isoproterenol (100 mg.Kg™') foi capaz de elevar a
atividade da LDH em até 20% por um periodo de até 72 horas ap6s a administracdo do
farmaco em camundongos. Sustentando a ideia de que o agonista S-adrenérgico pode alterar o
estado metabdlico, principalmente o glicolitico, Zhang e colaboradores (2007) mostraram que
a administraco deste (5 mg.Kg™) em ratos durante 7 dias, aumentou exacerbadamente a
atividade da LDH plasmaética. Nesse sentido, estudos comprovam que as injurias miocardicas
sdo capazes de alterar a oxidacao de acidos graxos livres para glicose na producao de ATP, de
forma que a utilizacdo da glicose cronicamente, como fonte de energia, pode indicar um
prejuizo para o miocardio (RITCHIE; DELBRIDGE, 2006; VAN BILSEN et al, 2009; YAN
et al., 2009; ALTIN; SCHULZE, 2012). Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o
aumento na atividade da LDH sugere um maior aporte de piruvato para ser oxidado no ciclo
de Krebs (LIONETTI; STANLEY; RECCHIA, 2011; STANLEY; RECCHIA;
LOPASCHUK, 2005).

Considerando-se os resultados obtidos, sabe-se que a acdo simpatomimética do
isoproterenol aciona uma cascata de sinalizacdo intracelular que resulta na elevacdo dos
transientes de Ca®*, cAMP e consequente ativacéo de proteinas kinase A (PKA), promovendo
tanto um efeito contrétil positivo como crescimento celular (ZOU; KOMURO; YAMAZAKI,
1999; LAYLAND et al., 2004).

Contrariamente aos eventos apontados, quanto aos efeitos da inibicdo da arginase nos
parametros macroscopicos e bioquimicos da hipertrofia cardiaca, os resultados, apresentados
e descritos anteriormente, demonstram que o tratamento com L-norvalina (~3,0 mg.Kg™) ndo
foi capaz de reverter e/ou prevenir os efeitos da estimulagdo pS-adrenérgica. Bagnost e
colaboradores (2008) obtiveram resultados semelhantes com ratos espontaneamente
hipertensos submetidos a tratamento crénico com um inibidor seletivo da arginase, N“-
hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA), durante 3 semanas. Neste trabalho, os autores
reportaram que a inibicdo da arginase néo foi capaz de prevenir o remodelamento vascular ou

cardiaco, mas restaurou a sintese de ‘NO.

Inicialmente, os resultados obtidos ndo sustentam a hipoOtese deste trabalho que
considera a inibicdo da arginase uma possivel ferramenta na prevencdo das adaptacGes
hipertréficas induzidas por isoproterenol. Esta hipotese é fundamentada em trabalhos que

mostram um efeito protetor do ‘NO, seja modulando o ténus vascular, seja prevenindo a
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apoptose ou mediando a resposta imune (IGNARRO; BUGA, 1987; KIM; TALANIAN;
BILLIAR, 1997; KOBAYASHI, 2010; RIBA et al., 2006). Dessa forma, baseado no fato de
que a L-arginina é o substrato tanto para a arginase quanto para NOS sugere-se que uma
maior biodisponibilidade de substrato para NOS em detrimento da atividade da arginase, o
‘NO produzido atuaria como um agente protetor para o tecido cardiaco (BOUCHER; MOALL;
TENU, 1999). Corroborando com esta hipdtese, tem sido evidenciada a importancia das
isoformas constitutivas da NOS na manutencdo do bom funcionamento cardiovascular,
elevando a disponibilidade de 'NO (BENDALL et al., 2004; ICHINOSE et al., 2004;
DAWSON et al., 2005; CASADEI, 2006).

Aliado a ideia de que uma oferta maior de substrato para NOS, um estudo realizado
por Matsuoka e coautores (1996) mostrou que a oferta de L-arginina na agua (0,63 mmol.Kg
') para ratos espontaneamente hipertensos, durante 12 semanas, preveniu a hipertrofia
cardiaca. Semelhantemente, foi demonstrado que, ap6s 12 semanas de oferta de L-arginina na
4gua (0,7 mmol.Kg™), este aminoacido reduziu a hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga
pressorica em ratos hipertensos (CHANG et al., 2005). Este achado foi corroborado por Lin e
colaboradores (2008) que, por sua vez, demonstraram que a administracdo intraperitoneal de
L-arginina (800 mg.Kg™) para ratos, durante 7 dias, simultaneamente submetidos ao
tratamento didrio com isoproterenol, foi capaz de prevenir os efeitos hipertréficos do agonista
p-adrenérgico. Os efeitos preventivos da maior disponibilidade de L-arginina observados
nestes trabalhos citados sugerem a participacdo da via de sinalizacdo do ‘NO, uma vez que
houve um aumento da sua producdo e da sintese de eNOS. Nesse sentido, Ozaki e
colaboradores (2002), estudando camundongos transgénicos, apontaram que o efeito
cardioprotetor do ‘NO é mediado pela expressdao da eNOS que, por sua vez, é capaz de

amenizar os efeitos hipertroficos do isoproterenol.

Em contraste com o exposto, outros estudos ndo confirmam os efeitos protetores da
suplementacdo com esse aminodcido. Nesse sentido, Bartunek e coautores (1998) ofertaram
L-arginina (400 mg.Kg™) durante 6 semanas para ratos submetidos a estenose adrtica e
observaram que esta intervencdo ndo impediu a ocorréncia de hipertrofia cardiaca.
Corroborando com estes resultados, Lee e colaboradores (2009) observaram que a
disponibilizagdo de L-arginina (900 mg.Kg™) na 4gua de beber durante 7 dias ndo diminuiu as
adaptac0es hipertroficas, embora tenha atenuado a neurotransmiss@o noradrenérgica em ratos

espontaneamente hipertensos. As diferencas encontradas em relacédo a disponibilidade de L-
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arginina para diversos modelos animais que resultam em alteragdes hipertréficas sugerem que
a concentracdo ofertada e o tempo podem ser determinantes para o efeito esperado, uma vez
que se observa nos trabalhos citados que a prevencdo exercida pela L-arginina ocorre em
condicdes de concentracdo elevada e tempo de oferta maior. Sendo assim, acredita-se que,
possivelmente, a inibigdo da arginase com L-norvalina ndo foi capaz de disponibilizar a

quantidade adequada para um efeito cardioprotetor do "NO.

Neste sentido, alguns estudos indicam que a superexpressao da arginase Il exerce um
efeito deletério tanto para a funcdo vascular quanto para contratilidade miocéardica,
contribuindo para o status hipertensivo, aterosclerdtico e disfuncdo cardiaca em modelos
animais (STEPPAN et al., 2006; DEMOUGEOT et al., 2007; SHIN; BERKOWITZ; RYQOO,
2012; VAISMAN et al., 2012). Sendo assim, conforme anteriormente apontado, varias
evidéncias indicam a existéncia de uma relacdo intrinseca entre a arginase e as isoformas
NOS, competindo pelo mesmo substrato, repercutindo, principalmente, no sistema
cardiovascular (BOUCHER; MOALI; TENU, 1999; WOLLERT; DREXLER, 2002;
BAGNOST et al., 2010; GRONROS et al., 2011).

Outra possivel justificativa para os resultados obtidos, onde a inibicdo da arginase com
L-norvalina (~3,0 mg.Kg™), aparentemente, néo exerce efeito protetor na hipertrofia cardiaca,
é a possivel participacdo do sistema renina-angiotensina (SRA) no modelo utilizado neste
trabalho. Estudos anteriores reforcam esta justificativa. Estes comprovaram que o SRA esta
envolvido nas alteracdes cardiacas resultantes da hiperativacdo S-adrenérgica, de modo que a
inibicdo da sintese de Ang Il é capaz de prevenir os efeitos do isoproterenol (NAGANO et al.,
1992; COSTA et al., 1997). Coerentemente, trabalhos que utilizaram outros modelos de
indugéo da hipertrofia cardiaca, como estenose aortica, reportaram a co-ativacdo do sistema
angiotensinérgico, principalmente, através da elevacdo da Ang Il circulante e da sensibilidade
do receptores AT1 no tecido cardiaco (AKERS et al., 2000; ZHANG; OHMORI; et al., 2007;
RATHORE; MUNAVVAR, 2009). Dessa forma, acredita-se que ha uma importante
participacdo do SRA nas respostas obtidas neste trabalho, uma vez que ja se sabe dos efeitos
deletérios exercidos pela ativacdo dos receptores para Ang Il no tecido cardiaco. Contudo,
essa hipoOtese precisa ser testada para que se tenha subsidios que indiquem ou ndo a
participacao desta relevante via.
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Embora os resultados parciais obtidos ndo confirmem a hipétese inicial do trabalho,
sugere-se que a atividade desta enzima ainda possa ter um papel relevante nos mecanismos da
hipertrofia cardiaca, uma vez que se tenha utilizado um inibidor ndo especifico (L-norvalina,
~3,0 mg.Kg™) para arginase. Dessa forma, planeja-se utilizar outro farmaco que apresente
uma acgédo tanto mais seletiva quanto maior especificidade na atividade da arginase e assim,
avaliar especificamente uma possivel participagdo desta enzima nas adaptacdes hipertroficas,
sendo de grande interesse para 0 nosso grupo investigarmos tanto na condicdo patoldgica

como na fisioldgica da hipertrofia cardiaca.

Parametros Oxidativos na Hipertrofia Cardiaca

Os niveis de peroxidacdo lipidica sdo utilizados como um marcador de estresse
oxidativo (HALLIWELL; CHIRICO, 1993; WALLIN et al., 1993). Embora os resultados
apresentados neste trabalho ndo tenham demonstrado alteracfes na peroxidacdo lipidica do
ventriculo esquerdo, muitos estudos tem mostrado a relacdo direta entre doengas
cardiovasculares e a producdo de radicais livres (ICHINOSE et al., 2004; KINDO et al., 2012;
KISHI; HIROOKA, 2012). Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, em um
estudo realizado por Purushothaman e coautores (2011), o objetivo principal foi identificar a
sequéncia temporal dos eventos, distinguindo se 0 estresse oxidativo e as alteracdes
metabolicas sdo causa ou consequéncia da hipertrofia cardiaca em ratos espontaneamente
hipertensos. No estudo, observou-se que os niveis de lipideos peroxidados estavam elevados
antes de se observar alteracdes hipertroficas enquanto que a reducdo da oxidagdo de acidos

graxos foi consequéncia do status hipertrofico do miocardio.

No entanto, um estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2005), mostrou que,
tanto agudo (30 minutos; 100 — 1000 ng.Kg.min) quanto cronicamente (10 dias; 3
mg.Kg.dia™), o tratamento com isoproterenol, foi capaz de promover uma elevacdo dos niveis
de peroxidacdo lipidica em ventriculo esquerdo de ratos. Seguindo estes achados, foi
demonstrado, em camundongos, que a liberagcdo de isoproterenol por minibombas osmaticas
(15 mg.Kg.dia™) durante 11 dias, resultou em elevada peroxidagdo lipidica no miocardio
hipertrofiado (ZHANG; et al., 2007). Sun e coautores (2009) também demonstraram que a
peroxidacdo lipidica foi mais elevada em animais hipertensos, sendo, este efeito revertido em

animais “knockout” para iNOS, sugerindo que a producdao de ‘NO, por este subtipo
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enzimaético, foi capaz de aumentar os niveis de peroxidacao lipidica. Neste cenario, estd bem
estabelecido na literatura que hd um elevado estresse oxidativo em varias doencas
cardiovasculares, principalmente na insuficiéncia cardiaca e hipertrofia cardiaca (SEDDON;
LOOI; SHAH, 2007; KINDO et al., 2012). Contudo, ainda ndo estd claro como o
desequilibrio oxidativo ocorre no modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol
utilizado neste trabalho.

A atividade enzimatica das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foi
avaliada no ventriculo esquerdo. Embora nédo se tenha observado uma alteracéo significativa
na atividade enzimatica da SOD, demonstrou-se que a indugdo da hipertrofia cardiaca elevou
a atividade total da enzima no tecido cardiaco. Além deste resultado, a atividade da CAT foi
significativamente reduzida independentemente da inibicdo da arginase. Estes resultados
corroboram com outros, onde se tem comprovado que a administracdo de isoproterenol
promove reducgéo significativa da atividade das enzimas SOD e CAT, favorecendo a elevagéo
dos niveis de peroxidacdo lipidica no miocardio de camundongos (SRIVASTAVA et al.,
2007; SOJITRA; BULANI; KUMAR, 2012). Associado ao exposto, ha relatos de que os
mecanismos antioxidantes em miocéardio de pacientes com insuficiéncia cardiaca estdo
comprometidos, de modo que se observa uma diminuicdo da atividade da isoforma MnSOD,
bem como da expressdo da enzima (SAM; KERSTETTER; PIMENTAL, 2005).
Corroborando com estes resultados, um estudo realizado por Alvarez e coautores (2008)
mostrou que ratos idosos, espontaneamente hipertensos, apresentaram uma reducao
significativa da atividade da SOD e CAT no miocérdio, sugerindo um efeito dependente da
idade, na condigdo de elevados niveis presséricos. Somando-se ao exposto, clinicamente, a
atividade da SOD e CAT nos eritrocitos estd reduzida tanto em pacientes pré-hipertensos
quanto em hipertensos, podendo eventualmente levar a aterosclerose (AMIRKHIZI; SIASSI,
2010).

Contrariamente, outros trabalhos mostram resultados controversos aos encontrados no
presente trabalho. Rathore e coautores (1998) indicam que a administracdo de isoproterenol
(300 mg.Kg™) em ratos fémeas, durante dois dias, elevou a atividade da SOD e da CAT,
acompanhado de uma reducgdo da peroxidacdo lipidica no tecido cardiaco, sugerindo que o
sistema antioxidante participa efetivamente para reverter os efeitos do estresse oxidativo

provocado pela estimulacdo p-adrenérgica. Apoiando estes resultados, ratos machos



78

espontaneamente hipertensos apresentaram uma atividade mais elevada das enzimas SOD e
glutationa peroxidase (GPx) (CSONKA; PATAKI; KOVACS, 2000).

De acordo com a maioria dos trabalhos analisados na literatura que, por sua vez,
avaliaram parametros oxidativos em modelos animais de hipertrofia cardiaca ou hipertens&o,
observou-se que ndo hd uma unica linha de investigacdo, e tdo pouco consenso acerca das
reais alteracGes oxidativas. Isto, possivelmente, deve-se as diferencas metodoldgicas de cada
trabalho, uma vez que os periodos de administracdo e as doses do isoproterenol séo diferentes
(quando utilizado), além de serem utilizados tanto ratos quanto camundongos, incluindo

diferengas sexuais e etarias e ainda humanos.

Regulacdo da Producéo de Oxido Nitrico

Muitos trabalhos relacionam a sintese de ‘NO e a atividade da arginase, demonstrando
uma possivel interagdo entre esta enzima e as isoformas da NOS na utilizacdo do aminoécido
L-arginina (LIM et al., 2007).

Embora a atividade enzimatica da arginase ndo tenha apresentado alteracdo diante da
inducdo da hipertrofica, observa-se que ha um discreto incremento na sua funcéo diante da
acdo p-adrenérgica do isoproterenol. Tal efeito pode ter sido suficientemente responsavel pela
diminuicdo nos niveis teciduais de nitrito, um indicador indireto da sintese de ‘NO, uma vez
que a inibicdo da arginase com L-norvalina foi capaz de restaurar os niveis de nitrito no tecido
cardiaco. Estes resultados sugerem que a competicao entre a arginase e as diversas isoformas
da NOS pode ter um papel relevante para as adaptagdes miocardicas frente a estimulos

hipertréficos.

Nesse sentido, um importante trabalho realizado por Lin e colaboradores (2008)
comprovou gque o aumento na biodisponibilidade de L-arginina foi capaz de reverter os efeitos
adversos do isoproterenol no modelo de hipertrofia cardiaca, restaurando a sintese proteica de
eNOS e os niveis de nitrito circulante, indicando, assim, um aumento da producgdo de ‘NO.
Resultado semelhante foi encontrado por Chang e coautores (2005) na hipertrofia cardiaca de
animais hipertensos, onde a oferta de L-arginina reduziu o grau de hipertrofia e fibrose
miocéardica. Reforcando o papel da biodisponibilidade de substrato para NOS (cNOS) na
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hipertrofia cardiaca, foi mostrado em outro estudo que, no modelo de estenose aortica, a
oferta diaria de L-arginina (400 mg.Kg™) durante 6 semanas modulou a resposta contratil do
miocardio hipertrofiado ao isoproterenol e elevou as concentracGes intracelulares de cGMP.
Em contraste, ndo impediu o remodelamento miocardico (BARTUNEK et al., 1998). Este
resultado é reforgcado por dois trabalhos realizados por Bagnost e colaboradores (2008, 2010),
os quais demonstraram que 0 nor-NOHA (40 mg.Kg™), um inibidor seletivo da arginase, néo
foi capaz de impedir o remodelamento miocardico induzido por hipertensdo, mas restabeleceu

a sintese de ‘NO.

Corroborando com os achados citados, um trabalho executado por Jung e coautores
(2006) mostrou que apenas a arginase | (Al) é sintetizada em cardiomidcitos de felinos e que
esta é reduzida em modelo de hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica,
modulando os pardmetros contrateis do miocardio. Em contrapartida, em condicdo de
isquemia e reperfusdo cardiaca, a Al é expressa agudamente em altos niveis no miocérdio de
ratos, reduzindo significativamente a biodisponibilidade de ‘NO e contribuindo para o
aumento da area isquémica (JUNG et al., 2010). No entanto, ndo apenas a Al é expressa em
cardiomidcitos, mas a arginase Il (All) também foi identificada em midcitos infectados com
Trypanossoma cruzi, parasita responsavel pela doenca de Chagas, sendo esta enzima de
grande importancia para a sobrevivéncia do parasita (AOKI et al., 2004; CUERVO et al.,
2008). Tais evidéncias, sdo reforcadas por estudos que demonstram a importancia do
metabolismo das poliaminas nas adaptacBGes cardiacas, de modo que h& um consideravel
aumento na atividade da ornitina descarboxilase (ODC) e nas concentragfes de putrescina,
spermidina e spermina, associada a uma elevacdo da atividade da arginase na hipertrofia
cardiaca (SHANTZ; FEITH; PEGG, 2001; GIORDANO et al., 2012).

Mesmo se percebendo uma diferenca nas condicdes citadas, pode se observar que a
arginase modula a via de sinalizacdo do ‘NO no tecido cardiaco. Nesse sentido, foi
demonstrado que a arginase e a iINOS s&o expressas a altas concentragdes na hipertrofia e
insuficiéncia cardiaca, enquanto a eNOS é reduzida, limitando a biodisponibilidade de ‘NO
(DREXLER et al., 1998; HEUSCH et al., 2010). No entanto, mesmo sendo expressa em
maiores concentragdes, a iINOS ndo parece ser relevante para a hipertrofia cardiaca, uma vez
que a delecdo do gene responsavel pela sintese da enzima ndo foi capaz de impedir os efeitos
hipertréficos do isoproterenol (CHA et al., 2009). Em contrapartida, a delecdo da eNOS

comprovou que esta tem um importante papel nas adaptacdes hipertroficas, potencializando
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os efeitos da sobrecarga de pressdo sobre o espessamento da parede ventricular esquerda,
sugerindo que a producdo constitutiva do ‘NO pode ser benéfico para o coracdo, atenuando a
as consequéncias da estimulacdo p-adrenérgica no tecido cardiaco (HARE et al., 1998;
RUETTEN et al., 2005).

Diante do exposto, entendendo-se que a disponibilidade de L-arginina constitui um
fator importante para modulacdo da producdo de ‘NO a partir das isoformas cNOS, a
restauracdo da producdo de ‘NO tecidual, observada diante da inibicdo da arginase com L-
norvalina (~3,0 mg.Kg™), especula-se que o aumento no aporte de L-arginina pode esta sendo
utilizada pela iNOS, uma vez que a L-norvalina néo foi capaz de inibir os efeitos hipertréficos
do isoproterenol observados neste trabalho. Com o objetivo de se testar esta possibilidade, é
intensdo da nossa parte realizarmos estudos acerca da arginase com inibidores de maior
especificidade do que a L-norvalina, tal como o nor-NOHA, para avaliarmos o papel da
arginase, bem como da NOS, nas adapta¢des promovidas pela hipertrofia cardiaca. Além da
arginase, também se faz necessario entender melhor o participacdo das isoformas da NOS,
uma vez que ambas competem pelo mesmo substrato (BOUCHER et al., 1994; DAGHIGH,;
FUKUTO; ASH, 1994).
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CONCLUSAO
Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:

A inibicdo da arginase com L-norvalina ndo preveniu os efeitos hipertroficos do
isoproterenol;

Histologicamente, se observou que a inibicdo da arginase com L-norvalina ndo foi
capaz de prevenir a hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol;

O isoproterenol elevou a atividade enzimatica da lactato desidrogenase, independente
da inibicdo da arginase com L-norvalina;

O isoproterenol, independentemente da inibicdo da arginase, reduziu a peroxidacao
lipidica plasmatica. No entanto, no ventriculo esquerdo ndo foi alterada;

Embora ndo se tenha observado uma diferenca significativa na atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) no ventriculo esquerdo, o tratamento com isoproterenol
elevou a atividade da SOD;

A atividade total da SOD néo foi revertida pela inibicdo da arginase com L-norvalina;
Interessantemente, observou-se que o isoproterenol reduziu a atividade da catalase
(CAT) no ventriculo esquerdo, independente da inibicdo da arginase;

A atividade da arginase no plasma foi reduzida diante do tratamento com
isoproterenol. No entanto, ndo se observou o mesmo resultado no ventriculo esquerdo;
O isoproterenol reduziu significativamente os niveis de nitrito, tanto no plasma quanto

no ventriculo esquerdo, sendo revertido pela inibi¢do da arginase.
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8 PERSPECTIVAS

O presente trabalho deixou grandes perspectivas para proximas investigacfes. A
primeira, ja citada anteriormente, € a necessidade de se responder se teriamos um resultado
diferente diante da utilizacdo de um inibidor de maior seletividade/especificidade para
arginase, como Nor-NOHA. Aliada a esta pergunta, também se faz necessario saber qual a
participacdo das diferentes isoformas da NOS na condicéo de inibicdo da arginase. Ainda sera
realizado processamento histolégico do tecido cardiaco obtido para avaliar
macroscopicamente as possiveis alteracbes resultantes do delineamento experimental

executado.

Além das condicdes citadas acima, pretende-se ainda reproduzir os questionamentos
feitos neste trabalho com modelo de hipertrofia cardiaca fisioldgica, induzida pelo exercicio
fisico. Neste caso, pouco se sabe sobre a participacdo da arginase e das isoformas da NOS na

modulacéo da sintese de "NO.

Sendo assim, espera-se trazer contribuir com respostas para as questdes levantadas nos
dias vindouros, sempre prezando pelas boas praticas cientificas para producdo de

conhecimento.
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Parecer do Comité de Etica em Pesguisa com Animais
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceié — AL, 10/08/2011

Senhor (a) Pesquisador (a), Luiza Antas Rabelo
Carlos Alberto Silva Janior
Valéria Nunes de Souza

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 12/01/2011 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 021462/2010-91 sob o titulo, Papel da arginase
na reatividade vascular e no balang¢o redox em um modelo murino de Hipertrofia
Cardiaca por inducio simpatomimética, vem por meio deste instrumento comunicar a
aprovagdo do processo supra citado, com base no item VIIL13, b, da Resolugdo n® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V .4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
justificativa. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA,
o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envii-los 2 mesma junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item IV. 2.¢).

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposigdo dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos e
exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

Esta aprovagio néo é valida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa
acima referido.

(*) Areas tematicas especiais

Valido até; junho de 2012
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ANEXO B

Parecer do Consubstanciado

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS ‘ Rl N en pesqoine
* COMITE DE ETICA EM PESQUISA - UFAL
. ¥ PARECER CONSUBSTANCIADO \

.

PROTOCOLO: 0214622010-91

I. Identificacdo
1. Titulo: Papel da arginase na reatividade vascular e no balango redox em um modelo murino
de hipertrofia cardiaca por indugao simpatomimética
Pesquisador{a) orientador(a). Profa. Luiza Antas Rabélo
Orientandos(as): Carles Alberto Silva Jinior e Valéria Nunes de Souza
Institui¢do onde se realizara: UFAL/ICBS
Data de apresentagio ao CEP: 08/11/2010
Data de apresentagao ao parecerista: 21/12/2010
Natureza da pesquisa: Projeto de Pesquisa

NOU AWM

1I. Resumo e Objetivos: \ v

Segundo os autores a hipertrofia cardiaca € um indicador muito importante de risco de
morbidade e mortalidade cardiovascular. Um dos meios mais utilizados para diagnosticar a auxiliar
nas decisoes de tratamento dos riscos cardiovasculares € a determinagao dos niveis plasmaticos de
biomarcadores. O desbalanco redox esta envolvidos nestas patologias. Objetive Geral: Avaliar o
papel do balango redox e da arginase em um modelo murino de hipertrofia cardiaca por indugao
farmacologica simpatomimética. Objetivos Especificos: 1. Avaliar o crescimento corporal dos
animais; 2. Avaliar os mecanismos hemodindmicos, tais como pressao arterial e fregiiéncia cardiaca,
neste modelo animal; 3. Estudar os mecanismos envolvidos na fungao vascular; 4. Avaliar a fungao
cardiaca, mensurando, especificamente, de marcadores de dano cardiaco, a exemplo da creatina
kinase, troponina, e lactato desidrogenase; 5. Analisar o papel do balango redox e da enzima
arginase neste modelo animal; 6. Avaliar a fungdo hepatica nestes animais e 7. Avaliar o perfil
glicémico através dos testes de resisténcia a insulina e tolerancia 3 glicose nestes animais.

Serao utilizados camundongos C57BL/6 de ambos os sexos provenientes do Biotério Central da
UFAL. Os animais serdo divididos em grupos: Controles, Isoproterenol (ISO) e Isoproterenol +
inibidor da arginase (ISSO —I). O grupo ISSO sera tratado com isoproterenol para indugdo do
infarto durante 7 dias e o ISSO — I recebera na agua a L-Norvalina durante 7 dias. Parametros
avaliados: crescimento corporal dos animais, avaliagao da pressao arterial e fregiiéncia cardiaca,
avaliagio morfoldgicas dos tecidos corporais cardiacos, hepaticos e renais, avaliagdo da funcdo
vascular em anéis de aorta, avaliacao da atividade enzimatica e perfil glicémico.

Os documentos apresentados foram: orgamento (financiado), folha de rosio para pesquisa

envolvendo animais devidamente assinada, formulario devidamente assinado e curriculo dos
pesquisadores.

[11. Comentirios do Relator.
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O projeto apresentado a apreciagao ao Comité de Etica esta escrito de acordo com as normas
preconizadas para elaboragao de projeto de pesquisa. Portanto, diante do exposto sugerimos ao Comité
de Etica em Pesquisa que considere, salvo melhor entendimento, o Projeto como aprovado.

VI. Data da Reunido:




