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RESUMO

Os objetivos do presente estudo sdo investigar e comparar o efeito do nitrosotiol doador de NO
(SNAC) e do doador de NO/HNO (Sal de Angelis) na estrutura e funcdo do miocardio sob
processo aterogénico precoce induzido pela dieta em camundongos com delecdo génica do
receptor de LDL (LDLr-/-). Os dados obtidos possibilitam avaliar a eficacia destas espécies
quimicas, bem como os mecanismos de acao envolvidos nos efeitos preventivos promovidos pelo
sistema NO/NOS e pela via HNO, na hipertrofia ventricular esquerda, neste modelo animal. O
papel dos adrenoceptores beta no controle da fungdo cardiaca destes camundongos LDLr-/-
também foi avaliado. A deleg¢do génica do receptor de LDL resultou em déficit contratil cardiaco,
sem alteragao na homogeneidade da populacdo miocardica de adrenoceptores B;, mas quando
associada a dieta hiperlipidica induziu participagdo de adrenoceptores B,, com conseqiiente
alteracdo da sensibilidade aos efeitos inotropico e cronotrdpico da isoprenalina. O tratamento
com SNAC e Sal de Angelis (SA) preveniu o aumento da sensibilidade a isoprenalina,
provavelmente ao induzir o acoplamento dos adrenoceptores 3, com a proteina Gi. Além disso, o
SA foi capaz de corrigir o déficit contratil do miocardio. Camundongos LDLr-/- também
apresentaram hipertensdo, a qual foi prevenida pelo tratamento com SNAC. Quando a dele¢do
génica estava associada a dieta hiperlipidica, os camundongos apresentaram hipertensdao e
hipertrofia ventricular esquerda. O SNAC e o SA previniram a hipertrofia, mas ndo a hipertensao.
Concluimos que camundongos com delecao génica do receptor de LDL, alimentados com dieta
hiperlipidica sdo um modelo interessante de alteragdes cardiacas e hemodinamicas, especialmente
quando enfocamos alteragdes das respostas dos adrenoceptores beta adrenérgicos, e que
compostos doadores de NO e seus congéneres podem se tornar uma alternativa para prevenir tais

alteracoes.
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ABSTRACT

The aim of this study is to analyze and to compare the effects of a nitrosothiol NO donnor
(SNAC) and of a NO/HNO donor (Angelis Salt, AS) on the structure and functioning of
myocardium under atherogenic process induced by a hyperlipic diet in LDL receptor knockout
mice (LDLr-/-). The role played by the B adrenoceptor subtypes in the control of the cardiac
function of LDLr-/- mice has also been analysed. LDLr-/- mice exhibited a contractile deficit in
the myocardium, with no alteration in the response to isoprenaline, which is mediated by a
homogeneous population of B; adrenoceptors. However, when it was associated with a
hyperlipidic diet, B, adrenoceptors participate in the inotropic and chronotropic responses to
isoprenaline, causing an alteration on tissue sensitivity to the agonist. LDLr-/- knockout mice
treatment with SNAC or AS avoided the atria supersensitivity to isoprenaline by inducing 3,
adrenoceptors coupling to Gi protein. Moreover, AS but not SNAC was able to recover the atria
contractile performance. LDLr-/- mice also presented hypertension that it was prevented by the
SNAC treatment. Hypertension was accompanied by ventricular hypertrophy when the gene
deletion was associated with a hyperlipidic diet. SNAC or AS treatment prevented the
hypertrophy, but not the hypertension. We concluded that LDLr-/- mice fed with a hyperlipidic
diet are useful models for the study of haemodynamic and cardiac diseases related to a
hypercholesterolemic profile, mostly when the focus is to investigate the participation of the
adrenoceptors in the involved processes, and that NO donnors or similar compounds may be an

alternative tool to prevent such alterations.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos ocorreu enorme desenvolvimento e utilizagdo de modelos animais
transgénicos ou com delegdo de genes-alvo, denominados “knockout”, os quais permitem
analisar os mais variados e complexos fenotipos. A utilizagcdo destes modelos animais associada
as precisas avaliacdes fisiologicas, tornou-se importante ferramenta no esclarecimento da
regulagdo dos varios sistemas organicos, principalmente o sistema cardiovascular (Breslow,
1996).

Estudos feitos em nosso laboratorio mostraram que camundongos “knockout” para o
receptor de LDL (LDLr-/-) e mantidos sob dieta hiperlipidica por 15 dias desenvolveram grave
dislipidemia, placa aterosclerdtica e hipertrofia ventricular esquerda. Além disso, o atrio esquerdo
de camundongos LDLr-/-, alimentados ou ndo com dieta dieta aterogénica, apresentou déficit
contratil comparado ao atrio de camundongos wild type. Tal deficiéncia ndo foi corrigida pelo
tratamento dos camundongos com S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC). Entretanto, atrios
esquerdos de camundongos LDLr-/- mantidos sob dieta aterogénica apresentaram
supersensibilidade a noradrenalina associada ao déficit contratil, a qual foi anulada com a
administracdo do SNAC (Krieger et al., 2006; Garcia et al., 2008).

A hipertrofia cardiaca desencadeada por diferentes indutores genéticos associados ou nao
a fatores ambientais ¢ considerada um indicador do grau de morbidade e do risco de mortalidade
das doencas cardiovasculares, pois este remodelamento pode induzir arritmias, insuficiéncia
cardiaca e morte subita (Arnett et al., 2004).

A exposi¢do cronica a concentragdes elevadas de catecolaminas ¢ um dos mais potentes
estimulos para o remodelamento cardiaco. Este estimulo resulta na alteracdo da expressao e das

vias de sinaliza¢ao dos receptores beta adrenérgicos, os quais sdo responsaveis pelo controle do



cronotropismo, inotropismo e metabolismo cardiacos (Port e Bristow, 2001; Santos e Spadari-
Bratfisch, 2001; 2006).

A hipercolesterolemia associada ao fenotipo hipertréfico induz intensa ativagao simpatica
e esta condicdo ¢ acompanhada de alteracdes na resposta cardiaca as catecolaminas mediada
pelos adrenoceptores B (Crandall et al., 1983; Kaufman et al., 1991).

Em tecido cardiaco de camundongos, a populacdo de adrenoceptores [3 consiste de 71%
do subtipo B; € 29% do subtipo B, (Heubach, 1999), muito similar a de cora¢des humanos, onde a
proporcao entre os subtipos B; e B, de adrenoceptores esta por volta de 70 a 80% : 30 a 20%,
respectivamente (Brodde, 2006).

Os adrenoceptores do subtipo B; € B, sdo membros da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G. Sua ativagdo resulta em estimulo da cascata de sinalizacdo que inclui a
proteina G estimulatoria (Gs) - adenili ciclase (AC)- 3%, 5'-adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) - proteina kinase A (PKA). Estas enzimas fosforilam outras proteinas, promovendo
efeitos celulares especificos, de acordo com o repertorio enzimatico de cada célula. Em
cardiomiocitos, a PKA fosforila canais de calcio voltagem-dependentes, aumentando assim
influxo de calcio na célula (Reuter, 1983), que por sua vez induz a liberagao de calcio (Fabiato e
Fatiato, 1979) pelo reticulo sarcoplasmatico, através do receptor de rianodina (Meissner, 1994),
causando aumento da forca de contracdo. A estimulagdo dos adrenoceptores B; e [, também
induz eventos que aceleram o relaxamento da musculatura cardiaca como: (1) ativagdo da
fosfolambam (uma proteina regulatoria inibitoria da bomba de calcio do reticulo
sarcoplasmatico), favorecendo assim a atividade da Ca?ATPase e, conseqiientemente, a
recaptagdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (Koss e Kranias, 1996); e (2) fosforilagao da

troponina I, o que reduz a afinidade da troponina C pelo célcio (Kaumman e Molenaar, 1996).



Em algumas circunstancias, os adrenoceptores 3, podem acoplar-se também a proteina G
inibitéria (Gj) que, quando ativada, inibe a via da adenilil-ciclase (AC)-AMPc-PKA e,
conseqiientemente, os efeitos promovidos por esta via (Xiao et al., 1995; Daaka et al., 1997;
1998; Kuschel et al., 1999; Zou et al., 1999; Chen-1zu et al., 2000; Kilts et al., 2000). No entanto,
esta parece nao ser a principal fun¢do do acoplamento do adrenoceptor 3, com a proteina G, visto
que este acoplamento também ativa a via Gi-PBy-fosfatidilinositol-3-fosfato/proteina quinase B,
que exerce efeito anti-apoptdtico em midcitos cardiacos (Zhu et al., 2001). A ativagdo dos
adrenoceptores 3, também participa na redu¢ao ou impede a apoptose induzida por hipoxia, por

espécies reativas de oxigénio e pela excessiva estimulagdo dos adenoceptores 3; (Communal et
al., 1999; Shizukuda e Buttrick, 2002; Chesley et al., 2000; Zhu et al., 2001). A estimulagdo da
via B,-proteina Gi parece ter implicagdes clinicas importantes, uma vez que ja foi observada em
modelo animal de hipertensdao (Santos et al., 2005), em algumas condigdes patogénicas, tais
como insuficiéncia cardiaca congestiva (Bohm et al., 1990; 1994; 1995; Eschenhagen, 1992) e
em tecidos cardiacos de individuos idosos (Brodde et al., 1995).

Os efeitos do NO na reatividade cardiaca sao bifasicos e dose-dependentes, sendo que no
corac¢ao normal onde as concentragdes de NO sdo reduzidas (0,1 - 10 uM), observa-se um efeito
inotropico positivo. Por outro lado, concentragdes mais elevadas (> 100 pM), induzidas pela
administracdo de doadores de NO, causam efeito inotropico negativo. Assim, por meio da
biodisponibilidade de NO, também ¢ possivel modular o inotropismo € o cronotropismo
cardiacos (Pinsky et al., 1997; Casadei e Sears, 2003).

Compostos doadores de oxido nitrico (NO) vem sendo usados para o tratamento de
doencas cardiovasculares como angina e insuficiéncia cardiaca hd mais de 150 anos. Contudo, ha

apenas 26 anos foi descoberta a geragdo de 6xido nitrico enddégeno em mamiferos, e desde sua



descoberta, a quimica, a bioquimica e a fisiopatologia de espécies de 6xido de nitrogénio se

tornaram destaque no interesse clinico e cientifico.

O NO ¢ uma molécula de sinalizagdo capaz de regular uma série de fungdes
cardiovasculares, sendo que o relaxamento da musculatura lisa, adesdo/agregacdo plaquetaria,
modulagdo da neurotransmissdo e neuroprote¢do, bem como na toxicidade mediada pelos
macrofagos (Marin e Martinez, 1997) sdo as de maior repercussdo. O 6xido nitrico € liberado
pela ativacdo da NO sintase (NOS) neural ou endotelial, essa ativacdo ¢ mediada pela Ca'-
calmodulina, sendo que sua meia-vida ¢ de apenas poucos segundos.

Muitas das propriedades de sinalizagdo do NO envolvem sua capacidade de ativar a
enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), que ¢ considerada o receptor fisiologico primario do NO,
a qual catalisa a formacdo do segundo mensageiro: guanosina monofosfato ciclico (GMPc).
Porém, algumas evidéncias apontam para um mecanismo independente de GMPc, no qual o NO
pode ativar proteinas alvo, de maneira direta, por meio de reagdes de S-nitrosilagdo (Massion e
Balligand, 2003).

Dentre os doadores de NO, destacam-se os S-nitrosotidis (RSNOs), os quais sdo também
espécies endogenas, pois foram detectados em fluidos do revestimento das vias aéreas, nas
plaquetas e em neutrofilos. Estes compostos podem atuar em sistemas bioldgicos como
carregadores de NO, na forma de ti6is livres, ou de proteinas contendo cisteina, como a S-
nitrosoglutationa (GSNO) (Stamler et al., 1992). Desta forma, os RSNOs podem ser ferramentas
uteis no tratamento de doengas que envolvem disfuncdes na biodisponibilidade de NO (Eiserich
et al., 1998), uma vez que sdo potentes relaxantes da musculatura lisa e inibidores da agregagao

plaquetéaria. O SNAC ¢ um S-nitrosotiol (RSNOs) sintético, doador de NO.



A maquinaria de sinalizacdo dos receptores acoplados a proteina G pode servir como alvo
direto tanto de espécies reativas de oxigénio, incluindo NO, como também dos S-nitrosotidis. Tal
efeito ocorre de maneira reversivel e altamente especifica, por meio de um mecanismo tiol-
sensivel, envolvendo uma reagdo de S-nitrosilagdo (Tarja Kokkola et al., 2005; Whalen et al.,
2007).

Além do interesse cientifico pelo NO, existe também interesse significativo por seus
congéneres oxidados, como o didxido de nitrogénio (NO,), o peroxinitrito (ONOQO) e o nitrito
(NOy"), entre outros, sendo tais moléculas importantes efetores bioldgicos, toxinas celulares e/ou
agentes de sinaliza¢do celular. Contudo, as espécies reduzidas de 6xido de nitrogénio foram
relativamente ignoradas uma vez que acreditava-se que apenas o NO oxidado fosse ativo. Assim,
o nitroxil (HNO), produzido a partir do NO reduzido em um elétron, recebeu, até recentemente,
menor atengdo do que as espécies oxidadas. Porém, estudos recentes revelaram aspectos
importantes da quimica do HNO, que lhe conferiram importancia biologica. A simplicidade
estrutural dessa espécie triatdmica contrasta com a complexidade de algumas de suas

caracteristicas e propriedades quimicas fundamentais (Fukuto ez al., 2005).

Um dos primeiros estudos sobre a agao biologica do HNO em mamiferos avaliou seus
efeitos anti-alcodlicos, exercidos por meio da inibicdo da aldeido-desidrogenase, uma enzima
envolvida no metabolismo do etanol, responsavel por metabolizar o acetaldeido derivado do

etanol (Nagasawa et al., 1990).

Para o estudo dos efeitos do HNO sao usados compostos doadores desta espécie. Entre
estes, 0 que esta melhor caracterizado € o trioxodinitrato de sdédio (Na,N,O3), também chamado
de Sal de Angelis (SA). Este, além de ser usado em terapias anti-alcoolicas, também tem

propriedades vasodilatadoras (Fukuto ef al., 1993) mas, o mecanismo pelo qual tais compostos



induzem relaxamento da musculatura lisa vascular continua indeterminado, embora se saiba que
tais efeitos sdo independentes de elevacdo da concentragao plasmatica de GMPc (Paolocci et al.,

2001).

Doadores de HNO também se mostraram capazes de modular a contratilidade cardiaca,
exercendo efeitos inotropico e lusitropico positivos, independentes da carga imposta ao coragao.
Tais efeitos em midcitos cardiacos se relacionam com aumento da liberagdo e da captagdo de
célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, e aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio; e

sao independentes de GMPc e AMPc (Tochetti et al., 2007).

Os efeitos inotropicos do Sal de Angelis estdo relacionados com a liberagdo de um
peptideo ndo-colinérgico-ndo-adrenérgico chamado: peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (CGRP), dotado de diversas propriedades cardiovasculares, incluindo o efeito

inotropico positivo (Huang et al., 1999).

Em 2003, Paolocci et al. demonstraram que os efeitos inotropicos e lusitropicos do Sal de
Angelis sao independentes da ativacdo dos receptores beta adrenérgicos, de modo que seu efeito

complementa aquele da estimulagdo beta adrenérgica.

Tais informagdes ndo apenas destacam as diferengas de sinalizagdo do HNO em relagao
ao NO nos vasos sangiiineos e no musculo cardiaco, mas também abrem caminho para novas
investigacdes com o objetivo de identificar os alvos do HNO na bomba cardiaca. As evidéncias
de atuagdo do HNO independente da sinalizagdo do AMPc, fazem dos doadores do HNO

candidatos potenciais para o tratamento do coracgao insuficiente.

Os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar, do ponto de vista farmacologico, a populagao

de adrenoceptores B mediando os efeitos cronotropico e inotrdpico das catecolaminas em atrios



direito e esquerdo de camundongos LDLr-/- sob processo aterogénico e hipertrofico precoce; (2)
avaliar por técnicas de biologia molecular a populagdo de adrenoceptores 3 em ventriculo
esquerdo de camundongos LDLr-/- sob processo aterogénico e hipertrofico precoce; (3) analisar e
comparar os mecanismos envolvidos nos efeitos promovidos por um doador de NO (SNAC) e

um doador de HNO (Sal de Angelis), nestes camundongos.



2. OBJETIVOS

- Investigar a populacdo de adrenoceptores  , do ponto de vista farmacologico, mediando os
efeitos cronotrdpico e inotrdpico das catecolaminas em atrios direito e esquerdo de camundongos
LDLr-/- sob processo aterogénico e hipertrofico precoce.

- Determinar a expressao dos genes dos adrenoceptores dos subtipos ; € B, em ventriculo
esquerdo de camundongos LDLr-/- sob processo aterogénico e hipertrofico precoce.

- Analisar os mecanismos envolvidos nos efeitos promovidos pelo SNAC e Sal de Angelis nas
respostas inotropicas e cronotropicas atriais cardiacas a isoprenalina obtidas nestes camundongos.
- Avaliar a capacidade do Sal de Angelis na prevengao das alteracdes hemodinamicas, estruturais

e funcionais do sistema cardiovascular.



3. MATERIAL E METODO
3.1 Animais

Foram utilizados ratos da cepa Wistar (Rattus norvergicus), com trés meses de idade e
peso de 250-350g. Estes foram fornecidos ao biotério do Instituto de Biologia (IB) com 30 dias
de idade, pelo Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica na Area da Ciéncia em
Animais de Laboratério (CEMIB) da UNICAMP e permaneceram no biotério, por 2 meses, antes
do inicio dos experimentos.

Também foram utilizados camundongos machos, knockout para o gene do receptor de
LDL (LDLr-/-) e camundongos wild type, ou seja “nao transgénico” (WT) da cepa C57BL6 de
trés meses de idade. As matrizes foram originalmente obtidos do Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, EUA). Atualmente, os camundongos sdo criados em um dos biotérios do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

Os animais foram mantidos em salas climatizadas, com temperatura controlada, e ciclo
claro/escuro de 12/12 h, recebendo agua potavel e ragao a vontade.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité Institucional para Etica em
Experimenta¢do Animal (CEEA/IB — UNICAMP/ n°® 881-1), que segue as diretrizes do Colégio
Brasileiro para Experimentagdo Animal (COBEA).

Os camundomgos foram distribuidos em 7 grupos experimentais, com nimero amostral variando

de 4 a 13 camundongos em cada grupo. Estes foram assim constituidos:
Grupo 1) camundongos WT, os quais receberam racao comercial (Nuvital®) por 15 dias (WT);

Grupo 2) camundongos LDLr-/-, que receberam ragao comercial (Nuvital®) por 15 dias (CT);



Grupo 3) camundongos LDLr-/-, que receberam racdo comercial (Nuvital®) por 15 dias e
concomitante tratamento com SNAC (produzido no Laboratério de Bioensaios “in vitro”
Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia/UNICAMP pela Dra. Silvia Mika Shishido),

na dose de 0,51 pmol/Kg/dia (veiculo: agua ultrapura), por via intraperitoneal (CT+SNAC)

Grupo 4) camundongos LDLr-/-, que receberam ragdo comercial (Nuvital®) por 15 dias e
concomitante tratamento com Sal de Angelis (produzido no Departamento de Quimica da
Universidade do Arizona, pela Dra. Katrina M. Miranda), na dose de 0,30 umol/Kg/dia (veiculo:

solugdo 10mM NaOH), por via intraperitoneal (CT+SA);

Grupo 5) camundongos LDLr-/- que receberam ragdo hiperlipidica com 20% de gordura, 1,25%

de colesterol, 0,5 % &cido colico (AIN93G) por 15 dias (HC);

Grupo 6) camundongos LDLr-/- que receberam ragdo hiperlipidica com 20% de gordura, 1,25%
de colesterol, 0,5 % acido colico e concomitante tratamento com SNAC durante 15 dias, na dose

de 0,51umol/Kg/dia (veiculo: dgua milliQ), por via intraperitoneal (HC+SNAC);

Grupo 7) camundongos LDLr-/- que receberam ragao hiperlipidica com 20% de gordura, 1,25%
de colesterol, 0,5 % 4acido colico e concomitante tratamento com Sal de Angelis na dose de 0,30

umol/Kg/dia (veiculo: solugdo 10mM NaOH), por via intraperitoneal (HC+SA).

Apos 15 dias de tratamento e jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados utilizando
xilazina-quetamina (Bayer AS® e Parke-Davis®) nas doses de 6 ¢ 40mg/Kg, respectivamente,

administradas por via intraperitoneal.
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3.2 Determinagdo da Dose de Sal de Angelis Equipotente a de SNAC

Ratos Wistar machos, adultos foram submetidos a cateterizagdao da veia e artéria femurais,
sob anestesia por xilazina e ketamina (Bayer AS e Parke-Davis®) nas doses de 6 ¢ 40 mg/Kg,
respectivamente, administradas por via intraperitonial. Apds 24 h de recuperacao da anestesia, os
animais tiveram sua pressao arterial monitorada por meio de registro direto utilizando transdutor
de pressdo, enquanto recebiam doses crescentes de Sal de Angelis, por via endovenosa in bolus,
de acordo com o procedimento, descrito por Ricardo et al (2002) para administracdo de SNAC.
Os sinais do transdutor foram pré-amplificados e integrados para obtencdo das pressodes sistolica
e diastolica pelo programa DI 220 AT-CODAS (Data Q Instruments, Springside Drive Akron,
OH, EUA). A partir das diferencas entre a pressao arterial média na condigdo basal e apds
administracdo do Sal de Angelis foi calculado o efeito pressorico de cada dose do composto.
Solucdes de Sal de Angelis foram preparadas imediatamente antes do uso e descartadas em
seguida. Cada uma das doses foi administrada in bolus, no volume final de 100 ul, através do
cateter venoso, em ratos acordados, mantidos em suas gaiolas-moradia. Cada rato recebeu doses
crescentes de Sal de Angelis na faixa de 0,1 a 3 pumol/Kg de peso corporal. As doses
subsequentes foram aplicadas apos a recuperagao do valor basal da pressdo arterial. A avaliagao
da equipoténcia pressorica do Sal de Angelis foi realizada em comparacao ao SNAC (Ricardo et

al., 2002).

3.3 Determinagdo da Pressao Caudal

Os valores de pressao caudal foram registrados em camundongos acordados, por meio de
sistema computadorizado por oclusdo da artéria caudal (Kent Scientific XPB 1000, Litchfield

Street Torrington, CT, EUA). O protocolo foi constituido de 6 sessdes de treinamento, composta
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por 15 ciclos de medida em cada sessdo durante o ciclo claro dos animais. Apos tal periodo, a
pressdo caudal de cada animal adaptado e em jejum de 12 horas, foi aferida utilizando-se 30
ciclos de medida. As medidas foram arquivadas em planilhas eletronicas e para efeito de andlise
foram consideradas as pressdes que se encontravam relacionadas aos valores dentro da faixa

consideradas normais de volume caudal (25 a 50 ul), para este sistema de medidas.

3.4 Determinacdo de Indices Morfométricos: Didmetro de Cardiomidcitos e Deposicdo de
Coldgeno

Os coragdes foram retirados, por toracotomia mediana, sendo que o ventriculo esquerdo
foi separado do tecido e fixado por 48 horas em formalina. Apds fixagdo e processamento, o
tecido foi incluso em blocos de parafina, obtendo-se, a seguir, cortes histologicos transversais de
4 pum. Os cortes histologicos foram corados em lamina com solu¢do hematoxilina - eosina para
afericao do didmetro dos cardiomiocitos. Laminas com cortes histoldgicos transversais de 6 pm e
corados pela técnica de Picro Sirius red, especifica para visualizacdo de coldgeno, foram
preparadas para avaliagdo do intersticio e regido perivascular do miocardio.

Fotomicrografias foram obtidas de tais cortes utilizando-se camara digital acoplada ao
microscopio Leica IM50 (versdo 1.20). Uma linha perpendicular que atravessava o nucleo foi
tragada através do eixo longitudinal do cardiomidcito, e seu diametro foi mensurado pelo
programa Spring (Camara et al, 1996). A area ocupada pelo coldgeno foi medida nas
fotomicrografias pelo programa BioColorScanner. Foram analisados 5 diferentes cortes
transversais por ventriculo, nos quais efetuaram-se 5 a 10 medig¢des dos cardiomidcitos por corte

histologico. Um unico examinador analisou todos os cortes histoldgicos.
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3.5 Reatividade Atrial a Isoprenalina
3.5.1 Atrio Esquerdo Isolado

Mantendo-se o animal sob anestesia (xilazina e ketamina (Bayer AS e Parke-Davis®) nas
doses de 6 e 40 mg/Kg, respectivamente, administradas por via intraperitonial), o atrio esquerdo
era isolado e colocado em cuba para 6rgao isolado contendo 20 ml de Krebs-Henseleit, com a
seguinte composi¢ao: (milimolar): NaCl, 115,0; KCl, 4,6; CaCl2.2H20, 2,5; KH2PO4, 1,2;
MgS04.7H20 2,5; NaHCO3, 25,0; glicose, 11,0 e acido ascorbico, 0,11, mantida a 36, 5+0,1 °C,
borbulhado com 95%0,:5%CO,. As contragdes foram induzidas por estimulos elétricos (5 ms de
duragdo, freqiiéncia de 2 Hz ¢ intensidade 20% acima do limiar de excitagdo do tecido; Blinks,
1965; Kaumann ¢ Molenaar, 1996) que eram aplicados por meio de um eletrodo bipolar de
platina, ligado a um estimulador (Grass Instruments, modelo S88, MA, EUA). Cada atrio foi
submetido a tensdo diastolica de 4,9 mN ou 0,5 gf, até o fim do periodo de estabilizagdo, de
aproximadamente 45 minutos. Foram descartados os atrios que apresentaram irregularidades tais
como arritmias, auséncia de resposta aos estimulos elétricos ou instabilidade de tensdo
desenvolvida nos primeiros 45 minutos de incubacgao.

Curvas comprimento-tensdo determinaram o comprimento 6timo de cada atrio esquerdo,
que correspondeu ao comprimento em que o musculo atrial desenvolveu maxima tensdo. A curva
comprimento-tensdo foi obtida cerca de 25 minutos apos o inicio de periodo de estabilizacdo e
portanto 20 minutos antes do inicio da obten¢do da curva concentragdo-efeito ao agonista de
adrenoceptores. Este tempo foi suficiente para que a tensdo desenvolvida se tornasse estavel
(Moura, 2002). O aumento de tensdo em resposta as doses crescentes de agonista de
adrenoceptores foi considerado como indicativo de resposta inotropica positiva ao agente

farmacologico.
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3.5.2 Atrio Direito Isolado

Em seguida, o atrio direito também era isolado e colocado nas mesmas condi¢des do atrio
esquerdo. O atrio direito se contrai ritmica e espontaneamente, uma vez que nele se encontra o
principal marca-passo cardiaco. Foram descartados os atrios que ndo apresentaram atividade
ritmica regular ap6s 45 minutos de incubagao (Santos et al., 2005).

Nos atrios direitos foi analisado o efeito cronotropico positivo de agentes agonistas

adrenérgicos, os quais induziram aumento da freqiiéncia de batimentos.

3.6 Tratamento Farmacolégico dos Atrios

Antes da obtengdo das curvas concentragdo-efeito, todos os atrios foram submetidos a
tratamento farmacoldgico in vitro (Santos et al, 2005) . Fenoxibenzamina (10 uM) foi
adicionada ao liquido de incubacdo para promover a inibicdo do sistema de captacdo extra-
neuronal, recaptacdo neuronal (Iversen e Salt, 1970; Iversen et al, 1972), bloqueio dos
adrenoceptores o (Besse e Furchgott, 1976) e dos receptores colinérgicos muscarinicos
(Furchgott e Bursztyn, 1967). A fenoxibenzamina ficou em contato com a preparagdo por 15
minutos e, apos esse periodo, a solugdo de Krebs-Henseleit foi substituida, a cada 10 minutos, até

que a tensao desenvolvida ou a freqiiéncia de batimentos pelo tecido se estabilizasse.

Para garantir o bloqueio do processo de captacdo extra-neuronal, corticosterona (Iversen e
Salt, 1970; Bonisch e Trendelenburg, 1974) foi adicionada as preparacdes, na concentragdo de 10
uM, 15 minutos antes da obtengdo da curva concentragdo-efeito. Este inibidor permaneceu em

contato com a preparagao durante a obtengao da referida curva concentragdo-efeito.
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Para garantir inibi¢do do sistema de recaptacdo neuronal, desipramina (10 pM) foi
adicionada ao liquido de incubagdo (Salt, 1972), apos o tratamento descrito acima, 15 minutos
antes do inicio da curva concentracdo-efeito, sendo que esta permaneceu em contato com o tecido

durante a obtencao da curva.

3.7 Curvas Concentragdo-efeito

Obtivemos curvas concentragdo-efeito ao agonista ndo seletivo de adrenoceptores J3,
isoprenalina, na auséncia e presenca do antagonista seletivo para o adrenoceptor subtipo [,
ICI118.551 na concentragdo de 50 nM. Este antagonista permaneceu em contato com a
preparagdo durante duas horas, antes do inicio da curva concentragdo-efeito (Bilsk et al., 1983;
Kaumann, 1997). Obtivemos também curvas concentragdo-efeito ao ICI118.551. Nesta curva
cada dose crescente de ICI118.551 permaneceu em contato com o tecido durante 15 minutos.

As curvas concentragdo-efeito foram obtidas por adi¢cdo cumulativa de concentragdes
crescentes, com incrementos sucessivos de 0,5 unidade logaritmica na concentracdo molar do
composto (Van Rossum, 1963). A resposta maxima foi determinada quando trés concentracdes
sucessivas e crescentes do composto ndo determinaram alteracdes da resposta obtida com a
concentracdo imediatamente anterior. Ao final deste procedimento, os atrios esquerdos foram
removidos, secos em papel de filtro e pesados, depois foram descartados juntamente com os

atrios direitos.

A resposta inotropica foi expressa em miliNewtons (mN) de tensdo desenvolvida por 100
miligramas de peso tmido de tecido (mN/100 mg de tecido imido), e a resposta cronotrdpica foi

expressa em batimentos por minuto (bat/min).
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A sensibilidade dos atrios aos compostos utilizados foi avaliada pela determinag¢do do
valor pD, do agonista. Este corresponde ao logaritmo negativo da concentracdo molar do
agonista que determina uma resposta igual a 50% da resposta maxima (ECsp), em cada

experimento.

3.8 Tratamento com Toxina Pertussis (PTX)

Para avaliar o envolvimento da proteina Gi na resposta a isoprenalina, camundongos

foram tratados com PTX (600 pg / Kg, i. p.) 24 h antes do sacrificio.

Para certificar a efetividade do tratamento com Toxina Pertussis (PTX), os atrios isolados
foram incubados com 20uM de carbacol por 5 minutos. A auséncia de respostas cronotropica e
inotropica negativas certifica a efetividade do tratamento (Heubach er al, 2002). Este
experimento se baseia na premissa que o efeito do carbacol ¢ mediado por receptores
muscarinicos do subtipo M, acoplados a proteina Gi (Caulfied e Birdsall, 1998). Sendo a PTX
uma inativadora da proteina Gi, espera-se que este efeito seja abolido em camundongos tratados

com esta toxina (Heubach et al., 2002).

3.9 Determinagdo do Perfil de Expressdo dos mRNAs dos Adrenoceptores b e p».
3.9.1 Extragcdo de mRNA
Acido ribonucléico (RNA) total foi extraido de cerca de 250 mg de ventriculo esquerdo
por meio de adigdo de 1 ml de reagente Trizol (GIBCO BRL, Life Technologies; Rockville,
MD, EUA). Os ventriculos foram homogenizados em homogenizador (Ultra Turrax, Ika,

North Chase Pkwy, SE Wilmington, USA) e incubados por 5 min a temperatura ambiente. Em
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seguida, 200 pl de cloroféormio foram adicionados e as amostras vigorosamente
homogeneizadas por 15 s. Apds incubagdo de 3 min, a temperatura ambiente, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min a 4°C. O volume correspondente a fase aquosa foi
transferido para outro tubo e o RNA precipitado pela adigao de 500 pL de alcool isopropilico,
seguido de incubagdo por 10 min, a temperatura ambiente. Nova centrifugagdo a 12.000 g por
15 min a 4°C foi realizada, o pellet obtido foi lavado em seguida com 1 ml de etanol a 75%,
centrifugado a 7.500 g por 10 min a 4°C e, posteriormente, lavado com 1 ml de etanol a 100%.
O etanol foi descartado e o pellet parcialmente seco em estufa a 37°C. As amostras foram

ressuspensas em 30 pl de agua previamente tratada com dietil pirocarbonato (DEPC).

A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose desnaturante para visualizagao das
unidades ribossomais 28S e 18S ap6s coloracdo com brometo de etideo, e a quantificacdo do
mesmo foi feita por leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em aparelho Genequant

(Pharmacia Biotech; Midland, ON, Canada).

3.9.2 Obtencdo de cDNA a partir de RNA total

A reacdo da transcriptase reversa (PCR) foi realizada a 42°C durante 50 min, em 20 pl de

uma mistura contendo 2 pg de RNA total, 10 mM de dNTP mix, 40 U/ul de inibidor de RNAse,

0,1 M de DTT, 5X first-strand buffer, 0,5 png/ml de oligo dT e 200 U da enzima “Super Script II

RNase H™ Reverse Transcriptase” (GIBCO BRL — Life Technologies; Rockville, MD, EUA).

3.9.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O acido desoxirribonucléico complementar (cDNA) resultante foi amplificado com os

"primers" listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Seqiiéncia dos "primers" utilizados na reagdao de PCR.

TEMPERATURA  FRAGMENTO
OBTIDO (pares R
GENE N°DE CICLOS DE ANELAMENTO de base) SEQUENCIA (5'-3")

TTCAACACCATCGAGAAGGCCAGA
GAPDH 25 60°C 350 TCATGAGCCCTTCCACTATGCCAA
TGATCTGGTCATGGGATTGCTGGT
Adrenoceptor f§; 31 60°C 353 TTGGTGACGAAATCGCAGCACTTG

AGGGGCACGTAGAAAGACAC

Adrenoceptor f3, 30 57°C 199 ACCAAGAATAAGGCCCGAGT

A reagdo de PCR foi realizada em 25 pl de uma mistura contendo tampao da Taq
polimerase, 50 mM de MgCl, , 10 mM de cada desoxinucleosideo trifosfato, 2,5 U/ul de Taq
DNA polimerase, 10 pmol de "primer" direto, 10 pmol de "primer" reverso, e cDNA. A PCR foi
realizada em termociclador (modelo 9700, Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA) iniciando
com 94°C por 3 min para desnaturacao, seguido de namero varidvel de ciclos de 94°C por 30 s,
30 s de anelamento em temperatura especifica (Tabela 1) e elongagdo por 45 s a 72°C. O nimero
de ciclos usados foi 25 para GAPDH, 31 para adrenoceptor 3; ¢ 30 para adrenoceptor [3,,
determinados apoOs obtencdo de curva sigmoide de 18 a 40 ciclos, sendo utilizado o ponto
correspondente ao nimero de ciclos necessarios para amplificagdo semi-maxima (Tabela 1). Os
produtos da reacdo de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% e a
intensidade das bandas obtidas foi determinada por densitometria em programa Scion Image
(Scion Corporation; Frederick, Maryland, EUA). Foi utilizado como controle interno o gene da
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), pois ndo foram detectadas diferencas
significativas na expressdo génica desta enzima em cardiomidcitos de camundongos LDLr-/-
comparados aos WT (Winer et al., 1999). Os dados estdo expressos em valores de densitometria
do gene de interesse em relagdo ao valor de densitometria do gene da GADPH. Os experimentos

foram realizados a partir de amostras de cDNA originarios de 4 animais de cada um dos 4 grupos.
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3.10 Anadlise Estatistica

Os dados obtidos foram expressos como médias aritméticas, com seus respectivos erros
padrdo. Os grupos foram comparados por Analise de Varidncia (ANOVA) mono e bifatorial,
considerando os fatores de variacdo: gene, dieta e tratamento. Nos casos em que o valor de F foi
significativo, a analise de varidncia era seguida por teste de Tukey.

Para a freqiiéncia basal, tensdo basal, pD, e resposta maxima, além da ANOVA para
experimentos fatoriais, foi feita a comparagcdo dos dados obtidos na presenga e na auséncia de
antagonista de adrenoceptores B, (ICI 118,551) utilizando teste t de Student.

As diferencas entre os grupos foram considerada significativas quando o valor de p foi
menor que 0,05. A andlise estatistica foi feita com o programa SAS versdo 8.2 (Software

Statistical Analisys System) (SAS Institute, Cary, NC, EUA).

As curvas concentragdo-efeito foram ajustadas e analisadas pelo método de regressao nao
linear, as quais forneceram dados para determinar os valores pD, dos agonistas. Os graficos

foram feitos com o auxilio do Programa GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Determinagao da dose étima de SNAC e de Sal de Angelis
Sal de Angelis, administrado em doses variando de 0,1 até 3 umol/Kg, em ordem
aleatodria, acarretou diminui¢do da PAM de 9 + 1,41 até 22 £ 1 mmHg em ratos normotensos
(Figura 1). Este efeito € similar ao do SNAC, que também causou queda da pressado arterial média
(PAM) em ratos acordados e normotensos, de modo dose dependente (Ricardo et al., 2002).
Estes dados confirmam que HNO, assim como NO, tém propriedade vasodilatadora
significativa. O SNAC se mostrou 9 a 10 vezes mais potente que o Sal de Angelis, uma vez que
efeitos hemodinamicos similares foram obtidos com as doses de 0,028 pmol de SNAC / Kg e 0,3
umol de SA / Kg, as quais provocaram queda mdxima da PAM de 14 £ 1,05 e 15 = 1,04 mmHg,
respectivamente, cuja duracdo foi inferior a 20 min. Essas duas doses foram usadas para

comparacao direta entre as acdes do NO e do HNO nos experimentos subseqiientes.
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Figura 1- Relagao dose resposta da pressdo arterial média (A PAM), apos administra¢do de SNAC
(painel superior) (Ricardo et al ., 2002) e Sal de Angelis (painel inferior) em ratos machos Wistar
conscientes e normotensos. Cada coluna representa a média + 1 SEM de 6 ratos.



4.2 Perfil Pressorico

Os valores de pressdo arterial média em camundongos machos conscientes estao
apresentados na Figura 2. Camundongos dos grupos CT (129 + 2,0 mmHg) e HC (126 = 1,7
mmHg) apresentam PAM mais alta (cerca de 12%) comparados com aqueles do grupo WT (114
+ 2,3 mm Hg), indicando assim uma interferéncia da alteragdo génica (F: 27 p< 0,0001) e da
dieta sobre a PAM (F: 65,7 p< 0,0001). Os camundongos do grupo CT tratados com SNAC
apresentaram PAM cerca de 23% menor do que camundongos do grupo CT (99 £+ 3,0 vs 129 +
2,0 mmHg, respectivamente). Redu¢do similar foi observada quando os camundongos CT foram
tratados com SA (97 + 3,8 vs 129 + 2,0 mmHg). Assim, a hipertensado verificada no grupo CT foi
prevenida tanto pelo tratamento com SNAC como com SA, indicando assim uma interferéncia do
tratamento utilizado (F: 9,1 p< 0,001) Contudo, em camundongos HC, o tratamento por 15 dias
com SNAC (PAM: 128 + 1,8 mm Hg) ou com SA (PAM: 131 £ 4 mm Hg) ndo foi capaz de

prevenir a hipertensado (Figura 2).

150 .

100

Presséao Arterial Média (PAM)

Figura 2- Pressdo arterial média (PAM) de camundongos WT e LDLr-/-. Valores expressos em média +
EPM, WT(wild type) (n=10); CT (LDLr-/-) (n=10); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC)
(n=13); CT+SA (LDLr-/-tratadosl15 dias com Sal de Angelis) (n=5); HC (LDLr-/- alimentados 15 dias
com dieta aterogénica) (n=13); HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante
tratamento com SNAC durante 15 dias) (n=10); HC+ SA (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e
concomitante tratamento com Sal de Angelis durante 15 dias) (n=7). Os simbolos indicam diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA e teste de Tukey): * CT e HC vs WT;, + CT+SNAC e
CT+SA4 .vs CT.
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4.3 Indices Morfométricos Cardiacos e Deposicio de Coldgeno no Coracdo

4.3.1 Peso Ventricular Esquerdo Relativo

*
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Figura 3 — Peso ventricular esquerdo relativo (mg/g peso corporeo) em camundongos wild type (WT) e
LDLr-/- machos. WT (wild type); CT (LDLr-/-); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC);
CT+SA (LDLr-/~tratadosl5 dias com Sal de Angelis); HC (LDLr-/~- alimentados 15 dias com dieta
aterogénica); HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com
SNAC durante 15 dias); HC+ SA (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento
com Sal de Angelis durante 15 dias). Valores expressos em médias 11 EPM (n= 4 — 6); Os simbolos
indicam diferencgas estatisticamente significativas (* p<0,05 vs demais grupos, ANOVA e teste de Tukey).
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A figura 3 apresenta a comparagdo do peso ventricular esquerdo em camundongos
machos dos grupos estudados. Verificou-se que os camundongos do grupo HC apresentam
significativo incremento no peso ventricular esquerdo relativo, o qual foi 1,25 vezes maior em

relagdo aos camundongos do grupo CT e 1,35 vezes maior em relagdo aos camundongos do
grupo WT (4,16 + 0,10 vs 3,34 + 0,09 vs 3,08 £ 0,04 mg/g de peso corporal, respectivamente),
indicando assim uma interferéncia da dieta (F. 50,1 p< 0,0001). O aumento do peso ventricular
esquerdo relativo observado em camundongos HC (4,18 £ 0,25) foi impedido pelo tratamento
com SNAC ou com SA (3,57 £ 0,39 e 3,35 + 0,05 mg/g de peso corporal, respectivamente),

indicando assim uma interferéncia do tratamento (F.32 p< 0,0001).
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4.3.2 Diametro de Cardiomidcitos e Deposicao de Coldgeno

Camundongos do grupo CT ndo apresentaram alteragdes na deposi¢do de coldgeno e
didmetro dos cardiomidcitos quando comparados com camundongos do grupo WT. Nenhuma
alteracdo foi observada com a administragdo de SNAC e SA nos camundongos do grupo CT.
Porém, cardiomidcitos de camundongos HC apresentaram diametro significativamente maior que
aqueles do grupo CT (25,20 + 0,59 pum vs. 19,26 + 0,80 um, respectivamente; p<0,05, ANOVA e
teste de Tukey), indicando uma interferéncia da dieta (F. 8,6 p< 0,05). O didmetro de
cardiomidcitos de camundongos tratados com SNAC ndo diferiu do grupo CT (21,70 £ 0,65 pm;
p<0,05, ANOVA e teste de Tukey) (Garcia et al., 2008) . O didmetro de cardiomidcitos de
camundongos tratados com SA foi significativamente menor do que o didmetro dos
cardiomidcitos de camundongos de todos os outros grupos (13,86 + 0,36 um), inclusive o WT

(18,77 £ 0,52 um), indicando uma interferéncia do tratamento (F: 48 p<0,0001) (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Didmetro dos cardiomiccitos do ventriculo esquerdo de camundongos machos(um). WT (wild
type); CT (LDLr-/-); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC); CT+SA (LDLr-/-tratadosl5 dias
com Sal de Angelis); HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta aterogénica); HC+SNAC (LDLr-/-
alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante 15 dias); HC+ SA
(LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com Sal de Angelis durante 15
dias). Os simbolos indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, segundo ANOVA e teste de
Tukey).: *vs CT; 1 vs. diferente dos demais.
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WT CT CT+SNAC

Figura 5 - Cardiomiocitos de ventriculo esquerdo de camundongos macho. WT (wild type); CT (LDLr-/-
); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC); CT+SA (LDLr-/-tratadosl5 dias com Sal de
Angelis); HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta aterogénica); HC+SNAC (LDLr-/- alimentados
com dieta aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante 15 dias); HC+ SA (LDLr-/-
alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com Sal de Angelis durante 15 dias).. Os
cortes histologicos foram corados com picrosirius red e estdo com aumento de 400X.

Os camundongos do grupo CT ndo apresentaram alteracdes na quantidade de coldgeno
depositado no tecido ventricular esquerdo quando comparados com camundongos WT, seja na
regido intersticial (0,33 + 0,05% vs 0,55 £ 0,17%, respectivamente), seja na regido perivascular
(1,14 £ 0,42% vs 0,84 £ 0,23%, respectivamente). Porém, houve aumento significativo na
deposi¢do de coldgeno no ventriculo esquerdo de camundongos HC em ambas as regioes,
intersticial (2,69 = 0,30%), indicando uma interferéncia da dieta (F:25,9 p< 0,0001) e
perivascular (5,17 + 1,2 %), indicando um efeito da dieta (F: 6,1 p< 0,05) (Figuras 6 e 7). Tal
deposi¢do foi prevenida pela administracio de SNAC e Sal de Angelis no grupo HC, indicando
uma interferéncia do tratamento (F: 18,8, p< 0,0001). Nenhuma alteracdo significativa foi

observada com a administracdo de SNAC e SA nos camundongos do grupo CT (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Deposicdo intersticial (A) e perivascular (B) de coldageno, em ventriculo esquerdo de
camundongos machos. WT (wild type); CT (LDLr-/-); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC);
CT+SA (LDLr-/-tratadosl5 dias com Sal de Angelis); HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta
aterogénica); HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com
SNAC durante 15 dias); HC+ SA (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento
com Sal de Angelis durante 15 dias).Os simbolos indicam diferencas estatisticamente significativas (*
p<0,05, segundo ANOVA e teste de Tukey).

CT+SNAC

Figura 7- Deposi¢do de coldageno na regido perivascular de ventriculo esquerdo de camundongos
machos. WT (wild type); CT (LDLr-/-); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC); CT+SA (LDLr-
/-tratados15 dias com Sal de Angelis); HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta aterogénica);
HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante
15 dias); HC+ SA (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com Sal de
Angelis durante 15 dias)..Os cortes histologicos foram corados com picrosirius red e estdo com aumento
de 400X.
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4.4 Resposta Inotrépica a Isoprenalina — Efeito do SNAC

Encontram-se apresentados na Tabela 2 a tensao basal desenvolvida por étrios esquerdos
isolados de camundongos, o pD; e a resposta mdxima a isoprenalina, na auséncia € na presenca
de ICI 118.551. As respectivas curvas concentracdo-efeito a isoprenalina estdo na Figura 8.
Atrios esquerdos de camundongos do grupo CT apresentaram menor tensdo basal (62%) e
resposta maxima em compara¢do com os atrios de animais do grupo WT, indicando uma
interferéncia da alteracdo génica (F: 6,2 p< 0,01; F: 10,4 p< 0,0001, respectivamente). A
administragdo de SNAC aos camundongos do grupo CT ndo alterou a tensdo basal, ou a resposta

maxima a isoprenalina. O tratamento dos camundongos do grupo CT com dieta aterogénica ndao

alterou estes parametros (HC vs. CT).

Nenhuma diferenca foi observada nos valores pD; da isoprenalina entre WT vs. CT e CT
vs. HC (p>0,05; ANOVA e teste de Tukey). No grupo CT+SNAC a sensibilidade a isoprenalina
também nao foi significativamente alterada. O tratamento dos animais do grupo HC com SNAC
ndo alterou o déficit de tens@o, mas reverteu a supersensibilidade a isoprenalina no atrio esquerdo
de camundongos HC, indicando uma interferéncia do tratamento (F:9 p< 0,001) (Figura 8A).
Quando a curva concentracao-efeito foi obtida na presenga de ICI 118.551, foram canceladas as
diferencas na tensdo basal e na resposta mdxima a isoprenalina (Figura 8B e Tabela 2). Este
efeito do ICI118.551 sobre a tens@o basal ndo foi observado em éatrio esquerdo de camundongos
CT tratados com SNAC. E ainda, na presenca deste antagonista seletivo de adrenoceptores [3,, 0
atrio esquerdo de camundongos do grupo HC+SNAC apresentou supersensibilidade a
isoprenalina quando comparado ao grupo HC (pD; = 9,48 £ 0,26 vs. 9,07 + 0,17) indicando uma

interferéncia do tratamento (F: 5,7 p< 0,05).
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Figura 8- Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO) em atrio esquerdo de WT (wild type); CT
(LDLr-/-); CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC); CT+SA (LDLr-/-tratados15 dias com Sal de
Angelis); HC (LDLyr-/- alimentados 15 dias com dieta aterogénica); HC+SNAC (LDLr-/- alimentados
com dieta aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante 15 dias); HC+ SA (LDLr-/-
alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com Sal de Angelis durante 15 dias), na
auséncia de ICI 118.551 (painel A) e presenca de ICI 118.551(painel B).
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Tabela 2- Tensdo basal (TB, mN/100mg), pD; e resposta maxima (Rmax) a isoprenalina em

atrio esquerdo de camundongo, na presenca e auséncia de antagonista 3, adrenérgico (ICI
118.551).

SEM ICI118.551 COM ICI118.551
TB pD2 Rmax TB pD2 Rmax
WT 51,93+£3,79 8,66+0,10 41,22+29 58,63+554 887+0,17 33,02+2,88
CT 2521+£8,06 1 9,05+0,17 21,99+£2,39%f 71,56+£9,45# 9,05+0,23 22,27+9,95

CT+SNAC 3544 +£5,02+ 853+0,13 26,18+4,58+ 3094+58 844+0,22 17,85+4,53
HC 2793 +344+ 9,56+022+ 2587+2,03+ 62,25+546# 9,07+0,17 34,59+4722
HC+SNAC 26,55 +4,31+ 8,79+0,10° 32,48 +0,92+ 72,09+14,56# 9,48 £0,26# 29,61 £9,07

Os simbolos indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA e teste de Tukey): 1 vs WT, °vs HC, # vs. sem
ICI; sem ICI- WT (wild type) (n:7) CT (LDLr-/-) (n: 7) CT+SNAC (LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC) ( n:4) HC (LDLr-/-
alimentados 15 dias com dieta aterogénica) (n: 6) HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante
tratamento com SNAC durante 15 dias) (n: 5); com ICI- WT(wild type) (n: 7) CT (LDLr-/-) (n: 6) CT+SNAC (LDLr-/-
tratados 15 dias com SNAC) (n:4) HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta aterogénica) (n: 7) HC+SNAC (LDLr-/-
alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante 15 dias) (n: 5).

A Figura 9 evidencia o efeito do ICI 118.551 sobre a resposta a isoprenalina em dtrios esquerdos
de camundongos dos grupos HC (painel A) e HC+SNAC (painel B). O antagonista de
adrenoceptores [3; ndo alterou a resposta a isoprenalina em atrio esquerdo de camundongos HC
(Figura 9A). Entretanto, deslocou para a esquerda a curva concentragdo-efeito a isoprenalina
obtida em dtrio esquerdo de camundongos do grupo HC + SNAC em relagdo a curva
concentracdo-efeito obtida na auséncia de ICI 118.551 (Figura 9B). Este dado indica que, neste
grupo, o adrenoceptor [3; pode estar exercendo um efeito negativo sobre o inotropismo cardiaco,
provavelmente por acoplar-se a proteina G inibitdria (Gi), contrapondo-se ao efeito estimulatorio

mediado pelo acoplamento dos adrenoceptores 3; a proteina G estimulatéria (Gs).
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Figura 9 - Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO), na auséncia e presenca de ICI 118.551, em
atrio esquerdo de camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica (HC,painel A) e LDL-/-
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados 15 dias com SNAC (HC+SNAC, painel B).

Os camundongos dos grupos HC e HC+SNAC foram tratados previamente com toxina
pertussis (PTX) objetivando a inativacdo das respostas mediadas por Gi. Entretanto, as curvas
aqui apresentadas referem-se a um, ou no maximo dois experimentos e, portanto, estes resultados
precisam ser analisados com cautela, pois ndo foi possivel realizar uma andlise estatistica. O
efeito do tratamento com PTX pode ser observado na Figura 10. A curva concentracio-efeito a
isoprenalina obtida em &trio esquerdo de camundongos do grupo HC ndo foi alterada pelo
tratamento com PTX (Figura 10A), o que provavelmente indica que neste grupo o adrenoceptor

B2, se presente, estaria acoplado a Gs. Em éatrio esquerdo (Figura 1A), o tratamento de
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camundongos HC+SNAC com PTX também ndo alterou a CDR a isoprenalina (Figura 10B).
Entretanto, como este resultado foi obtido com apenas um ou dois experimentos, estes dados

precisam ser confirmados.

Tabela 3- Tensao basal (TB, mN/100mg), pD, e resposta maxima (Rmax, mN/100mg) a
isoprenalina em étrio esquerdo de camundongos, tratados ou nao com PTX.

TB pD2 Rmax
HC 2793 +34 9,56 + 0,22 25,87 £2,03

HC (PTX) 54,9 9,45 15,69
HC+SNAC 26,55 £4,31 8,79 £0,10 32,48 £0,92
HC+SNAC (PTX) 35,26 £2,51 8,89+ 0,30 30,38 7,75

Sem PTX- HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta aterogénica) (n: 6) HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta
aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante 15 dias) (n: 5); Com PTX- HC (LDLr-/- alimentados 15 dias com
dieta aterogénica) (n: 1) HC+SNAC (LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica e concomitante tratamento com SNAC durante
15 dias) (n: 2).
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Figura 10 - Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO) em atrio esquerdo de camundongos LDL-/-
alimentados com dieta hiperlipidica (HC) e LDL-/- alimentados com dieta hiperlipidica, tratados durante
15 dias com SNAC (HC+SNAC). Os dados apresentados no painel B sdo provenientes de camundongos
que receberam uma dose de PTX (600 ug /Kg, i. p.) 24 h antes do sacrificio.
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4.5 Resposta Cronotropica a Isoprenalina —Efeito do SNAC

A freqiiéncia basal de batimentos espontaneos em atrios direitos isolados de
camundongos, o pD, e a resposta mixima da isoprenalina na auséncia e na presenca de ICI
118.551 encontram-se apresentados na Tabela 4, e as respectivas curvas concentragiao-efeito a
isoprenalina estdo na Figura 11. Atrios direitos de camundongos do grupo CT apresentaram
freqiiéncia basal de batimentos mais alta quando comparados com os animais dos grupos WT e
HC (p<0,05; ANOVA e teste de Tukey), indicando um efeito da alteracdo génica (F: 63 p<
0,0001). A administracio de SNAC aos camundongos do grupo CT ndo alterou a freqii€ncia
basal de batimentos do &trio direito. Nao houve diferenca significativa na freqiiéncia de
batimentos de atrios de camundongos HC + SNAC comparados com HC (p>0,05). A resposta
mdxima e a sensibilidade a isoprenalina ndo foram significativamente diferentes entre os grupos
(p>0,05), exceto no grupo HC+SNAC, que apresentou redugdo significativa da sensibilidade
quando comparado com o grupo CT, indicando um efeito do tratamento (F: 3,5 p< 0,05).

As diferengas entre os grupos na freqii€éncia basal de batimentos foram canceladas pelo
ICI 118.551 (Tabela 4), exceto no grupo CT+SNAC. Além disso, atrios direitos de camundongos
do grupo HC+SNAC desenvolveram arritmia, quando expostos a a¢do do ICI 118.551, o que
inviabilizou a obtencdo de curvas concentragdo-resposta a isoprenalina. Estes dados reforcam a
hipétese de um possivel acoplamento de adrenoceptores 3, a G; também no tecido atrial direito
dos camundongos do grupo HC+SNAC, os quais exerceriam um efeito cardioprotetor contra o

surgimento de arritmias em situagdes nas quais ocorre aumento da estimulac¢do -adrenérgica.
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Tabela 4- Freqiiéncia basal de batimentos (FB, bpm), pD; e resposta mdxima (Rmax, bpm) para

isoprenalina em dtrio direito de camundongo, na presenga e auséncia de antagonista [,

adrenérgico (ICI 118. 551).

SEM ICI 118.551

COMICT 118.551

FB pD» Rmax FB pD» Rmax
WT 225+ 15 9,18 +0,27 150+10 292 £ 32 9,08 +0,24 134 £ 20
CT 350 £ 10} 9,65+£0,19 160 +12,65 260+36#  9,52+0,09 126 + 17
CT+SNAC 335+ 16 8,84 +0,23 150 £21 333 £33 8,39+0,26 120 £ 29
HC 256 + 6,7 9,06 +0,03 190 #21,60 252 +8,53 9,35+0,19 118 £22 #
HC+SNAC  265+6,19 8,60+0,09* 213 +28,13 arritmia arritmia arritmia

Os simbolos indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, segundo ANOVA e teste de Tukey) : 1 vs. WI; * vs. CT,
#vs. sem ICI. Sem ICI- WT (n: 5), CT (n: 7), HC (n: 7), HC+SNAC (n: 6); com ICI- WT (n CT: 6), CT (n: 5), HC (n.: 5)

A Figura 12 mostra que o tratamento dos camundongos HC com PTX causou

deslocamento a direita na curva concentragdo-resposta a isoprenalina e reducdo da resposta

maxima em atrio direito de camundongos HC. Entretanto ndo foram apresentadas as curvas

concentracdo-resposta a isoprenalina em atrios direitos de camundongos HC + SNAC tratados

com PTX, pois estes desenvolvem arritmia quando estimulados pela isoprenalina, inviabilizando

a obtencgdo das curvas, de modo semelhante ao que ocorre quando o tecido atrial direito é exposto

ao ICI 118.551.
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Figura 11 - Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO) em dtrio direito (AD) de camundongos wild
type (WT), LDLr-/- (CT), LDLr-/- tratados 15 dias com SNAC (CT+SNAC), LDLr-/- alimentados com
dieta hiperlipidica (HC) e LDLr-/- alimentado com dieta hiperlipidica tratados 15 dias com SNAC
(HC+SNAC), na auséncia de ICI 118.551 (painel A) e presenga de ICI 118.551 (painel B).
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Figura 12 - Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO) em atrio direito de camundongos LDL-/-
alimentados com dieta hiperlipidica que receberam (HC) (PTX, n: 1) ou ndo (HC, n: 7) uma dose de

Toxina Pertussis (PTX; 600 ug /Kg, i. p.) 24 h antes do sacrificio.

4.6 Curvas concentragdo-efeito ao antagonista [, adrenérgico, ICI118.551

Os resultados acima apresentados sugerem que em tecido atrial direito e esquerdo de
camundongos dos grupos HC e HC+SNAC, adrenoceptores , podem participar das respostas
cronotropica e inotrépica a agentes adrenérgicos, sendo que este mesmo subtipo de adrenoceptor
poderia atuar por duas diferentes vias de sinalizacdo em cada situagio, sendo uma estimulatéria e
outra inibitoria.

Essa hipdtese se baseia na premissa de que o composto ICI 118.551, na concentragdo de
50 nM, se comporta como antagonista seletivo para adrenoceptores do subtipo B, (Bilsk et al.,

1983; Kaumann, 1997).
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Na condicao de antagonista competitivo, o ICI 118.551 ndo deveria exercer efeito algum
sobre o inotropismo cardiaco. Entretanto, os resultados aqui apresentados mostram que, na
presenca deste composto, atrios esquerdos de camundongos CT, HC e HC+SNAC apresentam
aumento da for¢a de batimentos (Tabela 3), sugerindo que adrenoceptores [3, presentes no tecido
estariam exercendo efeito inotropico negativo, por meio de atividade constitutiva do receptor.
Raciocinio semelhante se aplica ao atrio direito de camundongos do grupo HC+SNAC, os quais
desenvolvem arritmia na presenca de bloqueio dos adrenoceptores [3,, exercido pelo ICI 118.551.

Para investigar esta hip6tese, obtivemos curvas concentracdo-resposta ao ICI 118.551 em
atrios direito e esquerdo de camundongos do grupo HC+SNAC, mediante exposi¢do a
concentracdes crescentes deste composto. Na Figura 13 € possivel observar que a exposi¢cdo do
atrio esquerdo ao ICI 118.551 causou aumento da tensdo desenvolvida, que é diretamente
proporcional a concentracdo, confirmando nossa hipétese. Em dtrio direito, o ICI118.551

promoveu arritmia, inviabilizando a obtenc¢do da curva.
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Figura 13-. Efeito do ICI118,551 sobre a tensdo desenvolvida (painel A, n=5) de dtrio esquerdo, de
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica, tratados 15 dias com SNAC (HC+SNAC).
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4.7 Efeito do SNAC sobre a Expressao Génica dos Adrenoceptores B B2

A expressdo dos genes do adrenoceptor B; e do adrenoceptor B, cardiacos, foi analisada
por meio da quantificagdo do RNAm destes receptores em tecido ventricular de camundongos
dos grupos experimentais WT, CT, HC e HC+SNAC.

Houve menor expressao (de cerca de 62%), na expressdo dos genes dos adrenoceptores 3
e P2 em ventriculo esquerdo de camundongos do grupo CT quando comparado ao WT.
Entretanto, a expressdo dos adrenoceptores [B; e [P, foi similar no tecido cardiaco dos
camundongos dos grupos WT e HC. Os animais do grupo HC tratados com SNAC apresentaram
reducgdo de cerca de 44% na expressdo dos adrenoceptores 3; € 3, comparados com camundongos

do grupo HC (Figura 14).
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Figura 14- Expressdo dos genes de adrenoceptores f; adrenoceptores [, em ventriculo esquerdo de
camundongos C57BL6 (WT), LDLr-/- (CT), LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica (HC) e LDLr-/-
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados 15 dias com SNAC (HC+SNAC). Dados mostram médias
EPM, n:4.*P<0.05vs WT.

4.8 Efeito do Sal de Angelis na Resposta Inotrépica a Isoprenalina
A tensdo basal desenvolvida por étrios esquerdos isolados de camundongos, o pD, e a
resposta méxima a isoprenalina, na auséncia e na presenca de ICI 118.551 estdo apresentados na

Tabela 5. As respectivas curvas concentragdo-efeito a isoprenalina estdo na Figura 15.
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Como j4 foi mencionado atrios esquerdos de camundongos CT e HC apresentam déficit
contrétil e 4trios de camundongos HC sdo supersensiveis a isoprenalina em relagdo aos atrios
esquerdos de camundongos WT, indicando uma interferéncia da dieta (F: 8,2 p< 0,01). O
tratamento com Sal de Angelis ndo alterou o déficit contratil ou a sensibilidade & isoprenalina no
grupo CT, mas no grupo HC este tratamento cancelou tanto o déficit contrdtili como a
supersensibilidade a isoprenalina, indicando um efeito do tratamento (F: 4,4 p< 0,05; F: 9 p<
0,001, respectivamente). Quando a curva concentracio-efeito foi obtida na presenca de ICI
118.551, foram canceladas as diferencgas na tensdo basal, na resposta maxima e na sensibilidade a

isoprenalina, exceto no grupo CT+SA.

Tabela 5- Tensao basal (TB, mN/100mg), pD, e resposta maxima (Rmax, mN/100mg) a
isoprenalina em &trio esquerdo de camundongo machos C57BL6 (WT), LDLr-/- (CT), LDLr-/-
tratados 15 dias com SA (CT+SA), LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta hiperlipidica (HC) e
LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica e tratados 15 dias com SA (HC+SA), na presenca e

auséncia de antagonista 3, adrenérgico (ICI 118.551).

SEM ICI118.551 COM ICI118.551
TB pD» Rmax TB pDs Rmax
WT 51,93+3,79 8,66+0,10 41,22+290 58,63+554 8,87+0,17 33,02+2,288

CT 2521£8,06F 9,05+0,17 21,99 2,39+ 71,56 +9,45" 9,05+023 22,27+995
CT+SA 28,66+ 49 8,89+0,21 28,82+288 33,49+3,19 837+0,12 19,24 1,7

HC 27,93+344 956+022f 2587+2,03 6225+546" 9,07+0,17 34,59 +4,22
HC+SA  65,13+11,00 898+0,12 2725+800 71,76+11,65 8,79+0,17 21,43 +5

Os simbolos indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA e teste de Tukey): 1 vs WT, * CT vs CT+S4,
°HC vs. HC+SA, #sem ICI vs. com ICI; sem ICI- WT (n:7) CT (n: 7) CT+SA (n: 5)HC (n: 6) HC+SA (n: 5); com ICI- WT (n:
7) CT (n: 6) CT+S4 (n: 5) HC (n: 7) HC+S4 (n: 5)

39



(A)

N w B (3]
(= 1= (=) =
1 1 1 1

Resposta
(mN/100 mg tecido umido)
N
(=]
1

o
[

- WT
——CT

IS
S
]

w
1=}
1

Resposta
(mN/100 mg tecido iimido)
= N
(=] [=]
L L

(=]
L

T L] T
-1 10 9 8 -7 -6 -5 -4

log [ISO] M

—a—CT
—+—HC

L] T T T T
41 0 9 8 7 -6 -5 -4

(B)

[ B
(=1 (=]
I ]

Resposta
(mN/100 mg tecido umido)
N
o
I

log [ISO] M

—a— WT
——CT

T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -6 -5

B
o
1

w
o
1

=
o
1

Resposta
(mN/100 mg tecido umido)
N
(=]

I

o
L

log [ISO] M

—a—CT
——HC

41 0 9 8 7 -6
log [ISO] M

Resposta
(mN/100 mg tecido imido)

Resposta
(mN/100 mg tecido imido)

B
(=}

w
=3

N
o

=
o

o

—a—CT
ﬁ o
r T T T T T 1
M1 10 9 8 -7 -6 -5
log [ISO] M
40 —=HC
—— HC+SA
30
20
10:
0
1) T T L] T T L] 1
11 10 -9 -8 -7 -6 5 4
log [ISO] M
_. 40
s —=—CT
E 2 —+— CT+SA
28
]
§§ 20
H
S 10
F4
E
0
T T L] L] T T L] 1
11 10 -9 -8 -7 6 -5 -4
log [ISO] M
_. 40
_g —=— HC
E 30 —+— HC+SA
LE
]
§§ 20
o
L3
S 10
P
E
o
—T T T
M1 10 9 -8 -7 6 -5 -4
log [ISO] M

Figura 15- Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO) em dtrio esquerdo de camundongos wild

type (WT), LDLr-/- (CT), LDLr-/- tratados 15 dias com SA (CT+SA), LDLr-/- alimentados com dieta

hiperlipidica (HC) e LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica e tratados 15 dias com SA (HC+SA), na
auséncia de ICI 118.551 (A) e presenga de ICI 118.551(B).
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4.9 Resposta Cronotropica a Isoprenalina — Efeito do Sal de Angelis

A tabela 6 mostra que trios direitos de camundongos do grupo CT, CT+SA e HC+SA
apresentaram freqiiéncia basal de batimentos mais alta quando comparados com os camundongos
dos grupos WT e HC, indicando uma interferéncia da alteracdo génica e do tratamento (F: 63 p<
0,0001; F: 4,2 p< 0,05, respectivamente). Nao houve diferenca significativa na freqii€éncia de
batimentos de atrios de camundongos HC+SA comparados com HC (p>0,05; ANOVA e teste de
Tukey). A resposta maxima e a sensibilidade a isoprenalina ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos (p>0,05; ANOVA e teste de Tukey, figura 16). As diferencas entre os
grupos na freqiiéncia basal de batimentos foram canceladas pelo ICI 118.551 (Tabela 6). Na
presenca deste antagonista seletivo de adrenoceptores [3; o atrio direito de camundongos do grupo
HC+SA apresentou supersensibilidade a isoprenalina quando comparado ao grupo HC (pD; =

10,23 £ 0,6 vs 9,35 £ 0,19), indicando uma interferéncia da interacdo dieta e tratamento (F: 8,3

p< 0,01) (Figura 16).
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Tabela 6- Freqiiéncia basal de batimentos (FB, bpm), pD; e resposta mdxima (Rmax, bpm) para
isoprenalina em étrio direito de camundongo machos C57BL6 (WT), LDLr-/- (CT), LDLr-/-
tratados 15 dias com SA (CT+SA), LDLr-/- alimentados 15 dias com dieta hiperlipidica (HC) e
LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica e tratados 15 dias com SA (HC+SA), na presenca e

auséncia de antagonista [3, adrenérgico (ICI 118. 551).

SEM ICI 118.551 COMICI 118.551
FB pD2 Rmax FB pD2 Rmax
WT 225+15 % 9,18 £ 0,27 150 £ 10 292 £32 9,08 £0,24 134 £20
CT 350 10 9,65 +0,19 160 £ 13 260 +36** 9,52 +0,09 126 + 17
CT+SA 357+ 16 9,15 +0,08 187 £ 20 285 £ 17 8,68 £0,06 155+19
HC 256 + 7* 9,06 +0,03 190 + 22 252 +8 9,35+0,19 118 +£22%*
HC+ SA 292 + 12% 9,12 +0,20 180 + 40 285+5 10,23 +0,6%* 163 +47

Os simbolos indicam diferengas estatisticamente significativas * p<0,05 comparado com CT, 1 p<0,05 comparado com WT , **
p<0,05 comparado com ICI, ANOVA e teste de Tukey): sem ICI- WT (n:7) CT (n: 7) CT+SA (n: 5) HC (n: 6) HC+SA4 (n: 5);
com ICI-WT (n: 7) CT (n: 6) CT+SA4 (n: 5) HC (n: 7) HC+SA (n: 5)
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Figura 16- Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (ISO) em dtrio esquerdo de camundongos wild
type(WT), LDLr-/- (CT), LDLr-/- tratados 15 dias com SA (CT+SA), LDLr-/- alimentados com dieta
hiperlipidica (HC) e LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica e tratados 15 dias com SA (HC+SA), na
auséncia de ICI 118.551 (A) e presenga de ICI 118.551(B).
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DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostraram que camundongos knockout para o gene do
receptor de LDL (grupo CT) apresentam pressdo arterial média mais elevada do que
camundongos do grupo WT, e que tal diferenca na PAM se mantém nos camundongos do grupo
HC. O tratamento com doses equipotentes de SNAC ou SA de camundongos do grupo CT
produziu significativa redugao na PAM. Contudo, nem o tratamento com SNAC nem com SA foi
capaz de prevenir a hipertensao de camundongos do grupo HC. Sabe-se que em camundongos
LDLr-/- ocorre diminui¢do na capacidade antioxidante das mitocondrias devido ao
desacoplamento da cadeia respiratdria, o que causa aumento da liberagdo de radicais livres das
mitocondrias levando a um estado de estresse oxidativo no tecido vascular, condi¢ao relacionada
com a hipertensdo e a formagado de placas de aterosclerose (Droge, 2002; Oliveira et al., 2004).

A hipertensdo ¢ caracterizada por inumeras alteragdes na estrutura e na funcdo da
membrana celular, sendo freqiientemente associada com importantes anormalidades metabolicas,
incluindo aquelas relacionadas com o metabolismo de lipidios. Quando a hipertensdo ¢
acompanhada de dislipidemia, esta se caracteriza por concentragdes plasmaticas elevadas de
triglicerideos e de particulas de LDL, causando mudanga na composi¢do dos lipides da
membrana, o que altera sua viscosidade. Esta resulta em alteragdes na sintese de lipidios € no
metabolismo celular, no transporte através da membrana e na transdugao de sinais, bem como em
prejuizo do controle da concentragdo citosolica de célcio e da regulacao do pH intracelular (Zicha
et al., 1999). Além disso, na vigéncia de hipercolesterolemia e de formas modificadas de LDL,
sdo observadas inumeras alteracdes na funcao endotelial, como a geragdo de anion superdxido, o
qual pode levar a formagdo de peroxinitrito e, conseqiientemente, diminuicdo da

biodisponibilidade de NO.
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Ambos NO e HNO tém propriedade vasodilatadora significativa, embora o SNAC seja de
9 a 10 vezes mais potente que o SA no que se refere ao efeito hipotensor. O SA também se
mostrou menos potente que varios doadores de NO em corrigir a isquemia induzida em ratos
(Ma et al., 1999) e em anéis de aorta de camundongo isolados e pré-contraidos com fenilefrina
(Wanstall et al., 2001). Os efeitos do SA foram dependentes da dose e de ativacdo da via de
sinalizacdo do GMPc. Tais resultados sdo geralmente interpretados como conseqiiéncia da
conversao do HNO para NO e subseqiiente ativagdo da guanilato ciclase (Wanstall et al., 2001).
Entretanto, a infusdo intravenosa de doadores de HNO em mamiferos ndo induz aumento da
concentracdo plasmatica de GMPc. Além disso, a conversio do HNO em NO em ambiente
fisiologico € consideravelmente pequena (Nelli ez al., 2000; Paoloccti et al., 2001).

Em leito mesentérico de ratos, o doador de HNO (Sal de Angelis) induziu dilatagdo por
meio da ativacdo da guanilato ciclase e de canais de potassio voltagem-dependentes, o que
causou hiperpolarizacdo das células da musculatura lisa vascular (Irvine et al,, 2003). Mas, a
ativagdo dos canais de potassio pelo HNO foi, em parte, independente do acumulo de GMPc
(Irvine et al., 2003).

Tais resultados indicam que o mecanismo pelo qual o HNO induz vasodilatagdo continua
indeterminado. A inducao de vasodilatagdo dependente de GMPc pelo HNO pode ser um artefato
do sistema in vitro, onde a presenga de advento oxidante ¢ mais provavel, ou ainda de parametros
experimentais, tais como concentra¢do dos doadores de HNO utilizados in vivo e in vitro, ou a
sensibilidade do método de detec¢do do GMPc.

Outro aspecto que necessita mais investigacdes ¢ a provavel habilidade de doadores de
HNO induzirem dilatagao do leito venoso em maior propor¢ao que do leito arterial de mamiferos,

onde a administragdo de HNO induz liberacao do peptideo relacionado com o gene da calcitonina
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(CGRP), diminuindo de maneira discreta a resisténcia vascular periférica, sem alterar
significativamente a pré-carga (Paolocci et al., 2001; Katori et al., 2005).

Em camundongos do grupo CT, tanto o SNAC como o SA apresentaram efeito
hipotensor. No entanto, este efeito ndo foi observado em camundongos do grupo HC.
Sensibilidade reduzida aos efeitos hipotensores de doadores de NO foi demonstrada também em
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (Stys er al.,1998), nos quais as células endoteliais
apresentam alteragdo na capacidade de estoque e/ou mecanismo de recaptagdo de calcio e
diminui¢do da guanilato ciclase (Bauersaschs et al., 1998; Failliet et al., 2000), o que resulta em
atenuacao do aumento de GMPc induzido por um doador de NO.

Alteragdes estruturais no tecido cardiaco de camundongos LDLr-/- também foram
avaliadas. Muitos estudos demonstram que a indu¢do da hipertrofia ventricular esquerda pela
hipercolesterolemia pode ocorrer por diferentes mecanismos (Sundstrém et al., 2001; Genda et
al., 2002; Lee et al., 2006). Dieta rica em colesterol pode acelerar o processo aterogénico em
alguns modelos de camundongos (ApoE-/- ¢ LDLr-/-), porém a aterogénese nao esta associada
com doenga arterial coronaria oclusiva e disfuncao cardiaca.

No presente estudo, demonstramos que camundongos LDLr-/- que ingerem dieta
hiperlipidica (HC) desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda caracterizada por aumento das
dimensdes dos cardiomiocitos € aumento na deposi¢do de coldgeno intersticial e perivascular,
quando comparados com camundongos do grupo controle (CT) e camundongos selvagens (WT).
Tais resultados, particularmente o surgimento de processo hipertréfico, podem estar relacionados
com estresse oxidativo observado nos camundongos LDLr-/- (Oliveira et al., 2004). Uma
producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (ROS) ¢ um potente estimulo para o
crescimento dos cardiomidcitos (Touyz et al., 2005), e pode ser responsavel, pelo menos em

parte, pelas alteragdes estruturais aqui descritas.
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A hipertensdo e o aumento da ativacdo neurohormonal sdo as principais causas de
hipertrofia ventricular esquerda (HVE). Porém, a hipertrofia de cardiomidcitos também pode
estar associada a via de sinalizagdo da insulina e a atividade dos receptores de ativagao-
proliferagdo dos peroxissomos (PPARs), sugerindo que alteracdes metabolicas podem estar
envolvidas neste processo patogénico. Os (PPARs) sdo fatores de transcrigao ativados por dietas
ricas em gordura, responsaveis pela oxidagao dos acidos graxos e ativagao da expressao génica e
do crescimento cardiaco (Sharma et al., 2006).

Um dos efeitos dos tratamentos com SNAC em nosso modelo experimental foi a
prevengdo da hipertrofia cardiaca. Os seguintes mecanismos de acdo podem estar envolvidos em
relacdo ao efeito anti-hipertrofico do SNAC: (1) inibigdo da liberacao do fator de crescimento,
um processo em parte mediado pelo GMPc, gerado pelo NO (Kempf e Wollert, 2004); (2)
diminuicdo do estresse oxidativo em conseqiiéncia de atividade anti-oxidante (Krieger et al.,
20006).

O nitroxil liberado pelo Sal de Angelis também tem propriedade antioxidante, capaz de
prevenir o processo hipertréfico. O HNO é um bom doador de hidrogénio (H"), resultando
também na formacio de NO, sendo que ambos (H" e NO) extinguem espécies radicais reativas e
sdo capazes de inibir a peroxidacao lipidica (Rubbo et al., 1995; Lopez et al., 2006).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria que esta envolvida na patogénese das doengas
cardiovasculares, incluindo a hipertrofia cardiaca. Esta citocina atua através da geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nos cardiomidcitos, e também induz remodelamento
ventricular através de estimulagdo de producdao da matriz extracelular (Elahi et al., 2007). O
CGRP também ¢ capaz de mediar, em parte, a capacidade cardioprotetora do HNO, através da
redugdo na producao do TNF- a, via ativagao da proteina kinase C, além da ativagao de canais de

potassio sensiveis ao ATP (Li e Peng, 2002).
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Assim, os experimentos in vivo mostraram que a dele¢do do gene do receptor de LDL em
camundongos machos resultou em hipertensdo e, quando essa delecdo estd associada a dieta
aterogénica, a hipertensdo ¢ acompanhada de hipertrofia ventricular caracterizada por aumento
das dimensdes dos cardiomidcitos e da deposicdo de colageno intersticial e perivascular. O
tratamento com SNAC e SA ¢ capaz de prevenir o processo hipertensivo apenas nos
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta normolipidica, mas previne o processo hipertroéfico
também nos camundongos alimentados com dieta aterogénica. O SNAC ¢ cerca de dez vezes
mais potente do que o Sal de Angelis no que se refere ao efeito hipotensor de ambos os
compostos.

Nossos resultados mostraram também que camundongos knockout para o gene do receptor
de LDL (grupo CT) apresentam redu¢ao de aproximadamente 62% da tensdo desenvolvida pelo
atrio esquerdo. Este déficit contratil permanece presente em camundongos LDLr-/- alimentados
com dieta hiperlipidica (HC) e também naqueles camundongos tratados com SNAC (CT+SNAC
e HC+SNAC). Sal de Angelis ndo corrige o déficit contratil no grupo CT, mas o faz no grupo
HC. A reducdo da capacidade contratil do miocardio atrial dependente da delecdo génica foi
acompanhada de aumento da freqiiéncia de batimentos do atrio direito.

Camundongos knockout para o receptor de LDL sdo modelos ideais para o estudo da
influéncia dos fatores genéticos e ambientais na aterogénese, uma vez que desenvolvem
disfuncdo do endotélio e placas de ateroma, promovidas pela ingestdo de dieta rica em colesterol
por um breve periodo (Krieger et al., 2006). Assim como as células endoteliais dos vasos
periféricos sdo capazes de regular o tonus vascular, as células endoteliais do endocéardio e das
artérias corondrias também sdo capazes de regular a contratilidade e a ritmicidade dos
cardiomiocitos subjacentes, além de participar do controle de seu metabolismo por meio de

liberacao ou ativagdo de substincias que exercem efeito autdcrino e paracrino (Brutsaert, 2003).
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Os receptores de LDL sdo importantes para a internaliza¢do celular das apolipoproteinas
E e B (Kamataki et al., 2002), as quais sdo degradadas, liberando aminoacidos e ésteres de
colesterol. Estes sdo hidrolizados em acidos graxos de cadeia carbonica longa e colesterol livre.
Os 4cidos graxos de cadeia longa s3o importantes combustiveis moleculares para os
cardiomiocitos, e sua oxidagdo nas mitocondrias providencia consideravel aporte energético para
o funcionamento cardiaco (Schaap et al., 1998). Assim sendo, hipotetizamos inicialmente que a
diminui¢do na capacidade contratil do tecido atrial fosse uma caracteristica dos camundongos
LDLr-/-, desenvolvida como conseqiiéncia do déficit metabodlico, causado pela falha no
transporte de apolipoproteinas E e B, e na utilizagdo dos acidos graxos pelos cardiomidcitos.
Contudo, Oliveira et al. (2004) demonstraram as células hepaticas de camundongos LDLr-/-
apresentam aumento da lipogénese, que compensa a deficiéncia do receptor de LDL. Este
mecanismo, no entanto, requer maior consumo energético, o qual induz diminui¢do da
capacidade antioxidante nas mitocondrias hepaticas desses camundongos. Mecanismo semelhante
poderia estar presente também nas células miocardicas destes camundongos.

A dislipidemia decorrente da ingestdo aumentada de lipideos, associada a dificuldade de
captacao das apolipoproteinas pelas células deficientes do receptor de LDL, determina aumento
da ocorréncia de LDL oxidada e altera o equilibrio redox celular, condi¢do na qual ocorre
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de células inflamatdrias. Tais ROS
alteram a funcdo do reticulo sarcoplasmatico, o que reduz a concentragao de calcio no citosol € a
contratilidade cardiaca. Além disso, as ROS liberam NO, sendo este um dos principais
responsaveis pela atenuacao da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, o que diminui a forga
contratil destas células (Nian et al., 2004).

O tratamento de camundongos do grupo HC com SNAC ndo alterou o deficit contratil do

tecido miocardico atrial, mas o SA recuperou a capacidade contratil. Embora nos ndo tenhamos
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avaliado os mecanismos pelos quais o SA afeta a contratilidade cardiaca e sua responsividade as
catecolaminas, sabe-se que doadores de HNO apresentam efeitos inotropicos e lusitropicos
positivos (Paolocci et al., 2001; Wink et al., 2003), e que tais efeitos ndo sdo acompanhados de
alteracdes nas concentragdes plasmaticas de GMPc, mas parecem estar relacionados com a
liberacao de CGRP por terminagdes nervosas nao-colinérgicas e nao-adrenérgicas (NANC). O
CGRP ativa proteinas quinases A, as quais induzem aumento na liberacdo e na recaptagdo de
calcio pelo reticulo sarcoplasmatico em células musculares cardiacas e esqueléticas, por meio da
ativacao de receptores de rianodina. Esses efeitos combinados induzem aumento da contratilidade
¢ aceleram o relaxamento dos cardiomiécitos, melhorando a performance cardiaca, de maneira
independente da liberagdo de AMPc e de GMPc (Tocchetti ez al., 2005). Além disso, o efeito
inotropico do CGRP também pode ser mediado pela sua capacidade de estimular liberagdo de
catecolaminas das terminacdes nervosas simpaticas distais (Seyedi et al., 2005).

Déficit contratil pode resultar em redugdo da capacidade de bombeamento do sangue pelo
coracgdo se ndo forem desencadeados mecanismos adaptativos compensatdrios para manutengao
do débito cardiaco. Um destes mecanismos poderia ser o aumento da freqiiéncia de batimentos.
Hardt et al. (2002) observaram que em um modelo de cardiomiopatia hipertrofica familiar, que se
caracteriza por déficit contratil, ocorre aumento da atividade ténica simpatica, que induz
aumento compensatorio da freqiiéncia cardiaca. Embora inicialmente este aumento de tonus
simpatico seja benéfico, a longo prazo pode promover agravamento da doenca e mal prognostico.
Nos ndo avaliamos a atividade simpatica ou o débito cardiaco dos camundongos, mas
observamos que atrios direitos isolados de camundongos LDLr-/- apresentam freqiiéncia de
batimentos mais alta do que atrios de camundongos selvagens.

Entretanto, esta alteragdo que, acreditamos ser de carater adaptativo, ndo ocorreu nos

camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com SNAC (HC e
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HC+SNAC), sugerindo a perda de uma condicao estavel pelo acréscimo de fatores estressantes
representados pela dieta e conseqiiente dislipidemia.

A delecdo do gene do receptor de LDL nao causa alteragdo significativa de sensibilidade
aos efeitos inotropico e cronotropico da isoprenalina (CT vs. WT), mas se a dele¢dao do referido
gene for associada a dieta aterogénica, esta resulta em aumento da sensibilidade ao efeito
inotropico deste agonista de adrenoceptores 3 (HC vs. WT), mas ndo do seu efeito cronotropico.
Tal aumento de sensibilidade ¢ prevenido pelo tratamento com SNAC (HC+SNAC vs. HC) e
pelo SA (HC+SA vs. HC).

A administracdo de SNAC nos camundongos do grupo CT nao alterou significativamente
a sensibilidade ao efeito inotropico da isoprenalina, mas reduziu a sensibilidade atrial ao efeito
cronotrépico deste mesmo composto. A resposta a isoprenalina nao foi alterada pelo ICI118.551,
indicando que adrenoceptores [3; ndo participam das respostas cronotrdpica as catecolaminas
nestes tecidos.

Associado ao desenvolvimento da aterosclerose, os camundongos LDLr-/- que recebem
dieta aterogénica por 15 dias (HC) apresentam hipertrofia ventricular esquerda (HVE), a qual foi
decorrente de um processo adaptativo e compensatdrio ao processo aterogénico, uma vez que esta
alteracdo ¢ totalmente prevenida por meio de tratamento que reduz a aterogénese (Garcia et al.,
2007). Freqlientemente, o fendtipo hipertrofico estd associado a ativagdo simpdtica e alteragdes
na populacdo de adrenoceptores . Em atrio isolado de ratos submetidos a estresse, situagdo na
qual supostamente também ocorre aumento da atividade simpatica, ocorre alteragdo de
sensibilidade aos efeitos cronotropicos das catecolaminas e da expressao dosadrenoceptores
B1 € B2como um indicativo de um processo adaptativo do coracdo (Santos & Spadari-Bratfisch,

2001; 2006). Na insuficiéncia cardiaca humana tais alteragdes também sdo observadas, onde o
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aumento da atividade simpatica induz diminui¢do dos adrenoceptores 3; e desacoplamento dos
adrenocdeptores 3, (Brodde & Michel, 1999; Brodde et al., 2006)..

A isoprenalina ¢ um agonista pleno, ndo-seletivo, de adrenoceptores [, ou seja, este
composto interage com ambos os subtipos B; € B2, 0s quais sdo acoplados a proteina Gs e ao
sistema adentilil ciclase-AMPc—PKA. Esta fosforila varias proteinas intracelulares que promovem
efeito inotrdpico positivo. Entre elas podemos citar: troponina I, receptor de rianodina e canais de
calcio do tipo L (Neumann et al., 1998).

Os receptores acoplados a proteina G (CGRP), quando ativados por agonistas, sdo alvos
de proteinas quinases (GRKs), que os fosforilam. Uma vez fosforilados, estes receptores ligam-se
com a proteina arrestina, e sdo internalizados. Este processo ¢ conhecido como downregulation
dos receptores e resulta em subsensibilidade ao agonista (Yang & Xia, 20006).

Em tecido cardiaco de camundongos da cepa C57BL6, as respostas inotropicas e
cronotrdpicas as catecolaminas sao mediadas por uma populacdo homogénea de adrenoceptores
B1 (Oostendorp & Kaumann, 2000). Adrenoceptores [, se presentes, ndo participam desta
resposta (Heubach et al., 2002). Nossos resultados confirmam esta premissa, uma vez que em
atrios direito e esquerdo de camundongos selvagens (grupo WT), o antagonista seletivo de
adrenoceptores P, ICI 118.551, ndo causou nenhum efeito sobre a resposta a isoprenalina.
Entretanto, o bloqueio dos adrenoceptores [3; anulou o déficit contratil do atrio esquerdo e o
aumento de freqiiéncia de batimentos do atrio direito (grupo CT), sugerindo que, neste grupo de
animais, adrenoceptores B, poderiam participar destes processos € que estes apresentariam
atividade constitutiva, ou seja, atividade intrinseca independente de ligacdo do agonista. Esta
atividade teria efeito inotropico negativo no atrio esquerdo e cronotropico positivo no atrio

direito. Os mecanismos intracelulares subjacentes ainda ndo foram investigados. Porém, a
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exposi¢do dos tecidos atriais de camundongos do grupo HC+SNAC a concentragdes crescentes
do bloqueador B, adrenérgico (ICI 118.551) resultou em efeito inotropico positivo dose
dependente, mas nao alterou a freqiiéncia de batimentos do atrio direito. Este dado confirma
nossa hipdtese no que se refere ao déficit contratil mas sugere que o aumento de frequéncia de
batimentos ndo depende da atividade de adrenoceptores [,. Efeito agonistico deste composto,
porém causando inotropismo negativo, foi descrito anteriormente por Gong et al. (2002) em
cardiomidcitos ventriculares de pacientes com insuficiéncia cardiaca e que apresentaram aumento
da atividade da proteina Gi.

De modo similar ao observado para os grupos WT e CT, o ICI 118.551 ndo alterou a
sensibilidade a isoprenalina em 4atrios direito e esquerdo de camundongos do grupo HC.
Entretanto, o ICI 118.551 deslocou a esquerda as curvas concentracao-resposta da isoprenalina
em atrio esquerdo de camundongos do grupo HC+SNAC, evidenciando que o bloqueio dos
adrenoceptores [3; resulta em supersensibilidade do tecido a este agonista de adrenoceptores 3.
Além disso, causou arritmia em atrio direito de camundongos HC+SNAC. Este conjunto de
dados sugere que em tecido atrial direito e esquerdo de camundongos LDLr-/- tratados com
SNAC, adrenoceptores [, exerceriam um papel protetor contra arritmias, reduzindo a
sensibilidade as catecolaminas, e protegendo o tecido cardiaco de excessiva estimulagdo
catecolaminérgica. Esta protecdo seria possivel mediante o acoplamento do adrenoceptor com
proteina Gi, fato este que foi anteriormente descrito em vdarias outras situacdes experimentais
(Xiao et al., 1999; Sabri et al., 2000; Gong et al., 2002; Brodde et al., 2006).

A estimulagdo dos adrenoceptores B leva a aumento da freqiiéncia cardiaca por meio do
estimulo da corrente de marcapasso (If), responsavel pela despolarizagdao diastolica espontanea.

Aumento da freqliéncia cardiaca, por sua vez, leva a um conjunto de efeitos eletrofisioldgicos
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secundarios, incluindo menor duragdo do potencial de agdo, e do periodo refratdrio com aumento
na contratilidade e no consumo cardiaco de oxigénio (Dorian, 2005). Por outro lado, a
possibilidade de acoplamento do adrenoceptor B, com as proteinas Gs e Gi, resulta em liberagao
melhor equilibrada de Ca*" pelo reticulo sarcoplasmatico, protegendo o tecido contra arritmias
(Xiao et al., 1995).

Enquanto os adrenoceptores 3; sdo os principais responsaveis pelos efeitos inotropicos e
cronotropicos, os adrenoceptores B, sdo importantes na regulacdo da condugdo atrioventricular.
Isso se deve a sua capacidade de sinalizagdo intracelular via proteina Gi, a qual ¢ capaz de ativar
diretamente a proteina G reguladora do canal de potassio (GKIR) e hiperpolarizar a célula, sendo
que uma outra possibilidade seria a inibi¢ao direta dos canais de calcio do tipo L (Escobar et al.,
2006). Estes dados sugerem que a presenca de adrenoceptores B, no tecido atrial confere efeito
protetor contra arritmias. De fato, Grimm ez al. (1998) demonstraram que a inativagdo de Gi pelo
tratamento de ratos com toxina pertussis, acentua o efeito arritmogénico da isoprenalina.

Por outro lado, Houle et al. (2001) observaram que em coragdo pos-infartado de caes
ocorre diminui¢do da atividade dos adrenoceptores [; sem alteragdo de atividade dos
adrenoceptores B, , 0 que resulta em aumento relativo dos adrenoceptores B, e contribui para o
desenvolvimento de arritmias. Sua ativagdo aumentaria a concentragdo de calcio levando a
reducdo da estabilidade elétrica e conseqiiente modulagdao inadequada da contratilidade. Tais
conseqiiéncias foram abolidas pelo antagonista 3, adrenérgico (ICI 118.551), o qual atenuando a
resposta a isoprenalina foi capaz de proteger o tecido das arritmias (Houlle ez al., 2001).

A estimulagdo [-adrenérgica persistente sob condi¢des patogénicas € o principal
responsavel pela producdo de arritmias. Adrenoceptores do subtipo [B;, sob estimulagdo
persistente de catecolaminas, ativam tanto a via PKA como a via da CaMKII. Esta independe da

PKA e induz apoptose, remodelamento, disfun¢do na contratilidade cardiaca e até mesmo infarto
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do miocardio. Em relacdo ao adrenoceptor P, pode ocorrer acoplamento alternativo com a
proteina Gi, a qual inibe a adenilil ciclase e tem efeito anti-apoptotico. Desta forma, ao contrario
do que ocorre com os adrenoceptores B;, estimulagdo persistente dos adrenoceptores 3, tem efeito
cardioprotetor (XIAO et al., 2006).

Com o objetivo de testar a hipotese de que o tratamento com SNAC de camundongos
LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica induz o acoplamento de adrenoceptores 3, com Gi,
camundongos dos grupos HC e HC+SNAC foram tratados com toxina pertussis, a qual inativa as
respostas mediadas por Gi (Heubach et al, 2002; Santos et al., 2005). Em camundongos do
grupo HC, o tratamento com PTX ndo alterou a resposta a isoprenalina. Entretanto, em atrios
esquerdos de camundongos do grupo HC+SNAC, o deslocamento previamente observado nas
curvas concentracao-efeito a isoprenalina foi anulado, e em atrios direitos nao foi possivel obter
as curvas, pois estes apresentaram arritmia. Estes dados confirmam nossa hipotese.

O NO e os S-Nitrosotidis através de reacdes de S-nitrosilagdo sdo capazes de modular de
maneira reversivel e altamente especifica os receptores acoplados a proteina G e os componentes
de sua via de sinalizacdo, além de algumas proteinas que regulam suas fungdes, assim como as
GRKSs. Tal modulagao pode potencializar ou inibir a sinalizagao desses receptores (Whalen et al.,
2007). No6s ndo investigamos se ¢ este 0 mecanismo através do qual o tratamento com SNAC
causou subsensibilidade da resposta do atrio direito e, provavelmente, do atrio esquerdo a
isoprenalina. Este mecanismo serd investigado posteriormente.

Observamos, entretanto, que o efeito do SNAC na sensibilidade dos atrios direito e
esquerdo a isoprenalina foi similar nos grupos CT e HC, ou seja, em ambos os grupos o tecido
atrial se tornou subsensivel a acdo do agonista de adrenoceptores. Mas, os mecanismos desta

subsensibilidade parecem ser distintos, uma vez que em atrios de camundongos HC tratados com

55



SNAC, a subsensibilidade a isoprenalina ¢ devida ao acoplamento dos adrenoceptores 3, com a
proteina G inibitoria, enquanto que no grupo CT, este subtipo de adrenoceptores parece nao
participar deste processo, uma vez que nao foram alterados na presenca de ICI118.5521. Estes
dados reforcam a hipotese de que adrenoceptores participam ativamente dos processos
adaptativos desencadeados no tecido cardiaco por situagdes que alteram a demanda imposta a
este 6rgdo, como ocorre no caso deste modelo experimental e de outros, tais como em situagdes
de estresse e de hipertensdo causada por desnervagao sino-adrtica (Santos et al., 2005; Santos &
Spadari-Bratfisch, 2006). Os resultados sugerem também que tais processos adaptativos tém
carater eminentemente especifico.

Tal especificidade da resposta adaptativa se constata também em relagdo as camaras
cardiacas, uma vez que as alteracdes de sensibilidade observadas nos atrios de camundongos
LDLr-/- tratados ou ndo com dieta hiperlipidica e/ou SNAC ndo encontram paralelo com a
expressao génica dos adrenoceptores 3; € B, em tecido ventricular destes camundongos. Embora
atrios de camundongos do grupo CT ndo apresentem diferengas de sensibilidade a isoprenalina
em relacdo ao grupo WT, no ventriculo esquerdo de camundongos CT houve queda significativa
na expressao dos genes dos adrenoceptores B; € B,. Por outro lado, atrios de camundongos HC se
mostraram supersensiveis a isoprenalina comparados ao CT e ao WT, mas em ventriculos
esquerdos de camundongos do grupo HC, a expressao dos adrenoceptores [3; € 3, foi maior que
no grupo CT e similar ao grupo WT. O tratamento dos animais do grupo HC com SNAC induziu
diminui¢ao dos RNAm dos adrenoceptores 3; € 32 em relagdo aos camundongos do grupo HC.

Alteragdes na reatividade cardiaca ndo sdo necessariamente acompanhadas de alteragdes
em paralelo na expressdo dos dois subtipos de adrenoceptores beta. De fato, um aumento ou

diminui¢do na concentracdo de RNAm, ndo estd necessariamente associado com aumento na
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proteina correspondente (Lewin, 1997). Myslivecek er al (2006) demonstraram que, embora o0s
RNAm dos adrenoceptores P; e [, estejam igualmente distribuidos nas diferentes camaras
cardiacas de ratos, a densidade desses receptores difere entre as regides. Deve-se considerar
também que em tecido cardiaco a reserva de adrenoceptores 3 ¢ de cerca de 95%, de modo que a
resposta aos agonistas somente serd alterada se uma parcela muito grande dos adrenoceptores for
comprometida. Outra hipdtese alternativa seria que em tecido ventricular de camundongos do
grupo HC+SNAC, os adrenoceptores tenham sofrido alteracdes estruturais, pela agdo do SNAC,
que impediram seu reconhecimento pelo primer utilizado. Neste caso, a queda observada na
expressao destes receptores representaria um artefato técnico e nao uma situacao real.

Assim, ainda ndo estd claro se alteracdes na expressao dos adrenoceptores beta sdo
responsaveis pela diminui¢ao da resposta funcional no coragdo. Por outro lado, as variagdes do
ponto de vista molecular devem ser consideradas, pois esses resultados podem ser indicadores de
possiveis alteragdes cardiovasculares com consideravel importancia fisiologica (Altan et al.,
2007).

Os mecanismos através dos quais o tratamento com SNAC pode induzir acoplamento de
adrenoceptores [3; a Gi precisam ser mais investigados. No entanto, os dados aqui apresentados
sugerem fortemente que em tecido cardiaco de camundongos LDLr-/- sob dieta aterogénica,
adrenoceptores [}, participam da resposta as catecolaminas ¢ que o SNAC favorece o
acoplamento destes adrenoceptores com Gi. Este efeito teria um papel protetor contra o

desenvolvimento da arritmias causadas pela estimulagdo adrenérgica excessiva.
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Conforme estd mencionado acima, nos demonstramos que atrios esquerdos de
camundongos CT e HC apresentam déficit contratil e que os atrios de camundongos HC sdo
supersensiveis a isoprenalina em relagdo ao atrio esquerdo de camundongos WT. O déficit
contratil ndo foi afetado pelo tratamento dos animais com SNAC, mas a supersensibilidade a
isoprenalina foi abolida. Por outro lado, o tratamento com SA de camundongos do grupo HC
resultou em corregdo do déficit contratil em relagdo ao grupo WT, e da sensibilidade a
isoprenalina. Estes pardmetros ndo foram alterados na presenga de ICI118.551.

Atrios direitos de camundongos do grupo CT apresentam freqiiéncia basal de batimentos
mais alta quando comparados com atrios de camundongos do grupo WT. Esta alteracdo na
freqliéncia basal de batimentos pode ser uma resposta adaptativa, no sentido de compensar o
déficit contratil observado em atrio esquerdo dos camundongos deste grupo. Quando estes
camundongos sao alimentados com dieta hiperlipidica, este processo adaptativo ¢ perdido, uma
vez que a freqiiéncia basal de batimentos dos atrios se torna similar & do grupo WT. O tratamento
com SNAC ndo corrige este pardmetro, mas o tratamento com SA o faz. Considerando que o
déficit contratil ndo estd mais presente nestes animais, a questdo que surge ¢é: seria este processo
protetor ou deletério para o funcionamento cardiaco do ponto de vista da homeostase da pressao
arterial e do funcionamento cardiaco?

Na presenca do antagonista seletivo de adrenoceptores [3,, camundongos do grupo
HC+SA apresentaram supersensibilidade a isoprenalina quando comparados ao grupo HC. Estes
dados sugerem que também o SA, assim como o SNAC induz o acoplamento de adrenoceptores
B2 com a proteina Gi, embora este efeito do SA seja menos pronunciado que o do SNAC. Esta
conclusdo se baseia no fato de que o bloqueio do adrenoceptores em atrios de camundongos

tratados com SNAC resulta em arritmia, mas nao naqueles tratados com SA, e também no fato de
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que este suposto efeito do SA ndo se estende ao atrio esquerdo, como observado para o SNAC.
Nao podemos deixar de mencionar, no entanto, que o nimero amostral dos experimentos com SA
¢ baixo (n=4) e que o aumento do nimero de experimentos sera necessario para comprovar estas
diferencas.

Os experimentos com atrio direito e esquerdo isolados destes camundongos permitem
concluir que a delegdo génica do receptor de LDL resulta em déficit contratil do miocardio, o
qual ¢ compensado por aumento da freqiiéncia basal de batimentos, sem alteragdes na
sensibilidade da resposta inotropica e cronotropica a isoprenalina, embora a expressao dos
adrenoceptores esteja reduzida em tecido ventricular esquerdo. A associacdo de dele¢do génica
dos receptores de LDL com dieta hiperlipidica resulta em aumento de sensibilidade a isoprenalina
em atrio esquerdo mas nao em atrio direito e expressao de adrenoceptores semelhante a que
ocorre em camundongos selvagens. O tratamento dos camundongos com SNAC ou com SA
corrige o aumento de sensibilidade por meio da indugdo de acoplamento entre os adrenoceptores
B2 com proteina G inibitéria. Este efeito exerce papel protetor contra o desenvolvimento de
arritmias quando ocorre aumento do tonus simpatico. O SA corrige também o déficit contratil,
mas mantém a taquicardia sinusal, o que pode representar um efeito deletério importante sobre a
fisiologia cardiaca deste animal. Por outro lado, em tecido ventricular de camundongos tratados
com SNAC houve diminuicdo da expressdo génica de adrenoceptores [B; e P2, ou alteragdo

estrutural destes receptores que impediu seu reconhecimento pelo primer utilizado.
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CONCLUSOES
Nossos resultados mostraram que:

O SNAC ¢ 10 vezes mais potente do que o Sal de Angelis em causar hipotensao.

Camundongos com delecdo do gene que codifica o receptor de LDL apresentam
hipertensdao e quando alimentados com dieta hiperlipidica além da hipertensao,

desenvolvem aterosclerose e hipertrofia ventricular esquerda.

O tratamento com SNAC e SA previne o processo hipertensivo apenas nos
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta convencional.

O tratamento com SNAC e SA previne o processo hipertréfico nos camundongos
LDLr-/- alimentados com dieta aterogénica .

A delegao génica do receptor de LDL resultou em déficit contratil atrial, contudo

nao detectamos alteragdo na populacao de adrenoceptores .

A delecao génica do receptor de LDL associada a dieta hiperlipidica produz
alteracao da sensibilidade aos efeitos inotropico e cronotrépico da isoprenalina, que
pode ser atribuida a alteragdes na populacdo de adrenoceptores P, induzindo

participacao de adrenoceptores 3.

O tratamento com SNAC nos camundongos tratados com dieta aterogénica preveniu
o aumento da sensibilidade as catecolaminas. Tal fenomeno parece ocorrer

mediante o acoplamento do adrenoceptor 3, com a proteina Gi.

O Sal de Angelis ¢ capaz de corrigir o déficit contratil e, provavelmente, induz o

acoplamento do adrenoceptor 3, com a proteina Gi.
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Estes dados permitem concluir que camundongos com delegdo génica do receptor de LDL,
associado com uma dieta aterogénica podem ser um interessante modelo de alteragdes
cardiacas e hemodinamicas, especialmente quando enfocamos alteracdes das respostas a
agonistas beta adrenérgicos. Assim, drogas doadoras de NO e seus congéneres podem se

tornar uma alternativa para prevenir tais alteragdes.
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