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RESUMO

Estudos anteriores mostraram que o eixo Ang- (1-7) / receptor Mas possue efeito
protetor na hipertrofia cardiaca patoldgica. Além disso, o envolvimento de receptor Mas
na hipertrofia cardiaca induzida por exercicio tem sido sugerida. No entanto, o papel da
Ang- (1-7) / receptor Mas no remodelamento cardiaco induzido pela gestacao
permanece desconhecido. Diante disto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
participacdo do receptor Mas no desenvolvimento da gestacao e na hipertrofia, fibrose
e funcdo cardiaca durante a gestacdo. Ratas Wistar foram randomizadas
aleatoriamente em 3 grupos: controle (W-NP), gestante (W-P) e gestante tratada com
A-779 (W-P + A-779). Camundongas Wild type e Knockout para o receptor Mas foram
randominazadas em grupos nao-gravidas (WT e KO) e gravidas (WT-P e KO-P).
Parametros gestacionais como peso materno, peso placentario, peso fetal, razdo
feto/placenta, fertilidade, perda pré-embriondria e perda péds-embrionaria foram
avaliados. A pressao arterial sistolica (PAS) foi medida por pletismografia de cauda. A
parte medial do ventriculo esquerdo (VE) foi coletado para analise morfométrica do
cardiomiécito e deposicdo de proteinas na matriz extracelular. Andlise por
ecocardiografia foi utilizada para avaliar a funcdo cardiaca. O bloqueio ou a delecéo
genética do Mas néo altera a fertilidade, o desenvolvimento embrionario ou fetal. No
entanto, o blogueio do Mas reduziu o peso placentario e aumentou a relacéo
feto/placenta nas ratas. JA nos animais KO gestantes foi observado menor ganho de
peso materno e fetal, o que acarretou em aumento da razao feto/placenta. A PAS nao
foi alterada pela gestacdo ou tratamento com A-779 nas ratas Wistar. O bloqueio
farmacoldgico ou delecao genética de receptor Mas atenuou a hipertrofia dos midocitos
induzida pela gravidez. O tratamento A-779 ou delecdo genética do receptor Mas
aumentou a deposicédo de colageno Il do VE das gestantes. KO apresentaram uma
menor fragcdo de ejecéo, fragdo de encurtamento, volume sistélico e aumento do volume
sistdlico final em comparacdo com WT. Curiosamente, a gravidez restaurou esses
parametros. Em conclusao, estes dados demonstraram que o receptor Mas pode alterar
parametros maternos e gestacionais, bem como esta envolvido na hipertrofia dos
cardiomiocitos e no controle da deposicdo de colageno Il na gestacdo. Essas
alteracbes estdo associadas com a melhora da funcdo cardiaca por meio de

mecanismos independente do Mas.
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ABSTRACT

Previous studies have demonstrated a protective effect of the Ang-(1-7)/Mas receptor
axis on pathological cardiac hypertrophy. Also, the involvement of Mas receptor in the
exercise-induced cardiac hypertrophy has been suggested. However, the role of the
Ang-(1-7)/Mas receptor on pregnancy-induced cardiac remodeling remains unknown.
Thus, the aim of this study was to evaluate the participation of the Mas receptor in the
development of pregnancy and hypertrophy, fibrosis and cardiac function during
pregnancy. Female Wistar rats were randomly shared in 3 groups: control (W-NP),
pregnant (W-P), and pregnant treated with A-779 (W-P + A-779). Wild type and Mas-
knockout mice were distributed in non-pregnant (WT and KO) and pregnant (WT-P and
KO-P) groups. Gestational parameters such as, maternal weight, placental weight, fetus
weight, fetus/placenta ratio, fertility, Loss pre embryonic, Loss pos embryonic were
evaluated. Systolic blood pressure (SBP) was measured by tail-cuff plethysmography.
The medial part of the left ventricle (LV) was collected for cardiomyocytes morphometry
analysis and extracellular matrix proteins deposition. Echocardiographic analysis was
used to evaluate the cardiac function. Mas receptor blockade or genetic deletion of Mas
did not alter the fertility or embryonic and fetal development. However, the Mas receptor
antagonist decreased placental weight and increased fetus placenta ratio in rats. The
pregnant KO mice presented a decreased maternal and fetal weight and increased
fetus/placenta ratio. SBP was not changed by pregnancy or A-779 treatment in the
Wistar rats. Pharmacological blockade or genetic deletion of Mas receptor attenuates
the pregnancy-induced myocyte hypertrophy. The A-779 treatment or genetic deletion
of the Mas receptor increased the collagen Il deposition in LV from pregnant animals.
KO mice presented a lower ejection fraction, fraction shortening, stroke volume and
higher end systolic volume compared to WT. Interestingly, the pregnancy restored these
parameters. In conclusion, these data show that Mas receptor can alter gestational and
maternal parameters, and this is involved in the cardiomyocyte hypertrophy and in the
control of the collagen IIl deposition in pregnancy condition. These alterations are
associated with improvement of the cardiac function through Mas-independent

mechanism.

Key words: Angiotensin-(1-7), cardiac hypertrophy, fibrosis, heart function, A-779.
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1. INTRODUCAO
1.1 Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca (HC) é o aumento da massa do coracao decorrente de
estimulos extrinsecos ou intrinsecos capazes de sobrecarregar a hemodinamica
cardiaca, seja por sobrecarga de volume ou presséao (1). Uma vez que a sobrecarga
€ gerada, varios mecanismos compensatoérios sao ativados para tentar minimizar a
injuria. Todo esforco para a reorganizacdo deste novo cenario, faz com que as
dimensdes dos cardiomiécitos e do conteudo da matriz extracelular (MEC) sejam
aumentados, para produzir uma resposta adequada a demanda, tendo como produto
final aumento da contratilidade e normalizacdo do estresse na parede cardiaca (2,3).
O equilibrio entre os miécitos cardiacos e a MEC é importante para a homeostasia e

funcionamento do coracéo.

1.1.1 Classificacao funcional da hipertrofia cardiaca

Funcionalmente, a HC pode ser classificada em patoldgica ou fisiologica
(Figure 1) (1,3,4). A HC patolégica pode ser decorrente de diversas doencas como
hipertensdo arterial, doencas cardiacas valvares, alteracbes do metabolismo
cardiaco, polimorfismo genético e infarto do miocéardio (4-6). Nestes casos, ocorrem
maior deposi¢cdo de tecido fibrético na MEC por diferenciacdo dos fibroblastos
cardiacos em miofibroblastos, células capazes de sintetizar e depositar na MEC maior
guantidade de fibras colagenas, principalmente colageno do tipo | (Col I). Isto resulta
em maior rigidez do miocardio, disfuncdo no mecanismo de acoplamento excitacao-
contracdo e nos movimentos de sistole e diastole (7). Além dessas alteracdes, as
mitocOndrias sofrem alteragBes estruturais e funcionais, o que prejudica o
metabolismo energético do coragéao (8).

Na HC fisiologica, as alteragbes encontradas s&o decorrentes de exercicios
fisicos crbnicos, crescimento pds-natal e gravidez. Assim como a nomenclatura
sugere, nesse tipo de hipertrofia a fungéo cardiaca é normal ou aumentada, a fibrose

cardiaca ausente e o remodelamento hipertréfico reversivel (4-6).
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1.1.2 Classificagdo geométrica da hipertrofia cardiaca

Além da classificacéo funcional, a HC pode ser subdividida em concéntrica e
excéntrica (Figura 1), conforme a geometria das camaras cardiacas (9). No
crescimento concéntrico é observado aumento da massa e da espessura da parede
cardiaca, reducdo do diametro interno das camaras e do aporte sanguineo. Estas
observacdes condizem com a morfologia encontrada nesses tecidos, que demonstra
organizacdo dos sarcobmeros em paralelo (10). Esta condicdo hipertréfica €
encontrada na maioria das vezes em condi¢des patolégicas tais como hipertenséo e
estenose aodrtica (9), que por excesso de estresse na parede cardiaca reduz a fracao
de ejecdo e leva a disfuncédo ventricular sistélica (11,12). Estimulos gerados por
exercicios fisicos, também podem promover o crescimento concéntrico (exercicios

isométricos e estaticos).

Cimara cardiaca

Estimulo &
F %l

socencarga onvoume | Excintiea [ Concéntrica J«-scerecarga ceprasniod | Concintrica | | Excintrica | scorecarpa de veuume
$arcdeneros e 20 SarcOmercs em paraieio $3rcdmeros am 20ne
ETETED - — Eﬁ — =EFEFES
1précarga 1pds-carga 1pds-carga Tpré-carga
Infarto do miochrdio  Hipertensio arterial sistémica Exercicio strico ¢ estatico E icio tsotdnico e dsnimico
Regurgitagio adrtica Estenose adrtica valvar Gestagio
Fistula arteriovencsa Hipertrofia maligna
Fibrose cardiaca Auséncia de fibrose cardiaca
Disfuncdo cardiaca Fungao cardiaca preservada

Figura 1. Esquema representativo dos padrées de hipertrofia cardiaca.
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Ja a HC excéntrica é decorrente da sobrecarga de volume e disposicdo dos
cardiomidcitos em série, estimulo que aumenta o comprimento celular e a capacidade
volumétrica das camaras cardiacas (10). Mecanotransducdes de sinais intracelulares
provocados por sobrecarga de volume, como por exemplo, nos casos de regurgitacao
aortica e fistula arteriovenosa, podem gerar hipertrofia patolégica excéntrica (9).
Exercicios aerbébicos que impdéem a maquinaria cardiaca uma maior demanda
metabdlica e sobrecarga de volume, também podem promover HC excéntrica, no

entanto fisiologica (3).

1.2 Hipertrofia cardiaca fisiologica
1.2.1 Hipertrofia cardiaca fisiol6gica p6s-natal

Ao nascer o neonato tem uma répida aceleracdo no crescimento, fator que
modifica a hemodindmica cardiaca por meio do aumento do fluxo sanguineo e da
demanda metabdlica, essas situacdes fisiologicas fazem com que ocorra a
proliferacdo dos miécitos cardiacos (13). Entretanto, essa habilidade proliferativa é
rapidamente perdida, sendo substituida pela hipertrofia dos cardiomidcitos, que passa
a ser o principal processo para o aumento do conteudo cardiaco ap0s 0s primeiros
dias de vida do neonato (14).

Os estudos prévios mostraram que a principal via de proliferacdo dos
cardiomiécitos na fase pdés-natal, envolve o acoplamento do fator de crescimento
ligado a insulina (IGF-1) ao seu receptor (IGF-1R), que ao ser ativado desencadeia
sequéncias de eventos fosforilativos, que incluem a via fosfatidilinositol 3-quinase e a
proteina quinase A para ativar fatores de crescimento intracelulares (15).

Para que seja possivel a sintese e o desenvolvimento celular, é necessario
que as ciclinas, proteinas envolvidas na formacéo do acido desoxirribonucleico, sejam
devidamente ativadas para regularem cada fase do ciclo celular (16). Yoshizumi et al
(1995) (17), descreveram que apoOs o0 nascimento, a ciclina A, uma das moléculas
responsaveis pelo crescimento e replicacdo do material genético celular, apresenta
um declinio acentuado no 2° dia de vida pos-natal e desaparece completamente no
14° dia de vida nas células cardiacas. Um ano mais tarde, essa evidéncia pode ser
melhor fundamentada pelo trabalho de Li et al (1996) (18) que por meio de

imunomarcacéo dos componentes citoesqueléticos a-actina, a-tubulina e desmina,
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mostraram que até o 3° dia de vida po6s-natal, os cardiomiécitos sdo capazes de se
replicarem até 68% em relacédo ao 1° dia de vida, mas que apos o 3° dia, 0 numero de
células permanece constante com elevado ganho do volume iniciado a partir do 4° dia

de vida.
1.2.2 Hipertrofia cardiaca fisioldgica induzida por exercicio

O treinamento fisico (TF) é capaz de modular as caracteristicas morfologicas
e geométricas do coracdo potencializando o seu funcionamento em situacfes
fisiologicas (19) e patoldgicas (20). Essas caracteristicas renderam ao coracdo
treinado a nomenclatura de coracao de atleta (9).

As diferentes modalidades de TF gera remodelamento cardiaco, e 0 processo
fisiolégico de adaptacdo do sistema cardiovascular a pratica de exercicio fisico é
influenciado pelas caracteristicas individuais de cada modalidade esportiva (6).
Existem dois diferentes tipos de TF que atuam diretamente na hemodinamica
cardiaca: (i) exercicios isotbnicos funcionalmente caracterizados por exercicios que
necessitam de movimentos articulares, que submete a fibra muscular esquelética a
movimentos ritmicos de contracdo e relaxamento; e (ii) exercicios isométricos nos
quais h& pouco ou nenhum movimento articular durante a prética, diferenciado pela
exigéncia do uso da forga (21).

Os exercicios dinamicos, tais como natacdo, corrida e ciclismo, impéem
mudancas hemodinamicas ao coracdo como aumento da frequéncia cardiaca, do
volume sistolico, do débito cardiaco e diminuicdo da resisténcia vascular periférica.
Estes fatores associados aumentam o retorno venoso e gera HC fisiolgica excéntrica.
De forma inversa, a HC fisiolégica concéntrica é caracteristica de exercicios que
requeiram aumento da forca como os exercicios de musculacdo, pois sdo capazes de
elevar a presséo arterial sistémica e aumentar a pés-carga no coragao (9).

O TF modula beneficamente o coracdo, pois apresenta capacidade de
reverter da HC patoldgica para HC fisiologica (20,22). Outra observacdo bastante
importante do TF pode ser constatada em ratas com pré-eclampsia, que por meio de
corrida voluntaria tiveram parametros como pressédo arterial média e indices de

proteinuria reduzidos (23).
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1.2.3 Hipertrofia cardiaca fisiolégica gestacional

Durante a gravidez, o sistema cardiovascular sofre profundas adaptacdes
hemodindmicas a fim de manter as demandas metabdlicas requeridas para a
manutencao da vida da mée e do feto (24). O aumento permanente do volume é um
dos fatores primordiais para o remodelamento cardiaco fisioldgico excéntrico na
gestacao (25), pois a sobrecarga imposta aumenta o trabalho cardiaco e gera uma
série de mudancas fisioloégicas compensatérias a fim de manter a homeostasia do
corpo gravidico (26).

A génese da hipervolemia na a gravidez é multifatorial e envolvem fatores tais
como o aumento da concentracdo de cortisol, aldosterona (27), relaxina (28),
angiotensina (Ang) Il (29), retencdo de sédio e agua (27) e aumento da angiogénese
cardiaca (30). O aumento volémico gera respostas fisiolégicas coordenadas iniciadas
pelo aumento do débito cardiaco que gradualmente se eleva e alcanga o pico maximo
apos o segundo trimestre de gestacdo (31). Este aumento do débito cardiaco é
paralelo ao aumento gradativo da frequéncia cardiaca, volume sistélico e diminuicéao
da resisténcia vascular periférica, sendo este Ultimo um fator importante para a
perfuséo fetal, por criar um leito vascular de baixa resisténcia (32).

Diferentemente da HC fisiolégica induzida por exercicio fisico, que pode ter o
aumento do trabalho cardiaco interrompido ao cessar o TF, na gestacéo, a sobrecarga
do volume é continuo e ininterrupto (33). No entanto, apesar da sobrecarga adicional
imposta ao sistema cardiovascular, a funcéo cardiaca ndo sofre declinio e pode ter
suas funcbes normais ou até mesmo aumentadas (1). Isso talvez se deva a reducéo
da rigidez e tensédo passiva do musculo cardiaco (34) e ao aumento do colageno tipo
Il (Col 1ll) nesta condicdo (35), o que confere ao coracdo maior complacéncia e
elastancia.

Outros fatores que podem contribuir para as alteracbes cardiacas estao
ligados as concentragBes circulantes de horménios esteroidais sexuais (36). A
importancia dos horménios esteroides é evidente em uma gama de processos
bioldgicos como reproducéo, diferenciacdo, apoptose, metabolismo e homeostasia de
diversos sistemas. Desse modo, o0 estrogénio, sintetizado principalmente pelos
ovarios, € necessario para a saude da mulher em diferentes sistemas (37) e pode ser

encontrado em trés formas, estrona, estriol e 0 mais importante deles o 173-estradiol
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(E2) (38). Atualmente, ja € conhecido que as células do musculo cardiaco possuem
trés tipos de receptores de estrogénios: o receptor de estrogénio acoplado a proteina
Gai, responsavel por aumentar o NO endotelial (39) e os receptores de estrogénios
(ER) nucleares a e B (ERa € ERg) (40,41), responsaveis pela regulacao de fatores de
transcricdo nuclear ativado por ligantes (42).

Ha evidéncias que no climatério, a pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica
aumenta significativamente. Isto pode estar associado, a0 menos em parte, pela
reducdo na sintese e secre¢cdo de E2 (43,44), um horménio que apresenta acdes
benéficas sobre o coracdo devido sua acdo vasodilatadora, capaz de prevenir a
hipertrofia e disfuncdo cardiaca (45,46). Interessantemente, E2 pode reverter a HC
patolégica, bem como os seus marcadores, em ratas idosas ovarectomizadas (47). As
formas de atuacao do E2 sobre o coragdo podem ser por (i) difuséo passiva, no qual
se liga aos receptores intracelulares ERa € ERp, que no nudcleo se acoplam ao
elemento de resposta ao estrogénio, que desencadeia a transcricdo génica; (i) por
mecanismo rapido, por meio do acoplamento do ER ao oOxido nitrico (NO) na
subunidade da proteina Gai, que por sua vez aumenta a producdo de NO, ativa a
guanilato ciclase e aumenta concentracdo intracelular de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), o qual ativa proteinas cinases dependentes de GMPc promovendo
o efluxo de calcio e consequentemente relaxamento do musculo cardiaco; e (i) via
dimerizacdo de receptores, entre ERa com o receptor de IGF-1, que ativa cinase
reguladora de sinal extracelular 1, 2 (ERK 1/2) que estimula atividade de ERq« (48).

Assim como o estrogénio, a progesterona também é aumentada na gravidez.
Os estudos prévios identificaram dois diferentes tipos de receptores de progesterona
PR-A e PR-B (49) que atuam em células endoteliais e vasculares de musculo liso
inibindo acdes proliferativas apos injuria tecidual (50,51). No coragéo, a progesterona
pode modular a sintese proteica por duas diferentes formas, tanto por acao direta
sobre receptores cardiacos quanto por acao indireta ao aumentar o volume plasmatico
(52).

O corpo luteo da gravida, além da producédo de progesterona, € um sitio
sintetizador de relaxina, que em toda a gravidez produz altas taxas desse hormdnio,
responsavel por aumentar o débito cardiaco e diminuir a resisténcia vascular periférica

(53). Esses efeitos sao gerados em parte, pela vasodilatacdo do leito coronariano via
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NO (54), bem como pelo aumento da sintese de gelatinase na vasculatura,

caracteristica Unica a gestacao (55).

1.3 Sistema Renina-Angiotensina e hipertrofia cardiaca

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) (Figura 2) € um sistema hormonal com
caracteristicas enddcrinas, paracrinas e autocrinas (56,57), com regulacdo sobre a
homeostasia da pressao arterial e balanco hidroeletrolitico (58,59). As perturbacfes
no meio interno, tais como queda da pressdo de perfusdo renal, reducdo da
concentracdo de soédio nos tubulos distais do néfron e excitacdo do nervo simpético
renal estimulam a liberacdo da renina na circulacdo (60,61). Uma vez liberada, a
renina atuara sobre a glicoproteina circulante, o angiotensinogénio (58), um substrato
de renina responsavel por originar o decapeptideo, Ang | (62). Além da renina, existem
duas endopeptidases que também sdo capazes de realizar essa conversao, a tonina
e catepsina G (63). Apos sua sintese, a Ang | pode sofrer clivagem principalmente
pela enzima conversora de angiotensina (ECA), enzima significativamente expressa
em leitos vasculares (61) e dar origem a Ang Il, um octopeptideo com estreita
afinidade por dois diferentes subtipos de receptores da Ang I, tipo 1 e tipo 2 (AT1 e
AT2) (64).

O ATL1 é considerado o principal efetor da Ang Il (56,65), e na maioria das
vezes, essa interacao resulta em efeitos deletérios, quando em constante ativacao,
ao organismo como, respostas proliferativas (66), hipertréficas, fibréticas (67),
vasoconstritora (68) e liberacéo de espécies reativas de oxigénio (69). Por outro lado,
guando a Ang |l se acopla ao receptor AT2, promove efeitos opostos aos gerados pela
ativagcdo do AT1, desencadeando uma série de efeitos anti-hipertréficos,
antiproliferativos e vasodilatadores (70). No entanto, esse receptor € menos expresso
na vida adulta, sendo encontrado em grande quantidade apenas no desenvolvimento
fetal e neonatal (71). Ja o heptapeptideo Ang-(1-7), pode ser principalmente formado
por duas vias distintas: (i) a partir da Ang-(1-9) pela acdo da endopeptidase neutra
(NEP) ou ECA e€; (ii) (72) pela acao catalitica da ECA 1l sobre a Ang Il, sendo esta a
principal via de formagéo da Ang-(1-7). A Ang-(1-7), independente da via, exerce seus
efeitos por meio da ativacao do receptor Mas, um receptor acoplado a proteina G (59).
O eixo ECA IlI/ANG-(1-7)/Mas exerce efeitos contra regulatorios ao eixo ECA/Ang I/

AT1, por contrapor ao eixo vasoconstritor, mitogénico, arritmogénico e trombolitico da
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Ang Il (73) por meio da liberagéo de prostaciclinas, NO e fatores de transcrigcao anti-
hipertroficos (74). Todos esses efeitos benéficos ao organismo colocaram esse eixo
em evidéncia nos estudos voltados para a génese e tratamento das diferentes formas
de HC.

O SRA é importante na manutencdo da saude da méae e do feto e, para o
desenvolvimento de uma gravidez normal, colaborando na homeostasia do sistema
renal, uteroplacentario (75) e cardiaco (76). Uma caracteristica interessante e
exclusiva da gravidez é que o aumento progressivo de E2 pela placenta (77) é capaz
de estimular a sintese hepética do angiotensinogénio (78). Outro componente do SRA
gue também se eleva entre a quarta e sexta semana de gestacdo € a renina

plasmatica (79).

Renina —— Angiotensinogénio
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Fibrético Anti-proliferativo Vasodilatador

Apoptético Anti-apoptético Anti-hipertréfico

Hipertréfico Anti-proliferativo

Hipertensivo Anti-hipertensivo
Arritmogénico Anti-arritmogénico

Figura 2. Representacdo esquematica do Sistema Renina- Angiotensina evidenciando as principais
vias de formacé&o das angiotensinas e seus receptores. ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA
2, enzima conversora de angiotensina 2; AT1, receptor de angiotensina Il tipo 1; AT2, receptor de
angiotensina Il tipo 2; G, proteina G.

O aumento do angiotensinogénio e da renina plasmatica, sdo eventos que

desencadeiam as reac¢des enzimaticas do SRA. Interessantemente, a Ang Il também
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esta elevada na gravidez em concentragfes similares as condicbes patoldgicas,
porém sem gerar efeitos deletérios (80,81). Isso pode ser devido a capacidade da
progesterona materna de suprimir o efeito pressor da Ang Il sobre tecido vascular por
meio do aumento da sintese de prostaciclinas vasculares (82). Outro fator interessante
€ que o aumento da Ang Il é um fator contribuinte para o aumento da sintese de
colageno na MEC, todavia a infusdo de Ang Il na gravidez ndo aumenta a fibrose
intersticial (83).

Algumas descri¢des na literatura tém mostrado o envolvimento patol6gico do
AT1 na gravidez com complicacdo. Em mulheres com pré- eclampsia pode ocorrer
heterodimerizacdo do AT1 com o receptor de bradicinina, fator que pode estar
relacionado com o aumento da sensibilidade a Ang IlI, causa primordial da
complicacdo dessa patologia (81). Outra evidéncia relacionada ao AT1 na pré-
eclampsia é a sintese de auto anticorpo agonista do AT1 (84), um agente causador
de isquemia placentéria e hipertenséo (85). Ja na gravidez normal, ha evidéncias do
aumento da Ang-(1-7) plasmatica (86), renal (87,88), placentéaria (89) e uterina (90).

Diante do exposto, pode-se afirmar que a via Ang IlI/AT1 esta implicada em
algumas condicdes patologicas presentes na gravidez e que o eixo Ang-(1-7)/Mas
esta associado ao remodelamento cardiaco fisiolégico induzido por exercicio fisico e
possui efeitos contra regulatérios aos efeitos gerados pela via Ang II/AT1. No entanto,
ainda ndo se sabe se o0 receptor Mas estd envolvido no desenvolvimento do
remodelamento cardiaco fisioldgico e nas alteracdes da fungéo cardiaca observadas

na gestacao.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a participacéo do receptor Mas no remodelamento cardiaco induzido

pela gravidez, bem como suas implica¢des na funcao cardiaca na gestagao.

2.2 Especificos

e Avaliar o efeito do bloqueio do receptor Mas sobre a fertilidade das fémeas

e Avaliar se o bloqueio do receptor Mas gera efeito fetotéxico e/ou embriotdxico
nas fémeas.

e Avaliar a PAS das ratas gestantes submetidas ao antagonista do receptor
Mas, A-779.

e Avaliar a resposta hipertréfica e fibrética em ratas tratadas com o antagonista
do receptor Mas.

e Avaliar a resposta hipertrofica e fibrética em camundongas com delecéo
genética para o receptor Mas.

e Avaliar a fungdo cardiaca por ecocardiografia das camundongas gestantes

com delecéo genética para o receptor Mas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Todos os animais utilizados nesta pesquisa, foram utilizados em conformidade
com as normas e procedimentos relativos ao uso de animais de laboratério, assim
como os protocolos utilizados foram submetidos a aprovacéo na Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Pré-Reitoria de Pesquisa e Inovacéo da Universidade Federal
de Goias (CEUA/UFG), sob n°. 039/14.

Ratas W.istar - Foram utlizadas ratas da linhagem Wistar, com
aproximadamente 80 dias de idade e peso corporal variando entre 180 e 210 g (no
inicio dos experimentos), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Goias (UFG, Goiania).

A alocacgdo das ratas foram em caixas plasticas de polipropileno medindo
41x34x16 cm, com no maximo 5 animais por caixa anterior ao cruzamento, com
temperatura e umidade do ambiente controlados, sob iluminacdo artificial com
fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, iniciando-se a fase clara as 7:00 horas,
no biotério setorial do Instituto de Ciéncias Biolégicas 2. Os animais receberam agua
filtrada e rac&o padrao ad libitum.

Camundongas C57BI/6 Wild-type and Knockout - Também foram inseridas
nessa pesquisa camundongas com delecdo genética (Knockout [KO]) para o receptor
Mas e o seu respectivo controle Wild type (WT), com aproximadamente 80 dias de
idade e peso corporal variando entre 18 e 20 g (no inicio dos experimentos), fornecidos
pelo Biotério de Animais Transgénicos do Laboratoério de Hipertenséo da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte).

As camundongas foram alocadas em mini-isoladores de polipropileno
medindo 37,9x19,7x12,6cm, com no maximo 5 animais por caixa anterior ao
cruzamento, com temperatura e umidade do ambiente controlados, sob iluminacéo
artificial com fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, iniciando-se a fase clara

as 7:00h. Todos os animais receberam agua filtrada e racéo padréao ad libitum.
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3.2 Protocolo Experimental 1

As Ratas Wistar foram randomizadas entre os grupos e mantidas por um
periodo de adaptacdo minimo de sete dias antes do inicio dos experimentos. Na
semana seguinte, por meio do lavado vaginal, foi acompanhado o ciclo estral por 1
semana. As fémeas com o ciclo estral regular foram consideradas aptas para os
experimentos. A fase estral escolhida para a administracdo do farmaco por meio do
implante de uma mini bomba osmoética foi diestro I, por possibilitar um periodo de
recuperacdo do animal e aceitabilidade do macho para a copula. Para a cirurgia, as
ratas foram anestesiadas na regiao peritoneal com tribromoetanol a 2,5% (Sigma®)
na dose de 1 ml/100g de animal. Ap6s a administracdo do anestésico, foi realizada a
tricotomia do pelo na regido posterior da coluna vertebral, anatomicamente entre as
escépulas, uma incisdo de aproximadamente 2 cm foi realizada, a pele divulcionada,
o implante fixado e em seguida suturada com fio agulhado estéril. A temperatura
corporal do animal foi mantida por meio de luz infravermelho. Dois dias ap0s a cirurgia
de implante da bomba de perfuséo, as ratas foram submetidas ao cruzamento. No
entanto, um dia antes do cruzamento, as ratas foram estimuladas por meio da

colocacao da caixa do rato macho ao lado das suas respectivas alocagoes.

Mini bomba com A-779
120pg/dia

i
Lavad inal !
ava ovaglna/ : Dia gestacional zero
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farmacologico i Pesagem
................................................................. ' i Eutandsia
H : Coleta tecidual
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—====+ 48h apos o implante
da mini bomba

Acasalamento

Figura 3. Imagem ilustrativa do protocolo experimental 1.
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Para inibir a acdo da Ang-(1-7), foi usado o D-Alanine-Ang-(1-7) (A-779),
antagonista seletivo para o receptor Mas, receptor especifico da Ang-(1-7), diluido em
agua deionizada Milli-Q, administrado por via subcutanea, por meio de um implante
de minibomba osmdética (Alzet®) com dosagem continua de 120ug/dia, com
durabilidade para 28 dias ininterruptos. A dosagem foi estabelecida apos revisdo na
literatura (91-93).

Os grupos de acasalamento foram randomizados aleatoriamente em pares de
fémeas, sendo realizada a introducdo do rato macho a caixa apenas no final do dia.
No inicio da manha seguinte, a confirmacao da copula foi realizada por meio do lavado
vaginal, a presenca do espermatozoide foi confirmada por meio da microscopia de luz,
gue foi contado como dia gestacional zero. Posteriormente, as fémeas gravidas foram
pesadas e alocadas em caixas individuais até o dia da eutanéasia (Figura 3).

Os animais foram randomizados em 3 grupos: grupo 1= nao gestante (W-
NP), grupo 2= gestante sem A-779 (W-P), grupo 3= Gestante com A-779 (W-P + A-
779).

3.2.1 Pletismografia de cauda

Uma semana anterior a eutanasia, as ratas foram aclimatizadas para a
pletismografia de cauda. No ultimo dia de gestacao, as ratas foram colocadas em uma
caixa aguecida por 10 min para dilatacdo da artéria caudal, posteriormente transferida
para um contensor com exposicao total da cauda, na qual foi introduzido um manguito
com conexao comum com uma pera de insuflagcdo, um transdutor de pressao e uma
torre de mercurio. Proximo ao manguito foi acoplado um sensor de pulso em contato
com a cauda, na regido anatdbmica correspondente a artéria caudal, que foi capaz de
captar os sinais produzidos pela PAS. A captacéo dos sinais mecanicos produzidos a
partir da insuflagdo do manguito e da pressao arterial pulsatil caudal, foi realizada por
transdutores conectados a um amplificador de sinais BP-100 (ADInstruments), que
por sua vez foi conectado a um conversor analdgico/digital PowerLab/400
(ADInstruments, Australia) e em sequéncia a um computador, com o software
LabChart7 (ADInstruments) que permitiu obter registros dos sinais em tempo real em
imagens gréficas (Figura 4 ).Para obter os valor da PAS, foram realizadas 3 aferices

por animal, das quais foi obtida a média aritmética dos valores de cada animal. O
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exame foi realizado no vigésimo dia de gestacdo e posteriormente eutanasiados por

decaptacéo.
LabChart?
Luz infravermelho
Rata no contensor
Caudada rata

.’ 00000 | 's

L& -l i

1 .

! \‘ / Manguito

' Y ;/f}a-\

SOk Transdutor de pulso

Caixa aquecedora Torre de mercirio i

W

Amplificador de sinal

Figura 4. Representacdao ilustrativa da pletismografia de cauda.

3.2.2 Coracéo

ApoOs a eutanasia dos animais, a cavidade toracica foi aberta para a excisao
do coragao, que foi submerso em um béquer com 20 ml de cloreto de potassio (4mM)
para o total relaxamento das fibras cardiacas. Em seguida, o tecido foi colocado em
uma placa de petri sobre o gelo, forrada com papel filtro para retirada do excesso de
liquido, o ventriculo direito e esquerdo (VE) foram dissecados, o apice e a base
removidos e armazenados a -80°C, o tecido cardiaco transversal medial esquerdo foi
mensurado (5 mm), separado e fixado para processamentos histoldgicos e analises
posteriores.

3.2.3 Cesariana

Apoés aremocéo do coragao, os animais foram submetidos a cesariana (Figura
5). Com o auxilio de uma tesoura, foi realizada a laparatomia abdominal no eixo cranio
caudal do animal (A), o utero gravidico foi removido na altura do cérvix com seus
conteudos e posicionado de acordo com a anatomia da exciséo (B). Em seguida os
Uteros foram abertos, os fetos com sua respectiva placenta foram removidos,

posicionados em sentido horario respeitando os lados direito e esquerdo para
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experimentos futuros (C). Os neonatos, as placentas e a anatomia materna foram
submetidos a avaliacdo macroscépica quanto a presenca de anomalias e/ou
malformacgbes congénitas. Seguidamente os neonatos foram quantificados, sexados
por meio da distancia anogenital e pesados. Os corpos luteos ovarianos (D), as
reabsorcdes fetais e sitios de implantacfes (e) também foram quantificados. Ao final

das andlises, todos os neonatos foram eutanasiados por decapitacao.

|
C DIREITO | ESQUERDO D

DIREITO ESQUERDO

Foliculo
. % <— Ovério

AR . AN AR L

Sitio de implantagao

Figura 5. Cesariana. (A) Laparotomia com exposicdo uterina. (B) Utero removido na altura do cérvix
com seus devidos conteudos. (C) contagem, sexagem e pesagem dos neonatos com suas respectivas
placentas. (D) quantificacdo dos corpos luteos ovarianos direito e esquerdo. (E) quantificacdo dos sitios
de implantacao e absorc¢des fetais. M, macho; F, Fémea.
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3.3 Protocolo Experimental 2

As camundongas foram randomizadas aleatoriamente entre 0s grupos e
mantidas por um periodo de adaptacdo minimo de sete dias antes do inicio dos
experimentos. Na semana subsequente, o ciclo estral foi acompanhado, em dientro Il
as camundongas foram submetidas ao acasalamento, sendo realizada a introducéo
do camundongo a caixa apenas no final do dia. No inicio da manha do dia seguinte, a
confirmacdo da coépula foi realizada por meio lavado vaginal, a presenca do
espermatozoide foi considerado dia gestacional zero e o macho foi retirado da caixa.
As camundongas permaneceram alocadas em grupo de 3 animais por caixa até o dia
da eutanasia (Figura 6).

Apos a formacgéo dos grupos de acasalamento, ndo houve variacdes entre 0s
animais dos grupos, bem como foram realizadas no maximo trés tentativas
consecutivas para o acasalamento. O peso de todos os animais foi obtido no dia da
eutanasia.

Foram criados 4 grupos experimentais: grupo 1= WT controle (WT), grupo 2=
WT gestante (WT-P), grupo 3= KO controle (KO) e grupo 4= KO gestante (KO-P).

Lavado vaginal 7
N
Dia gestacional zero
4 Dias
i :
AN

A
N / O\ / N /.

12 28 \ 38 0 \ 202
Aclimatagdo Ciclo estral

Ecocardiografia
. Pesagem
e e e = e = e e ==Y FRTTTEEPPRITTEEPPRTTEERPRTTEEER Eutanasia

[} Coleta tecidual

Semanas

Acasalamento

Figura 6. Representacdo esquematica do protocolo experimental 2.
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3.3.1 Ecocardiografia

Avaliacdo da fungcdo cardiaca das camundongas foram realizadas in
vivo de forma néo invasiva, utilizando um sistema de ecocardiografia transtoracica de
alta resolucéo equipado com transdutor bifrequencial de 30/40 MHz (VEVO 2100
VisualSonics, Toronto, Canad4). No vigésimo dia gestacional os animais foram
anestesiados por inalacdo com isoflurano a 5%. Na posicéo supina, o térax e abdéomen
foram tricotomizados, aplicado gel condutor para ecocardiografia a fim de permitir
maior impedancia das ondas ultrassbnicas. Imagens de alta resolucao foram obtidas
a partir das janelas ultrassonogréficas paraesternal direita eixos curto e longo no modo
bidimensional (Modo B). As dimensdes do VE foram mensuradas em modo M (Motion)
no nivel dos musculos papilares tanto para o eixo curto como para o eixo longo. Os
parametros da funcdo cardiaca avaliados foram: fracdo de ejecdo (FE), fracdo de
encurtamento (FS), volume sistélico (VS), volume sistdlico final (VSF), débito cardiaco
(DC) e tempo de relaxamento isovolumétrico (IVRT). Todas as medidas e calculos
foram realizados de acordo com as diretrizes da Sociedade Americana de

Ecocardiografia.

3.3.2 Coragéao

Ap0s a eutanasia dos animais, a cavidade toracica foi aberta para a exciséo
do coracdo, que foi submerso em um béquer com 20 ml de cloreto de potassio (4mM)
para o total relaxamento das fibras cardiacas. Em seguida, o tecido foi colocado em
uma placa de petri sobre o gelo, forrada com papel filtro para retirada do excesso de
liquido, o ventriculo direito e esquerdo foram dissecados, o 4pice e a base removidos
e armazenados a -80°C, o tecido cardiaco transversal medial esquerdo foi mensurado

(4 mm), separado e fixado para processamentos histolégicos e analises posteriores.

3.3.3 Cesariana

Apb6s a remocao do coragdo, os animais foram submetidos a cesariana . Com
o auxilio de uma tesoura, foi realizada a laparatomia abdominal no eixo cranio caudal
do animal, o Utero gravidico foi removido na altura do cérvix com seus conteudos e
posicionado de acordo com a anatomia da excisdo. Em seguida os uteros foram

abertos, os fetos com sua respectiva placenta foram removidos, posicionados em
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sentido horario respeitando os lados direito e esquerdo para experimentos futuros. Os
neonatos, as placentas e a anatomia materna foram submetidos a avaliacdo
macroscopica quanto a presenca de anomalias e/ou malformagcdes congénitas.
Seguidamente os neonatos foram quantificados, sexados por meio da distancia
anogenital e pesados. Os corpos liteos ovarianos, as reabsor¢des fetais e sitios de
implantacdes também foram quantificados (Figura 5). Ao final das coletas teciduais,

todos os neonatos foram eutanasiados por decapitacao.

3.4 Analises
3.4.1 Histologia

O segmento do VE coletado para histologia foi fixado em metacarn (Tabela 1)
por 4 horas, posteriormente desidratados em séries de solucdes crescentes de etanol
(Neon®), xilol (Synth®) e incluidos em paraplast (Sigma® (Tabela 2). As amostras
foram seccionadas em microtomo (Leica RM2155, Nussloch, Germany, 4 um de
espessura, 3 cortes por animal com intervalo de 150um. Apds seccao, o material foi
fixado em laminas (Exacta, 26x76x1x1.2mm), reidratados (Tabela 3) e submetidos a
trés diferentes coloragfes: citoquimica em hematoxilina/eosina (HE) (Tabela 4),
picrosirius (Tabela 5) e reticulina de gomori (Tabela 6). ApGs a coloracao de interesse,
os cortes foram desidratados (Tabela 7) e montados.

Morfometria do cardiomiocito - Os cardiomidcitos corados em HE foram
mensurados a fim de determinar a porcentagem de hipertrofia celular. Os cortes
transversais do VE foram microfotografados, em cada segmento tecidual 5 imagens
foram capturadas, de cada imagem capturada 5 cardiomiécitos foram mensurados na
area de seccdo transversa (AST), totalizando 75 cardiomidcitos por animal (Figura 7).
Somente as células cardiacas dispostas longitudinalmente, com nucleo e limites
celulares visiveis foram consideradas. A AST de cada cardiomidcito foi mensurado na
regido correspondente ao nucleo. Esta analise foi realizada nos diferentes grupos dos
animais experimentais em estudo.

Estereologia da matriz extracelular - Para quantificar a deposicao das fibras
colagenas na matriz extracelular intersticiais totais foi realizada a coloracdo em
picrosirius. Para especificar o tipo de fibra colagena (tipo | ou Ill), também foi realizada

a técnica em reticulina de gomori, realizada apenas nos cora¢des das camundongas.
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Em ambas as técnicas citadas anteriormente, o método de analise quantitativo
utilizado foi a estereologia, por ser capaz de fornecer ferramentas eficientes e
confiaveis para determinar parametros quantitativos da estrutura do tecido em secoes.
A estereologia consiste em um teste de multipontos, com 130 pontos (94). Para isso,
foram capturadas 5 regides aleatorias (ausentes de vasculaturas) de cada lamina do
grupo experimental. Os valores relativos foram determinados pela contagem dos
pontos coincidentes sobre o vértice de cada compartimento em estudo, seguido da
divisdo destes pelo numero total de pontos do sistema teste

Todas as imagens histolégicas foram obtidas no microscopio Zeiss Scope Al,
sendo que as imagens em picrosirius foram microfotografadas em magnitude de 20x
com um filtro polarizador acoplado. Ja as imagens em HE e reticulina foram
capturadas sob luz convenciolnal em magnitude de 40x. Posteriormente foram
digitalizadas no software Zen Lite 2012 e analisadas no software Image Pro-Plus v6.1

para Windows (Media Cybernetics Inc., Silver Sprong, MD, USA).

3 cortes cardiacos

5i |magens por corte cardiaco

5 midcitos porimagem

- 75 miocitos
o 2 % > poranimal
£ — ~—
o |

Figura 7. Imagem representativa do método de analise da hipertrofia dos cardiomiécitos. AST,area
de seccao transversa do cardiomidcito.
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Reagente Volume (ml) Temperatura (°C)
Metanol PA 60 Ambiente
Cloroférmio PA 30 Ambiente
Acido acético PA 10 Ambiente

Tabela 2. Descricdo do processamento do tecido em paraplast

Desidratacao

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Etanol PA 70% 60 Imersao Ambiente
Etanol PA 80% 60 Imersao Ambiente
Etanol PA 95% 60 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 60 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 60 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 60 Imersao Ambiente

Diafinizacao

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Xilol PA 60 Imersao Ambiente
Xilol PA 60 Imersao Ambiente
Xilol PA 60 Imersao Ambiente

Infiltracdo

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Paraplast | 60 Imersao 58°- 60°C
Paraplast Il 60 Imerséo 58°- 60°C
Paraplast de incluséo Até a seccéao Emblocamento 58°- 60°C

Tabela 3. Reidratacdo para citoquimica em geral

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Xilol PA 20 Imersao Ambiente
Xilol PA 20 Imersao Ambiente
Xilol PA 20 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 1 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 2 Imersao Ambiente
Etanol PA 70% 1 Imersao Ambiente
Etanol PA 50% 1 Imersao Ambiente
Agua corrente 2 Imerséo Ambiente
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Tabela 4. Citoquimica em hematoxilina/eosina

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Hematoxilina 05 Imersao Ambiente
Agua corrente 10 Imersao Ambiente
Etanol 80% 1 Imersao Ambiente
Eosina 5 Imersao Ambiente

Desidratacao e montagem

Tabela 5. Citoquimica em picrosirius

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Picrossirius 60 Imersao Ambiente
Agua corrente 1 Lavagem Ambiente
Hematoxilina 8 Imersao Ambiente
Agua corrente 10 Imerséo Ambiente
Etanol 95% 0,2 Imersao Ambiente

Desidratacdo e montagem

Tabela 6. Citoquimica em reticulina de gomori

Reagente Tempo (min) Procedimento  Temperatura (°C)
Permanganato de Potéssio 2 Gotejamento Ambiente
Acido oxalico 1 Gotejamento Ambiente
Alumen férrico 2 Gotejamento Ambiente
Prata amoniacal 2 Gotejamento Ambiente
Formol 10% 3 Gotejamento Ambiente
Cloreto de ouro 0,2 Imerséo Ambiente
Hipossulfito de sédio 2 Gotejamento Ambiente
Acido picrico 2 Gotejamento Ambiente

Desidratacdo e montagem

Tabela 7. Desidratagao para citoquimica em geral

Reagente Tempo (min) Procedimento Temperatura (°C)
Etanol PA 95% 1 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 1 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 1 Imersao Ambiente
Etanol PA 100% 1 Imersao Ambiente
Xilol PA 1 Imersao Ambiente
Xilol PA 1 Imersao Ambiente
Xilol PA 1 Imersao Ambiente

Montagem
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A montagem consiste na adesao de uma laminula (Precision®) com Entellan®

sobre o material processado.

3.4.2 Parametros Gestacionais

Para analisar a fertilidade, embriotoxicidade (perda pré-embrionaria),
fetotoxicidade (perda poés-embrionaria), entrega nutricional da mée para o feto (razéo
feto/placenta) e a razdo sexual de machos e fémeas entre os neonatos dos diferentes

grupos, foi realizada as seguintes férmulas matematicas:

Formula 1:
. .. . nhumero total de corpos luteos
Perda pré-embrionaria= — - p-
numero total de implantacdes
Formula 2:
. _ . . numero total de reabsorcdes
Perda pds-embrionaria=— . =
numero total de implantacdes
Formula 3:

peso dos neonatos machos ou fémeas

Razao feto placenta= —
peso placentario correspondente

Férmula 4:

numero total de neonatos machos ou fémeas

Razao sexual= =
numero total de neonatos

3.5 Anédlise Estatistica

O software utilizado para a analise dos dados obtidos foi o GraphPad Prism
5.0 e 6.0®. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). Os Parametros de fertilidade, embriotoxicidade, fetotoxicidade e peso corporal
materno foram analisados por meio do teste t-student. Analise de variancia seguida
do poés-teste de Newman-Keuls foi utilizado para analisar a pressao arterial,
parametros histolégicos e dados ecocardiograficos. Todas as andlises estatisticas

foram consideradas significativas quando p <0,05.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Raz%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Macho
https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%AAmea
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Abstract

Previous studies have demonstrated a protective effect of the Ang-(1-7)/Mas receptor
axis on pathological cardiac hypertrophy. Also, the involvement of Mas receptor in the
exercise-induced cardiac hypertrophy has been suggested. However, the role of the
Ang-(1-7)/Mas receptor on pregnancy-induced cardiac remodeling remains unknown.
The objective of this study was to evaluate the participation of the Mas receptor in the
development of the cardiac hypertrophy and fibrosis induced by gestation. Female
Wistar rats were randomly divided in 3 groups: control (W-NP), pregnant (W-P), and
pregnant treated with A-779 (W-P + A-779). Wild type and Mas-knockout mice were
distributed in non-pregnant (WT and KO) and pregnant (WT-P and KO-P) groups.
Systolic blood pressure (SBP) was measured by tail-cuff plethysmography. The medial
part of the left ventricle (LV) was collected for histological analysis. Echocardiographic
analysis was used to evaluate the cardiac function. SBP was not changed by
pregnancy or A-779 treatment in the Wistar rats. Pharmacological blockade or genetic
deletion of Mas receptor attenuated the pregnancy-induced myocyte hypertrophy. The
treatment with A-779 or genetic deletion of the Mas receptor increased the collagen Il
deposition in LV from pregnant animals. When compared to WT, KO mice presented
a lower ejection fraction, fraction shortening, stroke volume and higher end systolic
volume. Interestingly, the pregnancy restored these parameters. We conclude that
Mas receptor is involved in the cardiomyocyte hypertrophy and in the control of the
collagen Ill deposition during pregnancy. These alterations are associated with

improvement of the cardiac function through Mas-independent mechanism.
Key words: Angiotensin-(1-7), cardiac hypertrophy, fibrosis, heart function, A-779.
SUMMARY STATEMENT

In this study we have showed that the Ang-(1-7)/receptor Mas axis contributes to

cardiac remodeling development induced by pregnancy.
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INTRODUCTION

Cardiac hypertrophy can be defined as a quantitative increase in the myocyte
size (1) in response to pressure or volume overload, leading to an increase in
contractility and normalization of the cardiac wall stress (2-5).

The left ventricular hypertrophy, based on the type and duration of stimulus (6),
results in two classes of functional cardiac phenotypes: pathological and physiological
(7). In prolonged pathological diseases, such as hypertension, aortic valve stenosis
(8), myocardial infarction and genetic mutations (9), the hypertrophied heart displays
functional impairments, mainly due to an increase in the fibrosis and stiffness (10). On
the other hand, physiological hypertrophy is present during postnatal growth, chronic
physical exercise and in the maternal heart during pregnancy (1).

Throughout the pregnancy, the heart develops eccentric ventricular hypertrophy
in response to volume overload caused by increased blood volume. This hypertrophy
is characterized by reversible growth with normal or enhanced cardiac function (11).
The changes in the circulating sexual hormones levels in pregnancy can be related to
ventricular hypertrophy development (12). One example is the increase of the protein
synthesis in the cardiac muscle in response to progesterone (13,14).

A growing body of research has reported on the important relation between
cardiac hypertrophy development and the Renin-angiotensin system (RAS).
Angiotensin (Ang) Il and Ang-(1-7) are the main effectors of the RAS and have counter-
regulatory actions. Ang Il binding to AT1 receptor increases blood pressure and causes
cardiac hypertrophy and fibrosis (15,16). In opposition, activation of the Mas receptor
by Ang-(1-7) or AVE0991, a non-peptide Mas receptor agonist, was able to prevent
isoproterenol or hypertension-induced cardiac remodeling (17). Recently, it was
demonstrated that exercise training increases the Ang-(1-7) levels and upregulates
Mas receptor in the hypertrophied rat hearts (18), suggesting that ACE2/Ang-(1-7)/Mas
receptor axis plays a role in the development of the physiological cardiac hypertrophy.

Interestingly, a crosslink between RAS and ovarian hormones has been
observed during pregnancy. In the gestational period, estrogens cause an increase in
the RAS activity, which augments the levels of angiotensinogen and renin (19). In
addition, increased Angiotensin Il levels seem to contribute to the pathophysiology of
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preeclampsia (20) and the blockade of AT1 receptor prevents cardiac remodeling
associated hypertension in pregnancy (21).

Nevertheless, whether or not Ang-(1-7)/Mas receptor axis is involved in the
genesis and development of the gestational cardiac hypertrophy remains to be
unraveled. In this regard, this study aimed to evaluate the role of the Mas receptor

activation in the development of cardiac remodeling induced by gestation.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Male (280 - 350 g) and Female (180 - 210 g) Wistar rats were provided by the
animal facilities of the Federal University of Goiés, Brazil. Male and female C57BI/6
Wild-type (WT) and Mas-knockout (KO) mice weighing 18-20g were obtained from the
transgenic animal facilities of the Laboratory of Hypertension, Federal University of
Minas Gerais, Brazil. All animals were kept in temperature-controlled rooms with 12
hour light/dark cycles and the animals had free access to water and food. All animal
procedures were performed in accordance with institutional guidelines approved by

local authorities (ethical committee number 039/14).

Study design

Female Wistar rats were randomly shared in 3 groups: control (W-NP), pregnant
(W-P), and pregnant treated with A-779 (W-P + A-779). Wild type and KO mice were
divided in non-pregnant (WT and KO) and pregnant (WT-P and KO-P) groups. Two
days before mating (diestrus Il), the rats were anesthetized with tribromoethanol (0.1
ml/10g body weight of 2.5% solution) and received a subcuatneous implant of osmotic
minipump (Alzet Osmotic Pumps, Cupertino CA) containing Mas receptor antagonist
A-779 (120 pg/day/Kg). The infusion was kept over the gestational period. The
presence of a vaginal plug and sperm in the vagina confirmed successful mating and
indicated the first day of gestation. On day 20 of gestation the animals were weighed

and euthanatized for decapitation and tissues were collected.
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General parameters of pregnancy

In order to assess possible changes in the fetuses and fertility, we performed a
midline laparotomy. The ovaries were removed and the number of corpora lutea,
implantations sites and reabsorptions were determined (22). An implantation site with
a shrunken placenta and a dissolved or discolored brown embryo was defined as
reabsorption. Pre-embryonic loss was assessed by calculating the difference between
the number of corpora lutea (representing the number of eggs ovulated) and
implantations sites for each female; pre-embryonic loss was set as the lack of
fertilization or death of the embryo prior to implantation sites, which is defined as
embryotoxic effect. The post-embryonic loss was calculated by the number of
reabsorptions by total number of implantations sites, which indicates fetotoxicity. At the
end of pregnancy, fetuses were sexed, weighed and decapitated.

Systolic blood pressure

Systolic blood pressure (SBP) was measured in the rats by noninvasive tail-cuff
plethysmography (PowerLab/400 ADInstruments, Australia) at the twentieth day of

pregnancy.
Morphometrical and stereological analyses

The hearts were collected and imerged in potassium chloride solution (4
mmol/L). The left hearts (LV) were dissected and the medial part of the LV was
separated for histological analysis. LV samples were fixed in methacarn, dehydrated
in ethanol, clarified in xylene and embedded in paraffin. The tissue fragments were
sectioned with 4 ym of thickness. Hematoxylin and eosin (HE) staining was used to
evaluate the cross-sectional area of myocytes (MCSA) and general morphological
studies. The measures of MCSA were performed in the region corresponding to the
nucleus and with visible cell limit. Picrosirius red (direct red 80) staining was used for
histological analysis of total collagen (Col) deposition. The images were obtained in a
system coupled with a polarizing filter, facilitating the identification of the collagen
fibers. Gomori's reticulin cytochemistry was also performed to specify collagens fibers
type I and IIl.

Stereological analyzes were performed on a multipoint test system with 130
points (23) to quantify the relative frequency of total Col and type | and IIl Col. All
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histological images were obtained under a microscope Zeiss Axio Scope Al, coupled
with Zen Lite software 2012. The morphometrical and stereological analyzes were
performed using the software Image Pro-Plus v6.1 for Windows (Media Cybernetics
Inc., Sprong Silver, MD, USA).

Echocardiographic analysis

Cardiac morphology and function in adult mice (10-12 weeks old) were
assessed noninvasively using a high-frequency, high-resolution echocardiographic
system consisting of a VEVO 2100 ultrasound machine equipped with a 30—40 MHz
bifrequencial transducer (Visual Sonics, Toronto, Canada). The mice were
anesthetized with 5% isoflurane during 1 min for induction. Anesthesia was maintained
via a nose cone with 1.0 to 1.25% isoflurane. The mice were placed in supine position
on an imaging stage equipped with built-in electrocardiographic electrodes for
continuous heart rate monitoring and a heater to maintain the body temperature at
37°C. Then the anterior chest was shaved and it was applied gel for ultrasound
conduction. The anterior chest was shaved and the mice were placed in supine position
on an imaging stage equipped with built-in electrocardiographic electrodes for
continuous heart rate monitoring and a heater to maintain the body temperature at 37
°C. Images of short and long axis views of the heart were acquired using bidimensional
and M-modes. Left ventricle chamber dimensions and wall thicknesses were
measured. The parameters of cardiac function were: ejection fraction (EF), fractional
shortening (FS), stroke volume (SV), end systolic volume (ESV), cardiac output (CO)
and isovolumetric volume time (IVRT). All measurements and calculations were made

according to the guidelines of the American Society of Echocardiography.

Data analysis

The results are presented as the mean + standard error of mean. General
parameters of pregnancy were compared by Student's t test. One-way analysis of
variance followed by the Newman-Keuls post-test was used to analyze blood pressure,
morphometrical and stereological analysis and echocardiografic data. All statistical

analyses were considered significant at P<0.05.
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RESULTS
Effects of the Mas receptor blockade on pregnancy-induced cardiac changes

The pregnancy did not alter the SBP in the rats at the late phase of the gestation
period (110 £ 7.2 vs. 105 + 6.6 mmHg in pregnant rats). Indeed, the treatment with A-
779 did not change the SBP in pregnant rats (105 + 6.6 vs 105 + 5.9 mmHg in W-P +
A-779 animals).

As expected, pregnancy induced an increase in the MCSA from Wistar rats.
However, the Mas receptor blockade attenuates the myocyte hypertrophy (Figure 1A
and B). Thereafter, the Col deposition in the left ventricle was evaluated. Pregnancy
did not change the total Col deposition in Wistar rats. However, the A-779 treatment
induced an increase in the Col deposition in the LV from Wistar rats (Figure 2 A and
B).

Effects of the genetic deletion of the Mas receptor on pregnancy-induced cardiac

changes

In order to confirm the changes observed by pharmacological blockade of the
Mas receptor, we investigated the pregnancy-induced cardiac changes in Mas KO
mice. The cardiomyocyte hypertrophy promoted by pregnancy was also observed in
WT mice hearts. Similar to found during pharmacological blockade, the deletion of the
Mas receptor attenuated the hypertrophy induced by pregnancy (Figure 3 A and B).

Previous studies have demonstrated that male KO mice present a fibrotic profile
in the heart (24). Here, no difference was found in the total Col deposition in non-
pregnant female KO mice hearts. However, the pregnancy increased the total Col
deposition in KO-P, but not in WT mice hearts (Figure 4 A and B). The deposition of
the Col | (Figure 5 A) and Col lll (Figure 5 B) did not differ between hearts of non-
pregnant KO mice and WT. However, we observed an increased Col Ill deposition in
KO-P mice hearts. The expression of the Col | was not changed by pregnancy (Figure
5 A-C).

The deletion of Mas receptor induced a significant reduction in systolic cardiac
function in female mice. As observed in the figure 6, KO mice presented a lower
ejection fraction (Figure 6 A), shortening fraction (Figure 6 B), stroke volume (Figure 6

C) and higher end systolic volume (Figure 6 D) compared to WT. Interestingly, the
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pregnancy restored these parameters. Cardiac output was significantly higher in
animals KO-P compared to KO (Figure 6 E). Diastolic function was not different among

the groups as observed by the IVRT (Figure 6 F).
General parameters of pregnancy

Treatment with Mas receptor antagonist or genetic deletion of Mas receptor did
not affect the fertility of the animals (Supplementary table 1 and 2). The pregnant
Wistar rats did not show difference in gestational body weight gain (Supplementary
figure 1 A). In contrast, body weight gain was lower in KO mice when compared to WT
mice (Supplementary figure 1 B). Mas receptor blockade decreased the placenta
weight without changing fetal weight. This resulted in increase of the fetal/placenta
ratio (Supplementary figure 2 A-C). Differently, while placenta weight was unchanged
in KO mice, fetal weight was lower in these animals, thus resulting in a decreased

fetal/placenta ratio (Supplementary figure 2 D-F).
DISCUSSION

The major findings of this paper were: (i) blockade of Mas receptor in Wistar rats
or its deletion in mice attenuated the myocyte hypertrophy development in pregnant
animals; (ii) hearts from pregnant KO displayed an exacerbated Col deposition in LV;
(iif) female KO mice presented systolic dysfunction (lower ejection fraction, shortening
fraction, stroke volume and higher end systolic volume compared to WT), but these
parameters were restored by pregnancy in KO mice.

Ang-(1-7)/Mas receptor axis is involved in the development of the cardiac
hypertrophy in physiological and pathological conditions. Increases in circulating Ang-
(1-7) levels in transgenic rats reduced the cardiac hypertrophy induced by either
isoproterenol (26) or Ang Il (27). Similarly, treatment with Ang-(1-7) prevented the Ang
II- and hypertension-induced cardiac hypertrophy (28,29). Furthermore, the
involvement of the Ang-(1-7) and Mas receptor in the development of the exercise-
induced cardiac hypertrophy has been suggested (30). Swimming training increases
Mas receptor expression (30), ACE2 activity and protein expression and Ang-(1-7)
levels in the heart (18). Pregnancy is another physiological stimulus that results in
cardiac hypertrophy (31). In our study, we observed that myocyte hypertrophy was

attenuated in both KO mice and A-779 treated Wistar rats. In line with this result, it was
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observed that the Ang-(1-7) is increased during gestation (32-43). These data strongly
suggest that the Ang-(1-7)/Mas receptor plays a role in the development of gestational
left ventricular hypertrophy.

Previous studies have described that Ang-(1-7) prevents cardiac fibrosis
induced by chronic infusion of Ang Il, (29), isoproterenol (17) or in DOCA-salt model of
hypertension (35). Also, genetic deletion of Mas receptor leads to a higher levels of
extracellular matrix proteins in both right and left ventricles (24) from male mice. In our
study, we did not observe difference in total Col deposition between non-pregnant KO
and WT mice hearts; however pregnancy induced Col Ill deposition only in KO hearts.
This suggests that the cardiac fibrosis may be a gender driven feature, probably
governed by ovarian hormones. In this regard, females mice submitted to transverse
aortic constriction presented lower fibrosis than male mice (37). Interestingly,
pregnancy increased the Col Il deposition in KO mice hearts, but not in WT hearts.
Despite the mechanisms underlying Col deposition in heart during pregnancy remain
unknown, the increased in the Col Il expression observed in KO hearts might be
related to the matrix metalloproteinases activity, since it was previously demonstrated
that the active form of the matrix metalloproteinases-2, which cleaves Col llI, is
downregulated in hearts of neonatal and adult KO mice (24).

In order to evaluate whether the changes in morphology, specially the Col
deposition, would influence the cardiac function, the echocardiography analyses were
performed in the female pregnant and non-pregnant KO mice. We observed a
significant impairment in the systolic function (ejection fraction, shortening fraction,
stroke volume and end systolic volume) in non-pregnant KO mice. Interestingly, these
parameters were restored in the late phase of the gestational period. Previous studies
have described that genetic deletion of Mas, in male mice, leads to a marked
impairment of cardiac function (25,37). These alterations appear to be caused, at least
in part, by severe alterations in Col protein expression in left ventricles (25). Here, we
did not observe differences in the Col deposition between WT and KO mice hearts,
which is a robust evidence of dysfunction in the contractilie machinery of the
cardiomyocytes from KO hearts. Even so, pregnant KO mice presented an
improvement in the cardiac function. This data can be in part due to the higher steroid
sex hormones levels in the gestational period, since previous studies have indicated

that estradiol can improve cardiac muscle contractility (39). In addition, the increase in
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the Col Il can also participate in the improvement of the cardiac function, since this
Col form a reticular network with compliant profile. So, further studies are necessary to
better clarify the mechanism(s) involved in the improvement of the cardiac function
observed in pregnant KO mice.

Taken together, these data show that Mas receptor is involved in the
cardiomyocyte hypertrophy development and in the control of the Col Il deposition in
pregnancy condition. These alterations are associated with improvement of the cardiac

function through Mas-independent mechanism.
CLINICAL PERSPECTIVES

In the present study, we evaluated the participation of the Mas receptor
activation in the development of cardiac remodeling induced by gestation. We
observed that pharmacological blockade or genetic deletion of Mas receptor
attenuated the pregnancy-induced myocyte hypertrophy and increased the collagen Il
deposition in LV from pregnant animals. Interestingly, the pregnancy restored systolic
dysfunction observed in KO mice. Many studies have suggested the
involvement of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor axis in the development of the
physiological cardiac hypertrophy induced by exercise. In the present study, we have
demonstrated that Ang-(1-7)/Mas receptor participates in the development of
pregnant-induced cardiac remodeling. These data can be useful to improve
understanding of the mechanism involved in the physiological hypertrophy
development. Indeed, alterations in the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor axis can be
related to cardiac complications observed during pregnancy. Pharmacological
interventions in this axis may become part of the therapeutic strategies in pregnant

subjects with cardiovascular complications.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: (A) Myocytes Cross-sectional area (MCSA) from non-pregnant (W-NP),
pregnant (W-P) and pregnant treated with Mas receptor antagonist A-779 (W-P+A- W-
P. 779) Wistar rats. (B) Representative micrographs from the same groups. Original
magnification, 40x. Approximately 75 cardiomyocytes were analyzed for each animal.
*P<0.05. Values are means + SEM.

Figure 2: (A) Analysis of total collagen (Col) content (red) in left ventricles from non
pregnant (W-NP), pregnant (W-P) pregnant treated with Mas receptor antagonist A-
779 (W-P+A-779) Wistar rats. (B) Representative micrographs stained with picrosirius
red and analyzed at 20x magnification using polarizing filters. *P<0.05. Values are
means + SEM.

Figure 3: (A) Myocytes Cross-sectional area (MCSA) from Wild type and Mas-
knockout mice non-pregnant (WT and KO) and pregnant (WT-P and KO-P). (B)
Representative micrographs from the same groups. Original magnification, 40x. 75
cardiomyocytes were analyzed for each animal. *P<0.05. Values are means + SEM.

Figure 4: (A) Analysis of total collagen (Col) content (red) in left ventricles from Wild
type and Mas-knockout mice non-pregnant (WT and KO) and pregnant (WT-P and KO-
P). (B) Representative micrographs stained with picrosirius red and analyzed at 20x
magnification using polarizing filters. *P<0.05. Values are means + SEM.

Figure 5: Quantitative analysis of collagen (Col) | (A) and Il (B) content in left
ventricles from Wild type and Mas-knockout mice non-pregnant (WT and KO) and
pregnant (WT-P and KO-P). (C) Representative micrographs stained with Gomori's
Reticulin. 40x magnification. *P<0.05. Values are means + SEM.

Figure 6: Echocardiographic analysis in Wild type and Mas knockout mice. *P<0.05.
Values are means + SEM. EF, ejection fraction; FS, fractional shortening; SV, stroke
volume; ESV, end systolic volume, CO, cardiac output; IVRT, isovolumetric volume
time.
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SUPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplemental Figure 1: Body weight of non pregnant and pregnant animals at the
20 day of gestation. (A) Wistar rats and (B) Wild type and Mas-knockout mice.
*P<0.05. Values are means = SEM.

Supplemental Figure 2: Fetal parameters. Placental weight, fetal weight and fetus to
placenta ratio in (A, C and E) Wistar rats or in (B, D and F) Wild type and KO mice.
*P<0.05. Values are means + SEM.
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SUPLEMENTARY TABLES

Suplementary table 1. General parameters of pregnancy in rats

Parameters W-P W-P + A-779
Loss pre embryonic 1.02 £ 0.67 1.06 £ 0.91
Loss pos embryonic 0.06 £ 0.02 0.04 £0.04
Number of Fetus 9.40 £ 0.04 9.33+0.02
Sex ratio of female 0.56 = 0.07 0.53+0.04
Sex ratio of male 0.42 £ 0.06 0.43+0.04

Data are reported as mean + SEM.

Suplementary table 2. General parameters of pregnancy in mice

Parameters WT-P KO-P

Loss pre embryonic 1.15+£0.05 1.14 £ 0.06
Loss pos embryonic 0.11 £0.03 0.07 £0.02
Number of Fetus 9.50+1.04 9.00 £0.33
Sex ratio of female 0.52+£0.10 0.65+0.10
Sex ratio of male 0.45+0.12 0.32 +0.09

Data are reported as mean + SEM.
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5. CONCLUSAO

Diante desses resultados podemos concluir que:

O receptor Mas participa do desenvolvimento da hipertrofia ventricular

esquerda na gestacao.

O bloqueio ou a delecao genética do receptor Mas promoveu um aumento da
deposicao de proteinas da matriz extracelular no coracdo das ratas e
camundongas gestantes, respectivamente. Este aumento, possivelmente, foi

devido ao aumento da expressao de Col lll nessa condicao.

A auséncia do receptor Mas nas camundongas resultou em prejuizo da funcao
ventricular sistdlica. No entanto, as disfuncdes cardiacas observadas foram

revertidas pela gestacgéao.

O bloqueio ou a delecao genética do receptor Mas néo altera a fertilidade e
progresséo da gravidez das fémeas. Entretanto, pode influenciar parametros

placentarios e fetais.

Sendo assim, nossos dados demonstraram que o receptor Mas esta envolvido

no desenvolvimento da hipertrofia de cardiomiocitos e no controle da deposicédo de

Col Ill na gestacdo. Essas alteracdes sdo associadas com a melhora da funcéo

cardiaca por mecanismos independentes do receptor Mas. J& sobre a gestacao, o

receptor Mas néo tem influencia sobre a fertilidade e evolugéo da gravidez, mas sua

auséncia ou antagonismo pode modular o peso placentario e fetal.
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