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Figura 11. Determinacio da atividade da ECA em diferentes tecidos para ratos Wistar e
SHR. Cada valor representa a média + desvio padrio de 3 experimentos diferentes. Os

resultados para o soro s@o expressos em nMol His-Lew/min/ml.

4.2 - Caracterizacio do Sistema Renina Angiotensina na hipertrofia cardiaca
induzida por Isoproterenol

A medida direta da pressdo arterial mostrou diferengas significativas na pressdo
arterial média (PAM) no grupo de animais tratados com enalapril mais isoproterenol quando
comparados ao grupo controle. Os valores obtidos para PS, PD, PAM e FC (freqiéncia
cardiaca) dos grupos realizados estiio apresentados na Tabela 3. E importante salientar que a
queda de PA nos animais tratados com Iso e inibidor da ECA (enalapril) foi muito importante
inviabilizando nfo s6 a sua utilizagdo para testar a hipdtese principal, uma vez que fatores
hemodinimicos per se influenciam as alteragdes troficas cardiacas, como também pelo estado

geral destes animais que nfo era adequado. Desta forma daqui para frente sO serdo

49



Resultados

considerados os 4 grupos iniciais.

Tabela 3. Pressdo sistolica (PS), pressdo diastolica (PD), pressio arterial média (PAM) e

freqiiéncia cardiaca (FC).

Clorvl’vu”‘olvé 1'33,05: 13,6 | 98,3 + 16,1 I 114,3 + 1-5>,1: 334,3 i25,3 |
Isoproterenol 131,0 £ 13,7 96,8 +11,0 107,3+ 14,8 3153+ 127
Sal 137,8+ 15,9 95,5+159 113,84+ 16,4 3238+116
Sal +Iso 128,2 +4,7 97.2+838 106,5 + 4,3 3410+ 324
Enalapril 125,3 +10,2 96,1 + 8,8 105,7 £ 11,7 328,6 + 15,9
Enalapril +Iso| 993+143*| 73,7+129* 85,1+132*| 3433+335*

Os valores representam a média + DP (desvio padréo) para n=6 em cada grupo. *p<0,05. Para
FC *p<0,05, quando comparado com grupo tratado com isoproterenol. Os dados das Pressdes

sdo expressos em mmHg e FC em bpm.

Os resultados n3o mostram diferengas significativas para PA entre os 4 grupos de

animais estudados, que vamos dar continuidade no nosso trabalho (Figura 12).
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Figura 12. Medida direta da Pressdo Arterial Média (PAM). As medidas foram realizadas

ap6s os 7 dias de tratamento. Cada valor representa a média * desvio padrdo para n=6 em

cada grupo.
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Os resultados apresentados na Figura 13 e Tabela 4 mostram que todos os grupos de
animais mantiveram o peso corporal apds o tratamento com isoproterenol, dieta hipersédica
ou associagdo dos dois tratamentos. Como o peso corporal foi utilizado para o célculo do
indice de hipertrofia € importante que os animais nfo tenham perda de peso durante o

tratamento.
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Figura 13. Peso corporal dos animais. (O0) antes; (M) ap6s o tratamento com isoproterenol.

Cada valor representa a média * desvio padrio para n=6 em cada grupo.

O indice de hipertrofia cardiaca foi obtido pela razéio entre o peso das camaras € 0
peso corporal do animal (Pcorp/Pcor). Os indices de hipertrofia para VE, VD e atrios sdo
apresentados na Tabela 4. Estes resultados mostram um grau significativo de hipertrofia de
36 %, 22 % e 29 % para VE, VD e atrios, respectivamente, para o grupo de animais tratados
com isoproterenol quando comparado ao grupo controle. Ao compararmos o grupo controle
com o grupo tratado com dieta hipersodica ndo foram observadas diferencgas significativas.
Foi observado um grau de hipertrofia de 35 %, 29 % e 18 % para VE, VD e atrios,
respectivamente, para o grupo de animais tratados com sal mais isoproterenol quando
comparados com o grupo controle. Portanto, mesmo quando o sistema renina angiotensina
circulante foi inibido pela dieta hipersédica, o tratamento com isoproterenol induziu
hipertrofia nas trés cdmaras cardiaca, que foi semelhante a obtida somente com o tratamento

com isoproterenol.
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Tabela 4. Efeitos dos diferentes tratamentos sobre o peso das cdmara cardiacas € o peso

corporal dos animais.

Tratamento | Atnos VD .| . VE | Pcorporal
Controle 0,17 + 0,03 0,59 + 0,07 2,40+0,15 253+6,9

Isoproterenol 0,22 +0,03 * 0,72+0,07* | 327+032* 249+7,5

Sal 0,14 £ 0,01 0,59 + 0,09 2,25+0,11 294 +12,1
Sal +Iso 020+0,04* | 0,76+0,08* | 324+0,11*%| 256+86
Enalapril 0,17 + 0,03 0,58 +0,05 2,36 +0,15 261 +10,2

Enalapril +Iso| 0,18+0,03 0,77 +£0,06 * | 2,69+0,14 * 256 + 14,0

Os valores representam a média + DP (desvio padrdo) para n=6 em cada grupo. Os indices de
hipertrofia para atrios, VD e VE sfio expressos em mg/g € o peso corporal em g. *p<0,05

quando comparados ao grupo controle.

Os resultados apresentados na Figura 14 mostram, conforme esperado, que a atividade
da renina plasmatica aumentou 130 % quando os animais foram tratados com isoproterenol.
Em contraste a atividade da renina plasmatica foi inibida pela dieta hipersodica ¢ o
tratamento com isoproterenol ndo foi suficiente para aumenta-la. Os resultados obtidos para a
atividade da renina plasmatica em ng de Ang I/ml/h foram de 0,6 £ 0,22; 1,4 + 0,37, 0,035 £
0.007 e 0,044 + 0.008 para os grupos controle,

, Sal e Sal mais Iso, respectivamente. Estes resultados mostram que o tratamento com dieta
hipersédica inibiu o sistema renina angiotensina circulante e a adigio de isoproterenol ndo foi

suficiente para ativa-lo.
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Figura 14. Medida da atividade da renina plasmitica. Cada valor representa a média *

desvio padrio para n=6 em cada grupo.

Conforme pode ser observado na Figura 15 a atividade da ECA circulante ndo foi
modificada em nenhum dos 4 grupos estudados.

O tratamento com Iso resultou em aumento significativo da atividade da ECA no VE
(67 %, p<0,05), pulmdo (49 %, p<0,05) e no rim (46 %, p<0,05). O tratamento com sal
diminui a atividade da ECA no VE (31%, p<0,05), aumenta no rim (28%, p<0,05) e ndo
modificou a atividade da enzima no pulméo. O tratamento concomitante da dieta hipersodica
com Iso resultou em aumento da atividade da ECA no VE (37%, p<0,05), no pulméo (31%,
p<0,05) e permaneceu 0 mesmo aumento no rim (28%, p<0,05), quando estes resultados
foram comparados com o grupo controle. Ao compararmos o grupo tratado com dieta
hipesddica e o grupo tratado com sal mais Iso observamos um aumento na atividade da ECA
somente no VE (95%, p<0,05), enquanto que para o pulmdo e o rim nfo foram observadas
alteracdes na atividade da enzima. Os resultados da atividade da ECA nos diferentes tecidos
sdo mostrados na Figura 16 para o VE, na Figura 17 para o pulm&o ¢ na Figura 18 para o rim.
Os resultados para atividade da ECA para os 6 grupos de tratamento estdo apresentados na
Tabela 5.
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Figura 15. Medida da atividade da ECA no soro. Cada valor representa a média * desvio

padréo para n=6 em cada grupo.

nmol His-Leu/min/mg

controle iso sal sal + iso

Figura 16. Medida da atividade da ECA no VE. Cada valor representa a média + desvio

padrio para n=6 em cada grupo. (*) aumenta em relagfo ao controle; (**) diminui em relagdo

ao controle. P<0,05.
¥
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Figura 17. Medida da atividade da ECA no Pulm#o. Cada valor representa a média *
desvio padrio para n=6 em cada grupo. * p<0,05.
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Figura 18. Medida da atividade da ECA no Rim. Cada valor representa a média + desvio
padrdo para n=6 em cada grupo. * p<0,05.
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Tabela 5. Atividade da ECA no soro ¢ no homogeneizado de diferentes tecidos de ratos.

Controle 90,0 +7,5 1298 +22.0 1,2+0,13 4,6 +0,39

Isoproterenol 84,5+85 1934 +226* 2,0+0,26 * 6,7 +0,97 *

Sal 855+85 | 1444+173 | 083+013*% | 59+0,44*
Sal + Iso 80,5+ 10,4 170,6 £243* | 164+0,12* | 5940,75*
Enalapril 725+122% | 1085+106% | 079+0,16* | 48+0,78
Enalapril + Iso| 703+63* | 1012+152*% | 124025 | 41092

Os valores representam a média + DP (desvio padrio) para n=6 em cada grupo. A atividade
da ECA foi expressa em nMol His-Lew/min/mg de proteina para os tecidos e em nMol His-
Leu/min/ml para o soro. *p<0,05 quando comparados ao grupo controle.

E importante salientarmos que a atividlade da ECA no VE (Figura 19A) foi
proporcional a hipertrofia observada no VE (Figura 19B). Estes resultados mostraram uma
correlagdo positiva entre o grau de hipertrofia e a atividade da ECA no VE ap6s o tratamento
com isoproterenol (r=0,78, p<0,0001), sugerindo uma proporcionalidade entre a indugdo do

sistema renina angiotensina cardiaco e a hipertrofia (Figura 19C).
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Figura 19. Relaciio entre a hipertrofia e a atividade da ECA no VE. Hipertrofia observada
no VE (A). Atividade da ECA no VE (B). Correlagdo positiva entre o peso do VE ¢ a
atividade da ECA no VE (C). (r=0,78; p<0,0001). *p<0,05.
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O tratamento com isoproterenol, além de aumentar a atividade da ECA no VE e o peso

do VE, também aumentou em 28% o didmetro dos midcito cardiacos (Figura 20).

Figura 20. Fotografia de uma regido do VE de rato mostrando o didmetro de miécitos
isolados. As fotos mostram o didmetro dos miécitos corados com hematoxilina e eosina.
Fotos A e B, grupo controle. Fotos C e D, grupo tratado com isoproterenol. O didmetro dos
midcitos foi analisado com aumento de 400X em 20 campos visuais para cada corte. Houve

um aumento de 28% no grupo tratado quando comparado ao grupo controle. p<0,05.
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Também foi observado um aumento de 58 % na expressio do gene da ECA no VE
(Figura 21) através da analise de northern blot. Estes resultados sfio consistentes com a idéia
de que a resposta de hipertrofia cardiaca induzida pelo tratamento com isoproterenol se
acompanha de aumento no didmetro dos midcitos ¢ ativagio do sistema renina angiotensiona
local através do aumento da expressfio ¢ da atividade da ECA cardiaca e ocorre mesmo na

auséncia da ativagdo do sistema renina angiotensina sistémico,

ECA

I GAPDH

Unidades arbitrarias

Figura 21. Expressio e quantificacio do RNAm do gene da ECA no VE de ratos. Cada
valor representa a média + desvio padriio para n=5 em cada grupo. *p<0,05. (C, controle; I,

isoproterenol ).
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A reprogramaciio fetal de determinados genes como o do fator natriurético atrial é
demonstrada em ventriculo adulto em resposta a sobrecarga de volume ou pressdo. %esté
mséekj de hipertrofia observamos um aumento de 4,7X na ax?ress&o do ANF (Figura 22).
Dados da literatura indicam que o ANF péde participar da génese das transformacles
fenotipicas observadas na hipertrofia, embora o significado fisiolégico deste aumento de
expressédo do ANF no ventriculo am,da permanega ciésémhecida (Izumo et al., 1988; Krieger,
1994).

ANF

GAPDH

- R

controle iso

Unidades arbitrarias
Lo JENNE R . TR ¥ T - N : I

Figura 22: Expressio e quantificacio do RNAm do gene do ANF (Fator Natriurético
Atrial) no VE de ratos. Cada valor representa a média + desvio padro para n=5 em cada
grupo. *p<0,001. (C, controle; 1, isoproterenol)
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4.3 - Mapeamento das seqiiéncias regulatérias do gene da ECA no VE de ratos
com hipertrofia cardiaca induzida por Isoproterenol

Na Figura 23 estd representada a seqii€ncia de nucleotideos da regiio promotora
(regido 5°) do gene da ECA do rato WKY ((Koike et al., 1994). Os ntimeros negativos
representam as seqii€ncias a montante do sitio de inicio de transcri(;ﬁo. Este clone contém
1273 pares de bases da regido promotora do gene da ECA. Os nucleotideos grifados
representam as sequéncias que estio ajuzante do sitio de inicio de transcrigdo. Eles incluem
seqii€ncias ndo traduzidas, e as traduzidas a partir do ATG (inicio da transcri¢do), que estdo
em negrito. As seqli€ncias que possuem homologia para seqiiéncias regulatérias conhecidas,
as quais ja foram descritas para outros genes, estdo marcadas na figura em negrito e incluem a
seqiéncia rica em timina-adenina (TA), localizada entre as bases —77 a —-81 e que
corresponde ao consenso da “TATA box”. Existem 4 seqiiéncias consensuais para Spl. Uma
seqiiéncia TGTTCT que € capaz de ligar o receptor de glicocorticéide. Duas seqiiéncias
consensuais para “H1-Box” (TGTGTTT), que sdo importantes para a expressdo dos genes da
familia das histonas. Trés seqiiéncias consensuais do tipo AP2 que conferem responsividade a
acido retindico, a via do AMPc e a proteina quinase C. Uma seqiiéncia homdloga ao elemento

de resposta ao “shear stress” e duas seqiéncias responsiva a AMPc (TGAGGTGA) e
(TAACCTCA).
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GATCCTCCTTGTGAA ~ CTTCATAGGTACCAC  CTTCAGAATCCCCTC
1273 ¥ H1-Box

CACAGCCTGCTTICCT ~ CCACAAACACAACAG  CTCGCGGATGGGAAA
1213

ACAACCCTCAAATTC  TGGGAGCCCAAGCAA  TGGTGCACCTAAGCT
-1153

TGTGCTAGCCACCTT  CCTCCTCTCTCTACC TCCACCAGCCCCCTA
-1093

GACATGTCACCCAGG ~ CCAGCACAATCTCTC  TGAGTCTCCAGATCA
-1033

GAACTCTGTCACCAC ~ ATCTGCCAAGGACAA  GGGTCCCCACACCTC
973

CTGGTGCTAAGAAGT  TAGCCTCCACAGCCT  CCTGGTGGCTCAAGA
913V AP2

TCCCCCAGGCTTGTC  ACTTTGAGGGACAGG  TGGAGGAGACGAGGA
-853V SSRE

GGAGACCTGAGGTGA CTTGAAGCCGATCTG  TCTCAGGGGTAATTT
793 V GRE
GCAGGGGGGTTGCTG  TAGTCTCTGAGGCAT  GTTCTAGCTCTCAAA
733

GTTCTAGGGCTTTIGT TGGGACAACGCATGA TGGTTCTTGCGAGCT
673 C

ACCTGTGTACCCAAA  GAGTAGGGCAGATGT  GCCAGTGTTCGTGGC
613

CCCCTCGTAGAGCAG ~ AATAGACCCTATTTC  GAGGCATCCCAACAA
553

AACTGGCCGCTGGCA ~ TCTGCAGTACCTAGC  CAAGGCGCCTGTCAG
-493

TGCACCCACGCAGGC  GACCCTTCCCTCCAT  AACCTGGCAACGTTA
-433 tsp1

CACCAGCCAGCCACC  CCCGCCCCCTTGTCA  CTCAAGAGCCCGGAA
373 VAP
TGCCAAACCTCCTGG ~ GCTCTGTGGCCTGAG  AATAAGTGGIGGCGG
313 VHI-  Bex

GGGCCGCAGCACTGT GTTTGCAGCCCGCAG ACCCCTTTCTAGCTT
2253 b & G

GACCTAACCTCATCC  TTCCACCCAAGCTGT  TCCCAAGCCCCTCAG
193V AP2

GGCCGGGCGGGGAAT CAGCGGGGCTCGCGC — TGCCGGGGACTTTGG
133 Vspi

CGGAGGGGCGCGGGAG GTGGGGGTGTGTCGG  GAGGCGGCGGTGACT
73

CAGGGCGGTCGCGGC — GCGGGAGAAGGGGCA CGCCGCACCGCGCGC
13 -1A

CCGCGTCCGGCCAGC ~ GGGGGCGGIGGCCGT — TGTCACCGCCGCTCT
40 66 Sssssststeseree

Figura 23. Regido 5'do gene da ECA de rato WKY

TTACACCTCCACCAG

ATACACACGTAACCC
- YOcta2
CTCACCAGGTGGCCC

GGACCTCTTCTCTGG
CATAACCTCCTGTAT
TTTGGGGGCACGGTC
GGACACGATCCTACC
AATGACTGGGAGIGT
CTCCATTTTTAAAAA
GCTTGCAACTGCGAG
GAACAACCGACTGTC
CTATTCTATGGCTCC
CCCACGCCCAAGGTG
GACACCTAAGCTTCC
AGTCCATCCTGGTGG
AGGCTTGGAGGGITA
CCAGAGGGCACGGTT

CCTCAGCGAGAGCTC
‘sp1
GGCTACCCTTGCCCG

AGCGAGGAGGAAGCG
GGGTTTTATAATCCG
ACCGCGCCATGGGGG
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4.3.1 - Localizagdo da célula que incorpora o “nacked de DNA”

Antes de comegarmos a estudar a regulacéo do promotor da ECA no VE de ratos com
hipertrofia induzida por isoproterenol nos certificamos de que nosso sistema de expressio
estava funcionando corretamente (Figura 24). Para tanto injetamos na parede do VE um
plasmideo que confere resposta positiva (CRETK-LUC) a via de estimulagdo pelo AMPc e
tratamos 0s animais com isoproterenol (n=6). O segundo controle, um plasmideo que confere
resposta resposta positiva a glicocorticdides (MMTV-LUC) foi injetado diretamente na
parede do VE e os animais foram tratados dexametasona (n=6). Os resultados apresentados na
Figura 24A mostram que houve uma indugfo de 5X na expressdo da luciferase quando os
animais injetados com CRETK-LUC foram tratados com isoproterenol em relagdo ao grupo
controle (veiculo). Os resultados apresentados na Figura 24B mostram que houve um
aumento de 12X na expressdo da luciferase quando os animais injetados com MMTV-LUC
foram tratados com dexametasona em relagdo ao grupo controle. Estes resultados indicam
que este sistema responde, especificamente, a um estimulo (aumento de AMPc intracelular ou
acdo de glicocorticdides), desta forma demonstramos que o sistema estava funcionando de

forma configvel.

Figura 24A. Imjecdio do CRETK-LUC. Expressio da luciferase em amostras de VE
injetados com um plasmideo que confere resposta positiva a via de estimulagio pelo AMPc.

p*<0,05.
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01 m— |

CONTROLE

Figura 24B. Injecdo do MMTV-LUC. Expressdo da luciferase em amostras de VE injetados
com um plasmideo que confere resposta positiva a glicocorticoides. *p<0,05.

DEX - Dexametasona

Com o objetivo de identiﬁcarmos qual o tipo celular que estava sendo responsavel
por captar o DNA injetado foi realizado um ensaio colorimétrico para f3-galactosidase em
cortes histolégicos de tecido cardiaco transfectados com o vetor pSV-B-gal. Os resultados
apresentados na Figura 25 mostram que as células que estdo captando o DNA injetado s3o os
midcitos e esses midcitos que foram transfectados e expressam a f3-galactosidase apresentam
uma coloracdo em azul. A Figura 25A mostra os resultados de um animal controle (aumento
de 100X) e B mostra uma célula que expressa -galactosidase com um aumento de 400X. A
Figura 25C e D mostram cortes histolégicos seqiienciais onde as células que foram
transfectadas estfio coradas de azul. Estes cortes foram fotografados com um aumento de
100X. A observagdo desta coloragdio azul em cortes seqiiéncias demonstra que essa
colorag@o ndo € um artefato de técnica. Também pode ser observado nestes cortes o tecido de

reparo no local onde passou a agulha de injegdo durante a transfecgdo do plasmidio.
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Figura 25. Ensaio para -galactosidase. (A) corte controle (aumento de 100X); (B) mostra
um miécito corado de azul pela reagdo da B-galactosidase (aumento de 400X), (C e D).
mostra cortes seqiienciais do VE com a célula que capta o “nacked DNA” corada de azul
(aumento de 100X).
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4.3.2 - Identificacdo das seqiiéncias regulatérias do gene da ECA
Em um outro grupo de animais o vetor W/Luc foi injetado diretamente na parede do
VE e os animais foram tratados por sete dias com veiculo ou isoproterenol (Figura 26A). O
tratamento com isoproterenol resultou em hipertrofia, conforme ja foi demonstrado

anteriormente, € um aumento da atividade da luciferase de 3,5 X quando comparado ao

grupo controle (Figura 26B).

' Experimento

Figura 26A. Injecdo do vetor W/Luc. Representagio esquematica da inje¢do do promotor

da ECA in vivo através da injegdo direta de “naked DNA” na parede do VE.

66



Resultados

controle ISO

Figura 26B. Expressiao do vetor W/Luc. Express@o da luciferase em amostras de VE

injetadas com o promotor da ECA e tratadas com veiculo ou isoproterenol por sete dias.

*p<0,05.

Para mapearmos as seqii€ncias regulatorias localizadas no promotor da ECA que
estavam sendo responsaveis pelo aumento da atividade da luciferase, injetamos os vetores
com delecdes progressivas da seqii€éncia completa de 1.3 Kb do promotor. Foram injetados
vetores contendo 1273, -1089, -477, -385, -252, -199 e -94 pb, localizados ajuzante do sitio
de inicio da transcrigdo (Figura 27A). Um grupo de animais foi tratado com veiculo e o outro
com isoproterenol. O tratamento com isoproterenol produziu hipertrofia em todos os grupos
estudados. Os resultados apresentados na Figura 27B mostram que o tratamento com
isoproterenol aumentou significativamente a expressdo da luciferase nos animais injetados
com os fragmentos de -1273/Luc e -1089/Luc (4,41 + 1,03 e 2,6 £ 0,4 respectivamente,
p<0.05). Para os fragmentos de -477/Luc, -385/Luc, -252/Luc, -199/Luc, ¢ -94/Luc as
diferengas entre os grupos tratados com isoproterenol e o controle foram de 1,23 £ 0,14; 1,67
+0,38;2,05+£0,31; 1,71 £ 0,24 ¢ 1,24 + 0,23, respéctivamente. Estes resultados sugerem a
existéncia de sequiéncias regulatdrias importantes para a ativag@o do gene da ECA durante o
desenvolvimento da hipertrofia induzida por isoproterenol no intervalo de -1089 a -477 pb no
promotor do gene da ECA.
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Figura 27A. Representacdo esquemaitica das delegdes progressivas do vetor W/Luc.
Seqiiéncias do promotor utilizadas no mapeamento das regiGes regulatorias consideradas

importante para a expressdo do promotor da ECA durante a hipertrofia cardiaca.
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Figura 27B. Expressio dos fragmentos do vetor. Expressdo da luciferase em amostras de

VE de ratos injetados com os fragmento do vetor e tratos com veiculo ou isoproterenol por 7

dias.

A sequéncia regulatria que aumentou a expressdo da luciferase durante o
tratamento com isoproterenol contém 612 pb. Uma vez que a estimulagio B-adrenérgica do
1soproterenol aumenta os niveis de AMPc intracelular e essa regido apresenta um elemento
responsivo a AMPc (CRE), injetamos no VE um plasmidio contendo mutag¢do neste sitio
(mutante distal - W5J), portanto deixando de responder ao AMPc, conforme pode ser

observado na representagio esquematica da Figura 28A.
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-793 pb TATAA

CRE

-793 pb TATAA

'1273 pbmmmwm-mmmwmmmmmw NI
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Figura 28A. Representacio esquemadtica do promotor da ECA (W/Luc) contendo a
mutag¢io no CRE (W5J). Mutacéo localizada na regido entre -1089 a -477pb.

Para cada mutante foi feito um grupo controle e outro tratado com isoproterenol. Os
resultados apresentados na Figura 28B mostram que a expressio do promotor da ECA
continua aumentando no grupo tratado com isoproterenol. Estes resultados indicam que a
seqiiéncia regulatoria responsavel pelo aumento na expressdo da luciferase durante o

tratamento com isoproterenol ndo € o elemento responsivo a AMPc (CRE).
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Figura 28B. Mutaciio no CRE (Elemento Responsivo a AMPc). W, promotor da ECA com
—-1273 pb (W/Luc). W5J, promotor da ECA com a mutagdo no CRE localizado na regifio entre
—-1089 a -477 pb (W5J/Luc). Os resultados representam a média + desvio padrdo para n=6 em

cada grupo. *p<0,05.
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5 - DISCUSSAO

Os principais achados no desenvolvimento desta tese indicam que sequéncias
regulatorias contidas no promotor da ECA (-1089 a —477pb) participam da ativagdo do gene
durante o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca no rato.

Para isto foi necessario:

1. Padronizar um método de analise de atividade da ECA tecidual de ratos;
2. Caracterizar a ativag@o do SRA e em particular da atividade e expressdo
da ECA em um modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol e
3. Utilizar ensaios de fungfio de promotor baseados na analise de gene reporter
(luciferase) para reproduzir a atividade do gene endogeno no fragmento utilizado e finalmente
utilizar delegdes progressivas do promotor para identificar as regides regulatorias envolvidas
através de técnica de injegdo do “nacked DNA” diretamente na parede do ventriculo cardiaco

dos animais.

5.1 - Determinacdo fluorimétrica da atividade da enzima conversora de
angiotensina I em tecidos de ratos.

A padronizagio de uma metodologia para determinagfo da atividade da ECA em
diferentes tecidos de ratos foi essencial, pois serviu para caracterizagdo das mudangas da
atividade da ECA em virios tecidos importantes para a homeostasia cardiovascular durante o
desenvolvimento de um quadro patoldgico caracterizado por hipertrofia cardiaca. Além disso,
¢ importante salientar que a utilizagdo desta metodologia vem sendo empregada em varios
outros projetos no laboratério e em outros locais que procuram avaliar a regulagdo do SRA
em situacdes fisiologicas e patologicas.

A atividade da ECA tem sido determinada por diferentes métodos (Bakhle, 1974;
Soffer, 1976; Ondetti ¢ Cushman, 1982). Os métodos mais empregados para determinar a
atividade da enzima no soro, plasma ou extratos teciduais sdo os que utilizam substratos
sintéticos, normalmente tripeptidicos com o grupo amino terminal bloqueado tais como o Z-
phe-His-Leu, Hip-Gly-Gly e Hip-His-Leu, que s@o mais resistente & hidrélise por outras
peptidases (Bakhle, 1974; Soffer, 1976; Ondetti e Cushman, 1982; Santos et al., 1985;
Welsch et al,1989, Busatto et al.,1999). A utilizagdo de substratos naturais como
angiotensina I e a bradicinina foi praticamente abandonado porque esses substratos sdo mais

sensiveis a hidrélise por outras peptidases e sdo hidrolisados cerca de 20 vezes mais
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 lentamente pela ECA do que substratos sintéticos como Hip-His-Leu (Bakhle, 1974; Cheung
e Cushman, 1973). A determinagdo fluorimétrica da atividade da ECA com substratos
sintéticos, inicialmente descrita por Piquilloud et al. (1970), apresenta uma série de vantagens
que torna esse tipo de ensaio bastante Wtil para a determinagfo da atividade da enzima em
estudos experimentais, principalmente a sua simplicidade, reprodutibilidade e sua alta
sensibilidade. Além disso a utilizag8o de substratos sintéticos é economicamente mais viavel.

Neste trabalho utilizamos como substrato o tripeptideo Benzoil-Gly-His-Leu (Hip-His-
Leu), que ¢ um dos substratos mais usados experimentalmente para determinagio da
atividade da ECA (Cushman e Cheung, 1971a, 1971b; Lieberman, 1975; Friedland e
Silvertein, 1976; Weaver et al., 1981; Mendelsohn et al;, 1982; Ondetti ¢ Cushman, 1982;
Santos et al., 1985; Welsch et al., 1989; Grima et al., 1990; Busatto et al., 1999).

Para padronizarmos a atividade da enzima em diferentes tecidos de ratos utilizamos o
método descrito anteriormente por Santos et. al., (1985) para soro e plasma de ratos. Para isso
utilizamos as mesmas concentragdes de tampéo borato, NaCl e pH que haviam sido sugeridas
como condigdes ideais para a atividade da ECA. Nesse trabalho os autores mostraram que a
atividade da enzima ¢ maior na presenga de tampdo borato quando comparado ao tamp3o
fosfato. Foi ainda determinado que o Vmax € o Km para a ECA e atividades dipeptidasicas na
presenga dos dois tampdes em soro de ratos. Esses resultados mostraram que na presenga de
tampdo borato aumenta o Vmax e diminui 0 Km para a ECA. Melhora, entdo, a atividade e
aumenta a afinidade da enzima pelo substrato. Além disso os autores observaram uma menor
atividade dipeptidéasica quando o His-Leu foi utilizado como substrato na presenga de tamp&o
borato. Para essa enzima o Vmax € maior € o Km menor na presenga do tampdo fosfato
quando comparado ao tampédo borato. Esses resultados indicam que hd uma proteg¢do do
dipeptideo His-Leu que é formado, como produto da reagéio, durante a medida da atividade da
ECA com tampdo borato. A hidrolise do His-Leu poderia determinar uma subestimagfo da
atividade da ECA porque, nas condigdes utilizadas para detecg@io do dipeptideo His-Leu por
fluorimetria, a leucina nio apresenta fluorescéncia, enquanto que a intensidade de
fluorescéncia produzida pela histidina € cerca de 8% da observada com o dipeptideo His-Leu
(Friedland e Silvestein, 1976; Mendelsohn et al., 1982; Santos et al., 1985). Baseados nestes
resultados, que haviam sido demonstrados anteribrmente (Santos et al., 1985), padronizamos
uma metodologia para determinagéo da atividade da ECA em diferentes tecidos de rato.

Considerando que os tecidos de rato apresentam composi¢Ses bioquimicas diferentes,

investigamos inicialmente as interferéncias dos homogeneizados de tecidos com a
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determinagdo do produto His-Leu. Na presenga dos homogeneizados de pulmio, cortex e
medula renal houve aumento na intensidade de fluorescéncia do produto modificando a
inclinag8o da curva padrdo. Esse aumento foi corrigido diluindo a amostra dez vezes em
tampdo borato com sacarose antes de ser incubada para medida da atividade da ECA (Figura
3). Para os demais tecidos ndo houve alteragdes na intensidade de fluorescéncia do produto.

Verificamos também que as amostras sdo estaveis nas condi¢gdes do ensaio € ndo
produzem produtos fluorescentes, pelo menos por 1 hora a 37 °C. A fluorescéncia medida no
tempo zero e apds a incubagdo foi somente a fluorescéncia intrinseca do tecido (Tabela 1).
Como, nenhuma das amostras de tecido seriam incubadas por um tempo superior a esse,
durante a medida da atividade da ECA, asseguramos a estabilidade da amostra nas condi¢Ges
do ensaio ¢ a nio formagdo de produtos capazes de reagir com o-ftaldialdeido, produzindo |
fluorescéncia. Resultados semelhantes foram obtidos para soro e aorta utilizando as mesma
condigdes de ensaio para determinagfio fluorimétrica da atividade da ECA (Santos, 1983;
Campagnole-Santos, 1986).

Uma das maiores criticas aos ensaios fluorimétricos que se baseiam na determinagio
de dipeptideos, especialmente o His-Leu, € a possibilidade de sua hidrélise por dipeptidases
do soro, plasma ou homogeneizados de tecidos (Bakhle, 1974; Friedland e Silverstein, 1976;
Santos et al., 1985). Conforme comentado anteriormente essa hidrolise subestima a atividade
da ECA. Neste trabalho investigamos, numa primeira etapa, a presenga de dipeptidases nos
tecidos de ratos Wistar (Figura 4A) e SHR (Figura 4B) incubados com tamp#o borato. As
atividades dipeptidasicas foram encontradas somente para homogeneizados de figado e foram
parcialmente bloqueadas quando incubamos a amostra com 100 uM de PCMB, um inibidor
de dipeptidases. Posteriormente, comparamos essas atividades na presenca dos tampdes
borato e fosfato, uma vez que o fosfato (tampéo fosfato de sodio 0,1M contendo NaCl 0,3M,
pH 8,0) € um dos tampdes mais utilizados na literatura para medida da atividade da ECA
(Cushman e Cheung, 1971a; Unger et al, 1982; Welsch et al., 1989; Grima et al., 1990). Os
resultados apresentados na Figura 6A mostraram a presenga de atividades que hidrolisam o
dipeptideo His-Leu, somente para o figado, quando incubado com tampdo borato. Essa
hidrélise foi parcialmente bloqueada pela presenga de PCMB. Na presenga de tampao fosfato
(Figura 6B) a hidrolise do dipeptideo foi de 50% no rim, 8% no ventriculo, 65% no figado ¢
5% no soro. Essa hidrélise, porém foi totalmente bloqueada na presenca de PCMB. Estes
resultados indicam que a atividade da ECA poderia estar sendo subestimada no figado quando

a amostra fosse incubada tanto em tampéo fosfato quanto borato sem o uso de PCMB. A
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atividade seria de 100% somente se incubassemos a amostra em tampéo fosfato com PCMB.
Ainda, para tecidos como rim, ventriculo e soro a atividade da ECA também seria
subestimada se as amostras fossem incubadas em tamp@o fosfato sem PCMB. Unger et al.
- (1982) refere-se a impossibilidade de determinar a atividade da ECA em hdi_nogeneizado de
figado de ratos, porém os autores determinaram a atividade da enzima na pre§en<;a de tamp&o
fosfato sem PCMB. Apesar da atividade da ECA ser baixa no figado, ¢ mensuravel se
utilizarmos como meio de incubagio tampdo fosfato com PCMB. Sem haver, portanto, sem
haver perda da atividade enzimatica pela a¢do de dipeptidases. Santos et al.(1985), utilizando
as mesmas condi¢Oes experimentais (tampéo fosfato de sodio 0,1M contendo NaCl 0,3M pH
8,0), encontraram uma subestimag@o nos valores de atividade da ECA de 3,3% para soro
humano e 23,2% para soro de ratos. A diferenga de erro encontrada por esses autores se deve
ao fato de terem sido avaliados, simultaneamente, as quantidades de produto (fluorimetria) e
de histidina livre (andlise de aminodcidos) ao final do periodo de incubagio do substrato Hip-
His-Leu com “pools” de soro humano e de ratos. Esse erro diminuiu para 1,6% e 6,3%,
respectivamente, quando as concentragdes de tampao fosfato foram aumentadas para 0,2M e
NaCl para 0,9M e mantido o mesmo pH do meio de incubagdo. O aumento da concentragéo
de fosfato e NaCl reduziu o erro produzido pelas dipeptidases, principalmente no soro de rato
e aumentou a atividade da ECA.

Nossos resultados mostram que a presenga de PCMB no meio de incubagdo ¢
extremamente importante para reduzir as atividades dipeptidasicas. Além disso o tampdo
borato funciona como um protetor da hidrdlise do His-Leu. A redugfio da atividade
dipeptiddsica em tamp@o borato estd relacionada tanto com um aumento do Km, como
diminuigio da Vmax das dipeptidases (Santos et al., 1985). |

E importante ressaltar que embora o alto nivel de atividade dipeptidésica no soro e
tecidos de rato seja um fator prejudicial para o ensaio fluorimétrico da ECA “in vitro”, a
capacidade do soro e tecidos hidrolisarem o dipeptideo His-Leu e também outros dipeptideos
pode resultar em importantes implicagdes fisioldgicas tanto no metabolismo proteico em
geral como na propria modulagdo da atividade da ECA sistémica e local, uma vez que o
dipeptideo His-Leu ¢ um inibidor da atividade da ECA.

Para validag@o do ensaio enzimatico foram realizados experimentos onde verificamos
existir linearidade entre o tempo de incubagdo e a liberagio do produto (Figura 7) e entre
quantidades crescentes de amostra € a velocidade da reagfo enzimatica (Figura 8) para ratos

Wistar ¢ SHR. A velocidade da reagéo foi linear em relagio ao tempo de incubagdo para
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todos os tecidos pelo menos por 30 minutos. Adotamos incubar todas as amostra de tecidos
por 30 minutos, exceto pulmdo e aorta, que foram incubados por 15 minutos, porque a
velocidade de liberagdo do produto ¢ muito alta, desta forma ndo havendo necessidade de
diluirmos o produto final da reagdio para fazer a determinagiio fluorimétrica. E importante
observar que para o figado foi necessario a utilizagdo de PCMB para obtermos uma
linearidade na velocidade de liberagdo do produto em relagfio ao tempo de incubagdo. Com
20 ul do homogeneizado a velocidade da reagdo foi linear para todas as amostras de tecidos.
O fato de obtermos uma velocidade de reagdo constante, pelo menos por 30 minutos, indica
que n3o ocorre a ag@o de dipeptidases nem inativagdo da enzima nas condigbes do ensaio.
Poderia haver uma inativagdo significativa da enzima, nesse periodo de tempo, em
decorréncia da alta forga i6nica do meio de incubagio (Santos, 1983).

A especificidade do ensaio enzimatico para ECA foi demonstrada pela inibi¢do de
98% da atividade da enzima na presenga de um inibidor classico da ECA, o enalaprilato,
também denominado de MK-422 ou MK-diacido (¢ a forma ativa do MK-421, o enalapril,
depende das atividades hidrolases do plasma e tecidos para converter o éster MK-421 no
diacido mais ativo MK-diacido, sua forma de-esterificada) (Unger et al., 1982), indicando que
a atividade enzimética determinada nesse ensaio se deve a enzima conversora. Outros
inibidores como enalapril e captopril também podem ser utilizados para experimentos in vitro
(Unger et al., 1982). Esses autores, porém mostraram que MK-422, in vitro apresenta uma
poténcia de inibigdo maior que o captopril € o enalapril em diferentes tecidos. O MK-422
mostrou uma inibigio de 15, 10, 8, 7 e 5 vezes maior para homogeneizados de rim, plasma,
adrenal, cérebro e pulmédo, respectivamente, quando comparado ao captopril. Além disso, o
percentual de inibi¢do com MK-422 foi diferente para cada tecido, sendo 3 vezes maior para
o rim quando comparado ao pulmdo. Tais diferengas de inibi¢do provavelmente se devem ao
enalaprilato apresentar um ICso, para a ECA “in vitro”, de 10, 5, 15 e 8 vezes menor para
plasma, pulmio, rim ¢ adrenal, réspectivamente, quando comparado ao captopril. Com
relagdo ao enalapril, a inibigdo da atividade da ECA foi observada com uma concentragio de
4 pM para o plasma e pulmdo, 40 pM para o cérebro € rim e para a adrenal a inibigio
méxima foi de 98%, com uma concentragdo também de 40 pM do inibidor. Enquanto o MK-
422 produziu uma inibi¢io quase completa da enzima com uma concentraggo de 0,4 uM para
o plasma e todos os tecidos testados (Unger et al., 1982). Esses resultados também indicam

que o cérebro, rim € adrenal podem apresentar uma menor atividade hidrolasica mostrando
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uma menor capacidade de transformar o enalapril em enalaprilato, forma ativa do inibidor.

Ao utilizarmos esses inibidores in vifro é extremamente importante observar além da
capacidade de inibigdo, a sua estabilidade nas condi¢des do ensaio. O inibidor pode ser
utilizado também para determinar o background da amostra, ou seja, o branco da amostra. A
presenga do MK-422 (3 uM) no meio de incubagfo, durante 60 minutos, inibiu 98% da
atividade enzimdtica para todos os tecidos testados. Nossos resultados foram muito
semelhantes aos encontrados por Unger et al., 1982; em plasma de rato, o MK-422 (4 uM)
mostrou uma inibigdo da atividade enzimatica de 100% e foi estavel por 120 minutos. Porém,
esses resultados foram diferentes para extrato de pulmio onde o MK-422 foi estdvel por
apenas 24 minutos. A inibigdo com enalapril aumentou com o tempo, atingindo o maximo de
93 % entre 60 e 75 minutos € aumentando levemente a atividade da enzima com 120 minutos
de incubagdo. O Captopril causou uma inibi¢do de 97%, porém foi estavel por somente 24
minutos de incubago e sua p’bténcia de inibigdo caiu rapidamente para 40% permanecendo
até 120 minutos de incubagdo (Unger et al., 1982).

A especificidade do ensaio para ECA pode ser demonstrada pelo uso de outros
inibidores da ECA como por exemplo o pentapeptideo, L-piroglutamil-L-lisyl-L-triptofil-L-
alanil-L-prolina (SQ 20475). Esse peptideo foi isolado do veneno da jararaca (Bothrops
Jjararaca) e inicialmente mostrado como um fator potenciador da bradicinina (Ferreira, 1965)
e mais tarde observou-se que era um potente inibidor da enzima conversora (Ferreira et al.,
1970). A atividade da ECA pode ser inibida também pelo uso de EDTA no meio de
incubagfo. A completa inibi¢do da atividade da enzima em extrato de pulmio de coelho foi
demostrada com 0,1mM de EDTA (Cushman e Cheung, 1971a). A atividade da enzima foi
restaurada em 100% com o uso de 200 uM de ZnCl,, mostrando que a ECA é uma
metaloproteina (Cushman e Cheung, 1971a). Uma outra forma de demonstrar a
especificidade do ensaio para a ECA € retirar o NaCl do meio de incubagéo, porque a enzima
apresenta uma dependéncia funcional de ions cloro. Os trabalhos originais sobre o estudo da
ECA (Skeggs et al., 1954;1956) sugerem a dependéncia de ions cloro para atividade da
enzima. O mecanismo de ativagdo da ECA pelos ions cloro ainda € pouco conhecido, mas
provavelmente depende da interagio do ion com um residuo de lisina préximo ao sitio ativo
da enzima (Weare, 1982), causando uma mudanga conformacional na estrutura da enzima e
facilitando sua interagdo com o substrato (Oshima et al., 1974).

Nossos resultados mostraram que a atividade da ECA foi maior quando a enzima era
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incubada na presenga de tampdo borato, quando comparados em presenga do tampdo fosfato
(Figura 10). Resultados semelhantes foram observados para soro de rato ¢ humano (Santos et
al., 1985). Estes autores também mostraram que aumentando as concentragfes de tampédo
fosfato de 0,1M para 0,3 e 0,4M a atividade da ECA diminui 52 e 63 %, respectivamente. Por
outro lado, aumentando as concentragdes de tampdo borato de 0,IM para 0,3 ¢ 0,4M a
atividade da ECA aumenta 11 e 17%, respectivamente. Esse experimento foi realizado com
soro de ratos, mantendo as concentragdes de NaCl 0,9M e pH 8,3, proximas as concentragdes
Otimas para a enzima. A inibi¢do da atividade da ECA na presenga de tamp&o fosfato ja havia
sido relatado anteriormente (Dorer et al., 1976; Oshima e Nagasawa, 1977, Cushman e
Ondetti, 1980) e, possivelmente, se deve as propriedades quelantes de orto e polifosfatos. Os
fosfatos podem inibir a atividade da ECA por interagirem com o zinco. Santos et al (1985),
sugerem que a inibigdo observada em tampdo fosfato esteja relacionada com alteragbes da
reagdo “hidrolitica” (redug¢do da Vmax, ou mais propriamente da relacioVmax/Km) e nio
decorrente de alteragdo da afinidade da enzima pelo substrato. Assim, com a substituigdo de
tampéo fosfato 0,1M por igual concentragdo de tampdo borato, observaram que o Km ndo se
alterava significativamente enquanto que a Vmax aumentou aproximadamente 70%. O
aumento da atividade da ECA se deve a uma possivel ativagio anidnica da enzima pelo ions
borato ou ainda pode estar relacionada com alteragdes conformacionais da enzima,
decorrentes da interacdo do borato (na forma acida) com carboidratos constituintes da
molécula da ECA (Santos, 1983).

Também investigamos a possibilidade de um aumento da atividade da ECA pelo uso
de detergente (Figura 10). Nesse experimento a atividade da ECA foi medida em tampdo
borato com tecidos homogeneizados com 0,1 % de Triton X-100. Os resultados mostraram
um aumento de 20% na atividade da enzima somente no homogeneizado de pulmio. Uma vez
que o detergente remove a enzima da membrana da célula ¢ possivel que esse resultado esteja
relacionado com o fato do pulméo ser o maior sitio de sintese da ECA. Welsch et al. (1989),
mostraram que na auséncia de triton a atividade da ECA representa somente 15-30% da
atividade obtida na presenga do detergente para medula , cortex, tibulo e glomérulo renal de
coelho. A diferenga destes resultados quando comparados aos nossos podem estar
relacionados a concentragéo de triton utilizada que foi 3 vezes maior que as usadas em nossos
experimentos, além disso esses resultados foram encontrados em rim de coelhos € ndo de
ratos.

Nossos resultados mostraram que as amostras podem ser estocadas a -20°C e -80°C
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pelo menos por 30 dias (Tabela 2), sem alterar a atividade da enzima. Esses resultados estéo
de acordo com os encontrados na literatura. Resultados semelhantes foram mostrados para
soro, quando dosados no dia da coleta e 30 dias apds (Santos et al., 1985). Cushman e
Cheung, 1971, mostram que a atividade da ECA foi estavel em extrato de pulméo de coelho
por 6 meses quando estocados a 5 °C.

A atividade da ECA fo1 comparada entre os diferentes tecidos de ratos Wistar e SHR,
embora esse nio fosse o objetivo do trabalho (Figura 11). Os resultados mostraram que
atividade da ECA foi menor no cértex renal, ventriculo, atrio e soro, maior no pulméo e aorta
¢ ndo apresentaram diferengas na medula renal, adrenal e figado, quando amostras de tecidos
de SHR foram comparados com ratos Wistar. Resultados semelhantes aos nossos foram
encontrados para plasma e coragfo de ratos com 11 semanas de idade (Grima et al., 1990).
Rosenthal et al., (1987) mostrou que a atividade da ECA no ventriculo estava reduzida em
SHR adultos e essa diferenga manteve-se na hipertrofia cardiaca. Nossos resultados
mostraram um aumento na atividade da aorta e outros autores também encontraram
resultados semelhantes (Matsushima et al., 1988 e Okunishi et al., 1991), assim como para o
plasma (Okunishi et al., 1991). Outros autores mostraram que ndo ha diferencas na atividade
da enzima para a aorta (Grima et al., 1990). A atividade da ECA vascular aumentada em ratos
espontaneamente hipertensos pode ser um fator importante no desenvolvimento e
manutengiio da sua hipertensdo. Nossos resultados para o pulmdo foram diferentes dos
encontrados por Grima et al., 1990, esses autores mostraram que ndo ha diferencas ¢ uma
diminui¢io na atividade da enzima para ratos com 8 € 11 semanas de idade, respectivamente.
Para o rim nossos resultados foram semelhantes ao encontrados na literatura (Grima et al,,
1990 e Okunishi et al.,, 1991) e diferente dos resultados encontrados para ratos com 20
semanas de idade, onde a atividade da enzima foi menor para SHR (Okunishi et al., 1991). As
diferencas encontradas entre nossos resultados € os dados da literatura podem estar
relacionados com diferengas metodolégicas devido ao uso de diferentes substratos (Hip-His-
Leu e Cbz-Phe-His-Leu), aos métodos de ensaio (fluorimétrico e cromatografia liquida de alta
performace-HPLC) utilizados no desenho experimental e, finalmente, ao fato de existirem
diferengas genéticas entre os diferentes animais investigados.

As variagdes na atividade da ECA, ndo somente entre os tecidos mas também entre
SHR e Wistar, podem ser devido as mudancgas nas concentragdes da enzima ou nas
caracteristicas bioquimicas dos tecidos. Essas diferencas, ainda, podem estar relacionadas

com as variabilidades bioldgicas e genéticas das duas linhagens de animais estudados. Nossos
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dados indicam que os mecanismos regulatérios atuam de forma diferente e sugerem que o
sistema renina angiotensina desempenha diferentes fungdes em cada tecido.

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que o uso do tampéo borato para
detecgdo fluorimétrica do dipeptideo His-Leu ¢ altamente sensivel, rapido, simples e seguro
para a determinagdo da atividade da ECA no soro ou homogeneizado de tecidos de ratos.
Embora nio tenham sido investigados, nossos resultados sugerem que essa metodologia pode

ser utilizada para determinagio da atividade da ECA em fragdes subcelulares, devido a sua

alta sensibilidade.

5.2 - Caracterizacio do Sistema Renina Angiotensina na hipertrofia cardiaca
induzida por Isoproterenol

Os resultados apresentados neste trabalho mostram evidéncias de que a hipertrofia
cardiaca induzida pela estimulac@o dos receptores f3-adrenérgicos, através do tratamento com
isoproterenol, podem modular a atividade da ECA em diferentes tecidos ¢ aumentar a
expressdo da enzima € do promotor da ECA no coragéo.

O Sistema Renina Angiotensina € reconhecido como um importante regulador
hormonal da homeostase cardiovascular (Dzau, 1987; Dzau e Re, 1994). O controle do SRA
circulante esta bem estabelecido na literatura. Sabe-se que a secregfo de renina pelas células
justa-glomerulareas das arteriolas aferentes dos glomérulos renais € regulada por estimulagéo
simpética, fluxo sangiiineo renal e pela macula densa. Estes trés fatores regulam a secregéo
de renina da seguinte forma: 1) Um aumento na atividade das fibras nervosas simpaticas que
inervam as arteriolas aferentes e eferentes estimula a liberagdo de renina. 2) A arteriola
aferente comporta-se como um barorreceptor. Quando a pressdo de perfusdo renal diminui, a
secregdo de renina € estimulada. Por outro lado, o aumento da pressdo de perfuséo inibe a
liberagdo de renina. 3) A macula densa também regula a secre¢do de renina. Por exemplo, se
a carga de NaCl ao nivel da macula densa estiver diminuida, a secre¢do de renina ira
aumentar. Por outro lado a carga aumentada de NaCl na macula densa inibe a liberagdo de
renina (Berne e Levy, 1990). A renina uma vez liberada dispara uma cascata de reagGes,
conforme descrito na introdugdo, aumentando a concentragdo plasmatica de Ang II, que ¢
produzida principalmente na circulagdo pulmonar onde a ECA encontra-se em alta
concentragdo nas células endoteliais. A Ang I, produto final da cascata bioquimica, atuando
sobre receptores especificos localizados na membrana plasmatica de diferentes orgéos alvo

pode mediar varias fungdes importantes. Porém, mesmo bloquendo este mecanismo
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sistémico, varios efeitos da A II ainda se encontram presentes em alguns tecidos. Essa visdo
classica do SRA como um sistema enddcrino, nos Gltimos 15 anos, estd se modificando com
a demonstragdo de SRA locais em vérios tecidos. No tecido cardiaco ja foi demonstrada a
presenga dos componentes do SRA, tais como angiotensinogénio, renina, ECA e receptores
para a Ang II (Dzau, 1988b; Lindpaintner e Ganten, 1991), os quais sugerem evidéncias para
uma a¢do paracrina e autdcrina da Ang II. Pouco se sabe, entretanto, sobre os mecanismos de
controle destes SRA locais. Para entendermos estes sistemas locais temos que saber como
sdo regulados os genes que compdem o SRA em cada tecido em diferentes condi¢des
fisioldgicas ou patdlogicas. Neste trabalho estudamos localmente a atividade, a expresséo e a
regulagdo do promotor de um dos componentes do SRA, a enzima conversora de Ang I, em
um processo patolégico como a hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.

O tratamento com isoproterenol, uma catecolamina sintética, por 7 dias (0,3
mg/Kg/d, sc) resultou em uma hipertrofia de 36% no VE e um aumento na atividade da ECA
local de 67%. Resultados semelhantes quanto a hipertrofia sdo descritos na literatura (Taylor
e Tang, 1983, Tang e Taylor, 1996; Busatto et al., 1999), mesmo quando a droga utilizada ¢
hidrossoluvel e necessita mais de uma dose diaria (Trindade et al., 1992). Taylor ¢ Tang,
1983, demostraram que o peso ventricular aumentou significativamente a partir do segundo
dia de tratamento com isoproterenol e atingiu o nivel maximo de 44% de hipertrofia com 8
dias e manteve-se em steady-state até os 12 dias de tratamento. Mostraram, ainda, que 50%
do crescimento méximo do miocardio foi atingido com 3,6 dias, nesta condigdo de
tratamento. Esse rapido aumento do peso do VE nfo se deve a edema, uma vez que o
percentual de agua foi estavel até os 12 dias de tratamento. A administracdo de uma dose
menor de isoproterenol (0,02 mg/Kg/d) por 13 ou 31 dias mostrou um aumento do peso seco
do ventriculo de 14% e 26%, respectivamente (Alderman e Harrison, 1971), portanto estes
dados confirmam que a hipertrofia induzida por isoproterenol ndo se deve a edema cardiaco.

O isoproterenol, mesmo em pequenas doses, produz algumas alteragbes no
miocardio como necrose dos midcitos, que € seguida de um aumento na populagéo de células
fibroblasticas e fibrose da matriz extracelular na regido subendocardica (Benjamin et al.,
1989; Pick et al., 1989). Porém baixas doses quando infundidas por um tempo mais
prolongado (bomba osmética) podem produzir fibrose miocardica sem gerar necrose
significante nos miocitos, isto porque o tratamento com inje¢do subcutinea (em bolus)
resulta em um aumento agudo nos niveis plasmaticos de isoproterenol (Benjamin et al.,

1989). Para obtermos resultados semethantes injetamos a droga diluida em éleo, resultando
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em absor¢do mais lenta. No miocardio de ratos 85% do coldgeno encontrado € do tipo I e
11% do tipo III e sdo produzidos por fibroblastos sendo que os midcitos ndo bparticipam deste
processo (Eghbali et al., 1988). Os mecanismos reponséveis pelo aumento na produgdo de
colageno em resposta ao tratamento com isoproterenol néo estdo bem esclarécidos, mas com
certeza nio sdo simplesmente o resultado da necrose dos midcitos. A hipertr&ﬁa se deve mais
a um aumento da carga cardiaca ou a uma resposta reativa a estimulagfo B-adrenérgica do
que uma compensagio pela perda de midcitos (Benjamin et al., 1989). ‘

E importante salientar que o tratamento com pequenas doses de isoproterenol ndo
produziram alteragdes na pressdo arterial média (Figura 12). Isto estd de acordo com a idéia
de que este modelo ndo ¢ dependente de sobrecarga hemodinamica. Entretanto, dados
recentes de nosso laboratdrio mostram que nas primeiras 8 hs apos a inje¢do de Iso ocorre
um aumento significativo do débito cardiaco as custas de um aumento da freqﬁéncia
cardiaca. Desta forma, a idéia de que este modelo de hipertrofia ¢ hemodinamicamente
independente deve ser examinado com maior cuidado.

Com relagfo a atividade da ECA, uma publica¢io recente utilizando a mesma dose €
tempo de tratamento com isoproterenol, mostrou resultados diferentes (Busatto et al., 1999).
Para um grau de hipertrofia de 38%, bastante semelhante aos nossos resultados, os autores
encontraram um aumento na atividade da ECA de 39%, utilizando a mesma técnica para
dosagem da enzima. Esta diferenga discrepante pode ser devido a concentragdo de proteina
utilizada na dosagem da enzima, possivelmente fora da linearidade da reagfio. Foram
incubados 100 ul de homogeneizado de VE, diluido cinco vezes. Nossos resultados
apresentados na Figura 8 (Curva de Proteina) mostram que a reagfio foi linear até¢ 200 pg
(50ul) de proteina de uma amostra que foi diluida 10 vezes. A disparidade observada pode
ser devido a determinagio da atividade da ECA fora da linearidade da reagéo.

E de fundamental importincia ressaltarmos os dados observados na Figura 19 C, que
mostram uma correlagdo positiva entre o grau de hipértroﬁa cardiaca ¢ a atividade ECA no
VE, sugerindo uma indugéo proporcional do SRA intracardiaco. Um grau de correlagdo
semelhantes foi descritos por Grimm et al., 1998, porém estes autores utilizaram uma dose
maior (150 mg/Kg/d) e um tempo mais prolongado (2 semanas) de tratamento com de
isoproterenol. Com doses maiores da droga podem ocorrer regides com micro infartos no sub-
endocardio e no endocardio. Os resultados da caracterizagio histomorfologica dos coragbes

tratados com isoproterenol demonstraram uma extensiva quantidade de cardiomidcitos com
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necrose ¢ fibrose reparativa, semelhante a que ocorre apos infarto do miocardio experimental,
verificada principalmente no VE (Grimm et al., 1998). No tecido cicatricial fibrético, da zona
de infarto, a atividade e a expressdo da ECA ¢ muito elevada (Falkenhahn et al., 1995; Passier
et al., 1995; Busatto et al., 1997). Com essa dose de isoproterenol a correlagdo entre a
atividade da ECA e a hipertrofia pode ser devido a regibes com micro infartos. Uma
correlagio positiva entre a hipertrofia cardiaca e a expressdo da ECA foi demonstrada para
um modelo de hipertrofia induzido por “aortocaval shunt” ou “shunt” arterio-venoso
(anastomose aortocaval) (Iwai et al., 1995). Também foi demonstrado um aumento de Ang I
local na hipertrofia induzida por isoproterenol (Nagano et al., 1992; Nagano e Ogihara, 1994).
Essa modulagdo da ECA durante a hipertrofia cardiaca pode influenciar na formagdo de Ang
II local contribuindo para a manutengéo da hipertorfia cardiaca.

O tratamento com isoproterenol também aumentou a atividade da ECA no pulmdo e
no rim, mas manteve-se inalterada no plasma, enquanto a atividade da renina plasmatica
aumentou 130%. Varios autores demonstraram aumento na atividade da renina plasmatica
pelo tratamento com isoproterenol (Nagano et al., 1992; Nagano ¢ Ogihara, 1994; Golomb et
al., 1994; Boluyt et al., 1995; Holmer et al., 1997; Grimm et al., 1999), ¢ também in vitro, em
fatias de rim de rato o isoproterenol aumenta a liberagdo de renina (Capponi et al., 1977).
Ainda foram observados aumentos no RNAm de renina renal (Holmer et al., 1997) e cardiaca
(Iwai et al., 1996) pelo tratamento com isoproterenol.

Com o intuito de separar a ativagdo do SRA circulante do local, utilizamos de forma
interessante uma sobrecarga salina (iniciada 7 dias antes da inje¢do com isoproterenol). O
tratamento com uma dieta rica em sal inibiu o SRA circulante e previniu o seu aumento pelo
tratamento concomitante com isoproterenol, conforme pode ser observado na Figura 14. A
atividade da renina plasmatica foi quase totalmente bloqueada pela dieta hiperbdlica e o
tratamento com isoproterenol ndo induziu aumento na atividade da enzima. Resultados
semelhantes foram obtidos por Holmer et al., 1997, com infusdo de isoproterenol (40
ng/Kg/h) durante 40 horas. Porém, quando os animais foram submetidos a dieta rica em sal e
tratados com isoproterenol, a atividade da renina plasmatica continuou aumentada, mas numa
magnitude muito menor que o grupo controle (salina). E possivel que este resultado tenha
sido diferente porque a dose de isoproterenol utilizada foi maior do que em nossos
experimentos. Mesmo com o SRA inibido o tratamento com isoproterenol resultou em
hipertrofia do VE e aumento da atividade da ECA no coragdo ¢ no pulmio. Allard et al,,

1990, também demostraram que o tratamento com isoproterenol induz hipertrofia tanto com
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dieta pobre como rica em sal. Estes resultados sugerem que a ativagio do SRA local
desempenha um papel importénte no desenvolvimento e manutengio da hipertrofia cardiaca e
possivelmente € regulado independente do SRA sistémico.

Outras evidéncias de 'fque o SRA local ¢ regulado independente do SRA sistémico
foram mostradas utilizando 0 mesmo modelo de hipertrofia cardiaca (Nagano et al., 1992;
Nagano e Ogihara, 1994). O tratamento com isoproterenol (4,2 mg/Kg/d) induziu hipertrofia
do VE, aumento na atividade da renina plasmatica e nas concentragdes de Ang II vascular €
cardiaca. Para testar a possibilidade de que a Ang II fosse proveniente do plasma ou do tecido
cardiaco os animais foram submetidos a nefrectomia bilateral (inibindo o SRA circulante) e
tratados com isoproterenol. Os resultados mostraram que a atividade da renina plasmatica e
da Ang II circulante foram significativamente diminuidas pela nefrectomia, mas as
concentra¢des de Ang II cardiaca ndo sofreram alteragGes. Nos animais nefrectomizados, o
tratamento com isoproterenol induziu hipertrofia do VE e aumento na Ang II cardiaca, similar
ao grupo com cirurgia ficticia e nfo aumentou a Ang II plasmatica e vascular. A Ang II
cardiaca parece estar mais relacionada com a hipertrofia do VE do que a Ang II plasmatica.
. Estes resultados estdo de acordo com os nosso dados. Mesmo inibindo o SRA circulante o
tratamento com isoproterenol induz hipertrofia, possivelmente devido ao aumento na
atividade e expressido da ECA aumentando os niveis de Ang II local, portanto ativando o SRA
intracardiaco . Ainda, os resultados apresentados por Nagano e Ogihara, 1994, mostraram
que o tratamento com isoproterenol resulta em hipertrofia do VD e atrios, a qual ndo esta
relacionada com a elevagéo nds niveis de Ang II tecidual. A fungio da Ang II no VD e étrios
pode ser diferente do VE, demonstrando um papel patofisiologico alternativo para o SRA

cardiaco.

Utilizando um modelo de hipertrofia por sobrecarga de volume (anastomose
aortocaval), onde o SRA circulante nfio estd ativado, os autores estudaram o SRA cardiaco
(Iwai et al., 1995). Nos animais com hipertrofia a atividade da ECA e da renina plasmatica
foram semelhantes ao grupo controle com 7 e 40 dias apds a cirurgia. Uma correlagéo
significante foi observada, porém, entre os niveis de expressdo da ECA no coragéo ¢ a
hipertrofia do VE (PVE/PC). A expressdo da ECA aumentada no ventriculo com hipertrofia
pode permitir um aumento na formagdo de Ang II ou degradagfo da bradicinina e contribuir
para a manutengéo deste tipo de hipertrofia. Foi demonstrado que a bradicinina reduz a

sintese de colageno ¢ aumenta a atividade da colagenase em fibroblastos cardiacos adulto
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(Zhou et al., 1993). Por outro lado, 2 Ang II nfio € somente um peptideo vasoativo mas
também um fator de crescimento € foi demonstrado promover a proliferagdo de fibroblastos
(hiperplasia) e regular o crescimento de midcitos cardiacos (hipertrofia) (Sadoshima e Izumo,
1993).

O tratamento com isoproterenol aumentou a atividade (36%) e a expressdo da ECA
(58%) no tecido cardiaco (Figura 21) podendo resultar em elevagdo nas concentragdes de
Ang II local, conforme demonstrado também por Nagano e Ogihara, 1994. Um aumento no
RNAm e na atividade da ECA de ratos com diferente modelos de indugdo de hipertrofia
cardiaca sugerem que a resposta hipertrofica estd diretamente associada com a enzima
conversora de angiotensina I. Estes dados corroboram a correlagio que existe entre o grau de
hipertofia cardiaca e a atividade da ECA, demonstrados anteriormente.

A hipertrofia do VE induzida por isoproterenol pode estar relacionada com a
elevagéo nas concentragc”)és de Ang II no tecido cardiaco, resultante do aumento na atividade
e expressdo da ECA. A Ang II produzida intracelularmente pode ser exportada e exercer uma
agdo paracrina ou permanecer dentro da célula e realizar um efeito autécrino (Robertson e
Khairallah, 1971; Dostal et al., 1994). A Ang II exerce um efeito proliferativo sobre os
midcitos cardiacos podendo ser um dos fatores que regulam o crescimento dos
cardiomiocitos. E possivel, ainda, que a Ang II se ligue a sitios de ligagio para Ang II na
membrana nuclear dos midcitos cardiacos através de um mecanismo autocrino estimulando
a transcri¢do e a sintese proteica (Robertson e Khairallah, 1971). Um SRA cardiaco autdcrino
foi postulado baseado na possibilidade de que essa interagfdo nuclear poderia permitir a Ang
II ser sintetizada e ativada na mesma célula (Lindpaintner e Ganten, 1991). Portanto,
mecanismos paracrino € autocrino podem ser os responsaveis pelo inicio da resposta
hipertrofica induzida por isoproterenol.

A Ang II apresenta um efeito tréfico sobre os midcitos (aumentando a sintese de
proteinas sem aumentar a sintese de DNA) e mitogénico sobre ndo midcitos, o qual foi
determinado pelo aumento na incorporagdo de fenilalanina e na captagéo de timidina pelos
fibroblastos e confirmado pelo aumento no nimero de células (Sadoshima e Izumo, 1993) o
que pode estar relacionado com um aumento de 28% no didmetro dos midcitos (Figura 20)
nos animais que foram tratados com isoproterenol. Este aumento no didmetro dos midcitos
pode em parte estar relacionado com a sintese de proteinas sarcoméricas, aumentando o
numero de sarcomeros em paralelo e levando a uma hipertrofia do tipo concéntrica (Anversa

et al., 1986). Conforme demonstrado por Chien et al., 1991, um aumento no RNAm da a-
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miosina de cadeia leve e da a-actina cardiaca, proteinas contrateis que s@0 expressas
constitutivamente no miocardio, pode levar a um acumulo quantitativo destas proteinas no
miocito durante a hipertrofia

No processo de desenvolvimento da hipertrofia cardiaca sdo observadas modificagdes
de proteinas que participam de diversas fungdes no miocardio como contragdo, relaxamento,
remodelagem e endocrinas. Algumas destas alteragdes sdo muito semelhantes as etapas
caracteristicas da fase de desenvolvimento do drgdo durante o periodo fetal e perinatal, sendo
pois estas respostas chamadas de “reprogramagcéo fetal”. Um dos principais marcadores de
fendtipo fetal em midcitos cardiacos € o fator natriurético atrial (ANF). No coragdo adulto
normal a expressdo do gene que codifica 0 ANF esta restrita ao atrio, enquanto que em
coragdes de pacientes com insuficiéncia cardfaca (Feldman et al., 1991) ou animais de
experimentagdo submetidos a sobrecarga de volume ou pressdo no ventriculo (Chien et al,,
1991). Também pela infusdo de Ang II (Sadoshima e Izumo, 1993; Kim et al., 1995) e
isoproterenol (Boluyt et al., 1995) existe indugédo da expressdo do gene do ANF no ventriculo.
Nossos resultados mostraram um aumento de 4,7X na expressdo do ANF (Figura 22), que
foram semelhantes aos demonstrados na literatura neste mesmo modelo de hipertrofia (Boluyt
et al., 1995). E importante ressaltarmos que a expressio deste fendtipo fetal nfio se deve a
geragdo de novos midcitos, porque ndo ocorre replicagdo do DNA em midcitos cardiacos
adultos, mesmo durahte a hipertrofia. A reprogramagéo fetal nfo estd obrigatoriamente
relacionado com o rapido aumento na massa miocardica porque o hipertireoidismo causa
graus comparaveis de hipertrofia sem induzir fenétipo fetal (Izumo et al., 1988; Kim et al.,
1995). Especula-se que o ANF pode participar da génese das transformagdes fenotipicas
observadas na hipertrofia, embora o significado fisiologico deste aumento de expressdo do
ANF no ventriculo ainda permanega desconhecido. Talvez uma forma de utilizar este dado
tenha sido a descrita no infarto do miocardio experimental onde ocorre aumento de ANF no
plasma e foi demonstrada uma correlagéo positiva entre o tamanho do infarto e a presséo
diastélica final no VE, enfatizando o valor deste pardmetro como um indice seguro de
prejuizo hemodindmico na insuficiéncia cardiaca experimental (Riegger et al., 1987).

Os resultados apresentados por Boluyt et al., 1995, mostram que o tratamento com
isoproterenol (2,4 mg/Kg/d) induziu a alteragdes na expressdo de outros genes de programa
fetal. Foi observado um aumento na expressdo de duas isoformas de proteinas contrateis de

fenétipo fetal, a-actina esquelética e B-miosina de cadeia pesada. Redugéo na expressdo da
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Ca®*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), aumento na expressio da fibronectina,
uma proteina da matriz extracelular e aumento na expressdo do TGF-B1, um fator de
crescimento multifuncional que regula o crescimento celular, induz a proliferagio de
fibroblastos, aumenta a produgio de componentes da matrix extracelular e estimula sua
incorporagdo na matrix, o que pode ser um importante componente da resposta fibrética
observada na hipertrofia induzida por isoproterenol, possivelmente contribuindo para o
crescimento de midcitos € a remodelagem do miocardio. O tratamento com propranolol
resultou em diminuicdo na expressdo da fibronectina, inibiu totalmente a resposta do TGF-$1
e da SERCA, mas ndo foi observado nenhum efeito sobre a a-actina esquelética. Estes
resultados, portanto, sugerem que a estimulagdio dos receptores PB-adrenérgicos com
isoproterenol ndo foi completamente bloqueada por propanolol ou pode resultar em liberagio
de substrancias autocrinas, paracrinas e endocrinas que podem levar a essa resposta, como a
AnglIlL

Estes resultados de caracterizagdo do SRA sdo consistentes com a idéia de que a
resposta de hipertrofia cardiaca induzida pelo tratamento com isoproterenol, se acompanha do
aumento no didmetro dos midcitos e ativagdo do SRA local através do aumento da expressédo

e da atividade da ECA cardiaca e ocorre mesmo na auséncia da ativagdo do SRA sistémico.

5.3 - Mapeamento das seqiiéncias regulatorias do gene da ECA no VE de ratos
com hipertrofia cardiaca induzida por Isoproterenol
Nossos resultados mostram uma clara associagio entre a ativagdo do SRA local,
mais especificamente da ECA, e o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida por
isoproterenol. Estes dados associados a intimeras evidéncias clinicas e experimentais que
mostram que os inibidores da ECA reduzem a hipertrofia cardiaca sugerem fortemente a
participagdo do SRA local na génese da hipertrofia. Isto nos motivou a caracterizar methor o
mecanismo molecular pelo qual o gene da ECA é ativado nestas circunstincias. Para
fazermos esse estudo, uma molécula de DNA recombinante contendo a regifio promotora do
gene da ECA (contém as seqii€ncias regulatorias ou o painel de interruptores que ligam e
desligam o gene) ligado a luciferase (gene reporter) foi injetada diretamente na parede do VE
de ratos.
Para avaliarmos o sucesso da transfecgdo e localizarmos qual o tipo celular que estava

captando o DNA foi transfectado o vetor pSVf-gal diretamente na parede do VE de ratos.
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Apo6s 7 dias os animais foram sacrificados e corac8o removido para serem feitos os cortes
histologicos. O ensaio colorimétrico para B-galactosidase demonstrou que as células que
estio captando o DNA sfo os midcitos, conforme pode ser observado na Figura 25. Esta
metodologia tem sido amplamente utilizada na literatura (Nabel et al., 1989; Wolff et al.,
1990; von Harsdorf et al., 1993; Aoki et al., 1997)

Os resultados do sequenciamento das 1273 bases do promotor do gene da ECA
mostrou que existem varias seqiiéncias com potencial de participar do processo de controle da
expressdo do gene da ECA frente a diferentes estimulos fisiologicos ou patolégicos.

Com o objetivo de identificarmos se elementos regulatérios que participam desta
resposta estdo presentes no fragmento de 1273 pb estudados, o vetor W/Luc foi injetado na
parede do VE e os animais foram tratados com isoproterenol ou veiculo. Os resultados
apresentados na Figura 26B mostram um aumento de 3,5X na atividade da luciferase. Estes
resultados indicam que na regido promotora do gene da ECA investigado, existe uma ou mais
sequiéncias regulatorias importantes que estdo sendo responséaveis pelo aumento na expressio
do gene da enzima durante o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Resultados recentes de
nosso laboratério mostraram um aumento na expressdo do promotor da ECA por estimulagio
B-adrenérgica, através do tratamento com isoproterenol ¢ IBMX (isobutil metilxantina) e
também com AMPc em células endoteliais de aorta de coelho (REC) (Xavier-Neto et al.,
1999). Estes resultados estdo em concorddncia com estudos que demonstram que diante de
processos proliferativos no coragdo e vasos (Krieger et al., 1994; Morishita, et al., 1994) ha
aumento da ECA local. Além disso a transfecgfio de um vetor de expressdo com cDNA da
ECA humana em artéria cardtida de ratos, através do método de lipossomos, resultou em
aumento na atividade da ECA vascular que levou a uma elevagio na sintese de DNA
vascular, contetido de proteina e hipertrofia da camada média do vaso, através da produgio
autocrina/paracrina da Ang II. A transfecgio local do vetor da ECA no vaso nio resultou em
efeitos sistémicos tais como aumento da pressdo arterial, freqiiéncia cardiaca e atividade da
ECA no soro. Os autores postularam que o aumento na expressdo da ECA vascular induziu a
hipertrofia vascular pelo aumento na sintese local de Ang II na parede do vaso, independente
de fatores sistémicos e efeitos hemodindmicos (Morishita et al., 1994; Dzau, 1994). Os
mesmos autores demonstraram que a transfec¢do do vetor da ECA “in vitro”, em células
musculares lisa, modula o crescimento vascular também pela agdo autdcrina/pardcrina da

Ang II (Morishita et al., 1993).
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Para mapearmos as seqii€ncias regulatorias localizadas no promotor da ECA que
estavam sendo responsaveis pelo aumento da atividade da luciferase, injefamos os vetores
com delegdes progressivas da seqii€ncia completa de 1,3 Kb do promotor, conforme esquema
ilustrado na Figura 27A. O mapeamento das seqiiéncias regulatdrias ¢ feito-comparando-se a
expressdo dos diversos fragmentos. Desta forma se a retirada de uma réi;iio resultar em
aumento da expressdo, isto se deve a remogio de uma regifio contendo uma ou mais
seqiiéncias regulatorias negativas. Ao contrario, se a retirada de uma regigo estiver associada
a diminui¢do da expressdo, isto sugere que uma ou mais seqiiéncias regulatorias positivas
estio contidas na regido retirada. Os resultados mostraram que o tratamento com
isoproterenol aumentou significativamente a expressdo da luciferase nos animais injetados
com os fragmentos de —1273/Luc e —1089/Luc pb. Estes resultados indicam que as seqiiéncias
regulatorias importantes para a ativagdo do gene da ECA durante o desenvolvimento da
hipertrofia estfio localizados entre o intervalo de —1089/Luc a —477/Luc pb no promotor do
gene da ECA. Esta metodologia, tem sido bastante utilizada para estudos da regulagio de
diversos genes recebendo diferentes estimulos e podemos citar como exemplos o gene da
renina (Tamura et al., 1994), Ca**-ATPase (Fisher e al., 1993), ANF (Cornelius et al., 1997) e
do horménio do crescimento (Petersenn et al., 1998).

A via de sinalizagdo intracelular do agonista isoproterenol sobre o receptor [-
adrenérgico aumenta os niveis de AMPc dentro da célula. Pelo menos duas categorias de
seqiiéncias responsivas a0 AMPc s@o conhecidas, as do tipo CRE (cyclicAMP Responsive
Element) e as do tipo AP2 (activating protein-2), portanto essas duas seqiiéncias podem estar
sendo responsaveis pela ativagdo do promotor da ECA. Através da analise na seqiiéncia de
nucleotideos do promotor da ECA (1273 pb) foram identificadas pelo menos duas regides
contendo seqii€ncias responsivas a estimulagdo por AMPc (-131 a -232 e a outra -510 a ~809
pb) e trés seqii€éncias consensuais do tipo AP2. Na regifio do promotor que aumenta a
expressdo durante o desenvolvimento da hipertrofia (—1089/Luc a —477/Luc pb) encontra-se
uma seqiiéncia AP2 e um elemento responsivo a AMPc (CRE). Um recente trabalho de nosso
laboratdrio mostra que o promotor da ECA de rato € regulado por estimulo B-adrenérgico e
AMPc em cultura de células endoteliais de aorta de coelho (Xavier et al, 1999). Os
resultados do gel shift (interagiio proteina-CRE do promotor) mostraram que proteinas
nucleares da REC (célula endotelial de aorta de coelho) sdo capazes de se ligar a seqiiéncias

consenso para CRE, evidenciando uma via CRE ativa em REC.
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Para verificarmos se in vivo, durante o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, a
ativagdo do promotor da ECA também ¢ regulada por essa mesma via de sinalizagiio
intracelular, injetamos na parede do VE um plasmidio com mutagdio na seqii€ncia CRE
localizada na regido que estd sendo responsivel pelo aumento na expressdo do promotor
(W5J). Os resultados da Figura 28B mostram que o tratamento com isoprotereno! continua
aumentando a expressdo da luciferase nos animais que foram transfectados com o promotor
mutado (W5J). Estes resultados, portanto, indicam que a seqiiéncia regulatoria que aumenta a
expressdo da luciferase durante o tratamento com isoproterenol parece nédo ser o elemento
responsivo a AMPc. Outros experimentos estio sendo realizados com o objetivos de
identificarmos qual a seqiiéncia de nucleotideos que esta sendo responsavel pela ativagdo do
promotor da ECA durante a hipertrofia induzida por isoproterenol. O nosso trabalho estd
direcionado a tentar localizar e entender como funcionam os “interruptores” que ligam e
desligam o gene da ECA na hipertrofia cardiaca. A continuidade deste trabalho podera nos
levar a importantes informagles da regulagio do SRA durante o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.

Esta técnica de transfeccdo de genes na forma de “naked DNA” foi primeiramente
utilizada para transferéncia de genes em musculo esquelético (Wolff et al., 1990),
posteriormente sendo utilizada por varios laboratdrios para transfec¢@o em musculo cardiaco,
mostrando que a capacidade de captar e expressar o “naked de DNA” introduzido por uma
simples injegdo ndo era restrito ao musculo esquelético (Lin et al., 1990; Acsadi et al., 1991;
Kitsis et al., 1991; Buttrick et al., 1992; von Harsdorf et al., 1993; Li, et. al., 1997). Porém,
por razdes ndo muito claras este método funciona principalmente em musculo esquelético e
cardiaco, nio sendo muito eficiente para outros tecidos (Blau e Springer, 1995). Neste
modelo de transfecgdo, a expressdo do gene injetado parece estar localizada somente ao redor
do local da injegdo, com um pequeno nimero de células expressando o produto génico (Lin et
al., 1990; Buttrick et al., 1991; Acsadi et al., 1991). Analises de Southern blot do DNA obtido
de miusculo esquelético de camundongos injetados com “DNA plasmidial” mostraram a
primeira evidéncia da localizagfo episomal do gene transfectado (Wolff et al., 1990). Isto
sugere que DNA transfectado permanece na forma circular e extracromossomal, localizado
no citoplasma da célula, conforme mostrado através de técnicas de histoquimica (Lin et al.,
1990 ; Wolff et al., 1990; Buttrick et al., 1991), porém baixos niveis de integragdo no
cromossoma ndo podem der definitivamente excluidos (Wolff et al., 1990). Os mecanismos

pelo quais o DNA ¢ captado pelos midcitos necessitam ser melhor esclarecidos. Entretanto,
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devem ser dependentes das p,_iopriedades estruturais e funcionais da célula. Possivelmente,
dependem de fatores estruturais como o reticulo sarcoplasmatico e tibulos transversos, estes
ultimos contendo fluido extracelular e penetrando profundamente na célula muscular. Ainda é
possivel que o plasmideo penéﬁe na célula através de uma ruptura fisica da membrana celular
durante a injecdo do DNA recombinante (Lin, et al., 1990; Wolff et al., 1990). Essa Gltima
hipétese parece ndo ser provavel. De acordo com os resultados mostrados por von Harsdorf et
al., 1993, nos quais os niveis de expressdo do gene repdrter CAT-cloranfenicol aciltransferase
(CAT) ndo se correlacionaram com a quantidade de injiiria imposta sobre o tecido cardiaco.
O coragdo foi submetido a trés diferentes niveis de injiria. No primeiro grupo, 200 ul da
solugdo de DNA recombinante foi transfectada através de uma unica inje¢do. No segundo
grupo, 50 pl da mesma concentragfio de DNA foi transfectada em quatro sitios diferentes de
injecdo. No terceiro grupo, 200 ul da solugdo de DNA recombinante contendo a mesma
concentragdo dos dois anteriores foi transfectada com uma injeg¢do e outras trés transfecgdes
foram feitas sem o DNA recombinante ao redor do primeiro sitio de injegdo. Os resultados da
atividade da CAT ndo mostraram diferenga entre os trés grupos.

Esta técnica apesar da baixa eficiéncia na transfec¢fio apresenta varias vantagens
quando comparada com outros métodos de terapia gé€nica. Primeiro nfdo necessita de vetor
viral para a transfecgfo, eliminando a possibilidade de uma infecgfio permanente na célula do
hospedeiro. Segundo o DNA recombinante captado pela célula permanece na forma episomal
e portanto ndo apresenta 0 mesmo potencial para mutagéneses da célula hospedeira como o
vetor retroviral que se integra no cromossoma da célula. Finalmente este método nio
necessita de cultura da cé€lula hospedeira in vitro para depois ser transfectada no hospedeiro,
o0 que seria particularmente mais dificil para midcitos por serem células que néo se dividem.

Embora a tecnologia de animais transgénicos também seja utilizada para o estudo da
funcdo de genes especificos, esta tecnologia apresenta varias desvantagens, tais como:

a)o tempo e custo para gerar um animal transgénico € muito grande;

b) os efeitos da super expressdo do gene € exercida durante todo o desenvolvimento do
animal,

¢) € impossivel expressar o gene em um tnico local como por exemplo somente no VE ou em
segmentos de um vaso,

d) ¢ dificil excluir a contribui¢éo potencial dos efeitos sistémicos da expressdo do gene nos

animais transgénicos.
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A transfecgdo de genes localizados pode ser muito eficiente para o estudo da
regulagdo de um determinado gene em diferentes situagdes fisiopatologicas.

Os resultados apresentados neste trabalho sdo consistentes com a idéia de SRA locais
que podem ser regulados de maneira independente do SRA circulante e de alteragdes na
pressdo arterial. Nossos resultados ainda sugerem que o promotor do gene da enzima
conversora de angiotensina I possui uma série de regides que contém seqii€ncias regulatorias
que podem estar participando da expressdo do gene em processos patologicos como a

hipertrofia cardiaca.

Nossos dados indicam que a técnica de transfecgdo localizada de genes in vivo € uma
ferramenta experimental til para o estudo de fatores que podem influenciar na expressio de
um gene durante um complexo estado patofisioldgico in vivo, como na hipertrofia cardiaca

induzida por isoproterenol.
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ABSTRACT

The tripeptide Hip-His-Leu was used to standardize the
fluorimetric method to assay tissue angiotensin converting enzyme (ACE) activity in
rats. To evaluate whether the homogenate from different tissues interfered with the
fluorimetric determination of the His-Leu product, the fluorescence of o-
phthaldialdehyde-His-Leu adduct was compared in the presence and absence of
the homogenate (25 ul). The results showed that the homogenates from lung and
renal medulla and cortex alter significantly the intensity of the fluorescence while
the homogenate from the ot‘ﬁer tissues studied do not. To overcome this problem,
the homogenate from those tissues were diluted 10X, with the assay buffer. The
specificity of the assay was demonstrated by inhibition of ACE activity using the
compound enalaprilat (MK-422, 3 uM). There is a linear relationship between
product formation and incubation time for up to 90 min with homogenates of renal
cortex and medulla and liver, for up to 60 min with ventricles and adrenal and for up
to 30 min with aorta, lung and atrium homogenates. In addition, there is a linear
relationship between product formation and the amount of protein in the
homogenates within the following range: lung, 30-600 ug; renal cortex and medulia,
40-400 pg; atrium and ventricles, 20-200 ug; adrenal, 20-100 ug; aorta, 5-100 ug;
and liver, 5-25 ug. In the different homogenates no peptidase activity against the
His-Leu product (31 nMoles), assayed in BB (borate buffer), was detected,

excepted in liver, which was inhibited by PCMB (0.1 mM p-chloromercuribenzoic



acid). The activity of ACE in BB was higher than in PB (phosphate buffer) due, at
least in part, to a greater hydrolysis of the His-Leu product in PB. The ACE activity
increased 20% in the lung when the BB plus triton was used. The enzyme activity
was kept constant when the homogenates were stored at -20 °C or -70 °C for at
least 30 days. These results indicate the condition whereby ACE activity can be
easily and efficiently assayed in rat tissue samples homogenized in borate buffer

using a fluorimetric method with Hip-His-Leu as a substrate.



INTRODUCTION

Angiotensin converting enzyme (ACE) is a dipeptidy!
carboxypeptidase (EC 3.4.15.1) that inactivates the vasodepressor compound
bradykinin and activates the potent vasoconstrictor and growth promoting
substance Ang |l by removal of the carboxy-terminal dipeptide of Angiotensin | (Ang
). The enzyme is found mainly in the lung (1) but also in the plasma and other
tissues (2,3). In these locations, ACE can influence the production of Ang Il and
may have important physiological contribution in the maintenance of
cardiovascular homeostasis (4). Thus, measurements of ACE activity in tissues
combined with molecular biology approaches can provide important information
regarding the role of ACE in physiological and pathophysiological mechanisms.

ACE activity has been determined by different methods (1,5-
10). In general, measurements of ACE activity are based on the hydrolysis of
synthetic tripeptides blocked at the amino terminal groups (6,7,10,11). Among the
synthetic substrates, one of the most used has been Hippuryl-L-histidyl-L-leucine
(Hip-His-Leu). This tripeptide displays the terminal sequence of Angiotensin | and
its hydrolysis can be detected by the formation of hypuric acid (1) or by the
formation of the dipeptide His-Leu (8,10). The filuorimetric detection of this
dipeptide is a method of high sensitivity and is both a reproducible and simple
assay to determine ACE activity.

In the present work ACE activity in different rat tissues was



determined using the fluorimetric assay described by Santos et al. (10) to analyze
ACE activity in rat serum. Our results indicate that borate buffer performs better than
phosphate buffer, which has been the most used buffer to determine ACE activity
(1,12). Moreover, the hydrolysis of the His-Leu dipeptide was shown to be very high
in tissues like liver thus, underestimating the measurements of ACE activity. The
use of PCMB, a dipeptidase inhibitor, successfully ameliorates this problem.

Taken together, these finding extend the initial work of Santos

et al. (10) to use this method to determine tissue ACE activity in rat samples.

METHODS

Rat tissues and serum samples

Male normotensive Wistar and SHR rats (200-250 g) were used and handled
according to the guidelines of our Institution. ACE determination was performed in
serum, lung, kidney (cortex and medulla), heart ventricle and atrium, adrenal, liver
and aorta, The animals were decapitated, the blood was collected without
anticoagulant, kept on ice, rapidly centrifuged (3.000 rpm X 10 min) and preserved
at -20 °C or -70 °C. Tissue samples were quickly harvested, rinsed , biotted and
homogenized in 0.4 M borate buffer pH 7.2, containing 0.34 M sucrose and 0.9M
NaCl, and frozen at -20 °C or -70 °C (1g tissue : 10ml buffer) or 0.1 M sodium

phosphate buffer pH 7.2, containing 0.34M sucrose and 0.3M NaCl. Homogenates



were centrifuged (3.000 rpm X 10 min) and the supernatants frozen at -20 °C or -70

°C for fluorimetric assay of ACE activity.

Determination of ACE activity

ACE activity was determined in rat tissues by the method described by Santos et al.
(10) for detection of ACE activity in plasma and serum. Briefly, serum (10 pl) and
supernatants from homogenized tissues (20 ul) were incubated with 490 or 480 pl
of assay buffer containing 5mM Hip-His-Leu in 0.4M sodium borate buffer with 0.9M
NaCl, pH 8.3, sodium borate buffer with 0.1% Triton X-100 with 0.9M NaCl, pH 8.0
or 0.1M phosphate buffer with 0.3M NaCl, pH 8.0) for 15 or 30 min at 37°C. The
reaction was halted by the addition of 1.2 mi of 0.34N NaOH. The product, His-Leu,
was measured fluorimetrically at 365-nm excitation and 495-nm emission with a
Fluoro-colorimeter (AMINCO) after the addition of 100 pl of o-phthaldialdehyde
(20mg/ml) in methanol. This was followed 10 minutes later by the addition of 200
ul of 3N HCI and centrifugation in a clinical centrifuge at 3000 rpm for 10 minutes
at room temperature. To correct for the intrinsic fluorescence of the tissues and
serum, blanks (To) were done by adding the samples after NaOH had been added
to the reaction. All assays were performed in duplicate or triplicate. The samples

were assayed within a 10 second interval.



Demonstration of the validity of the enzymatic assay

Standard curves of the His-Leu were obtained daily. There was a Iinearr relationship
between relative fluorescence and His-Leu concentration. The 10 ul r’at serum or
20 ul tissue homogenates did not change the slope of the His-Leu standard curve,
except for homogenates from lung, renal me_dulla and cortex. To overcome this
problem, homogenates from those tissues were diluted ten fold with the assay
buffer. When assays were carried out in phosphate buffer solution, His-Leu

standards were prepared with the same buffer and performed in parallel.

Demonstration of the specificity of the enzymatic assay

The specificity of the assay was determined by the inhibition of ACE activity using

the compound enalaprilat, (MK-422, 3 uM).

Linearity of the assay with regard to time: a 20 ul sample of homogenized tissue
was incubated in the assay buffer for up to 120 minutes (kidney medulla and
cortex), 90 minutes (liver), 60 minutes (ventricle and adrenal) and 30 minutes

(aorta, lung and atrium). The assay was carried out as described above.

Linearity of the assay with regard to protein concentration: the samples of
homogenized tissues were tested within the following range: 30-600 ug for lung,
40-800 pg for renal medulla and cortex, 20-200 ug for ventricle, 20-400 for atrium,

20-200 pg for adrenal, 5-100 pg for aorta and 5-25 ug for liver. The homogenates



were incubated in different times. The samples were incubated in assay buffer as

described above.

Measurement of dipeptidase activity

To investigate the presence of dipeptidase activity in BB and PB we incubated 20
ul of tissue samples with 31 nMoles His-Leu for 30 minutes. The relative
fluorescence of the incubated product was compared with the value obtained at
time zero (To). The reaction was stopped with NaOH before the samples were
added. The assay was carried out as described above. In tissues where
dipeptidase activity was detected, the samples were analyzed in the presence of

the protease inhibitor PCMB 0,1 mM.

Protein determination

Protein was measured by the method of Bradford (13) using bovine serum albumin

as a standard.

RESULTS

To evaluate whether homogenates from different tissues interfere with
the detection of the His-Leu product, we compared the fluorimetric determination of
the dipeptide in the presence and absence of homogenate (25 pl). The results

showed that homogenate from renal medulla and cortex and lung, significantly



altered the intensity of the fluorescence signal, while homogenate from other
tissues did not. Diluting the homogenate from those tissues ten fold with the assay
buffer eliminated this interfegence (Figure 1).

The specificity of the hydrolysis of Hip-His-Leu as a measure
of ACE activity was demonstrated by greater than 98% inhibition of the enzymatic
activity using the compound MK-422, 3 uM (results not shown).

Production of the dipeptide His-Leu as a function of the time
of incubation is shown in the Figure 2. The linearity of the assay as a function of
time was maintained for up to 90 min for renal medulla and cortex and liver; and up
to 60 min for ventricle and édrenal; and up to 30 min for aorta, lung, and atrium.
The linearity of the assay as a function of protein concentration (Figure 3), was
maintained within the following range: lung, 30-600 ug; renal medulla and cortex,
40-400 ug; atrium and ventricle, 20-200 ug; adrenal, 20-100 ug; aorta, 5-100 ng;
and liver, 5-25 ng homogenates. Based on these results 20 pul of the lung and aorta
homogenates were incubated for 15 minutes while the other tissues were incubated
for 30 minutes to determine ACE activity. These results were obtained for both SHR
and Wistar rats.

To analyze the possibility of unspecific fluorescence
development under assay conditions, the relative fluorescence of the homogenate
was evaluated under control conditions (To) and after 1 hour of incubation of tissue
homogenate samples from Wistar and SHR rats. This period of time was chosen

because it was the maximum used for incubation. No difference between the two

10



conditions were observed indicating that the stability of the homogenates is
maintained under the assay conditions for up to 1 hour (results not shown).

To investigate whether dipeptidases in the homogenates can
hydrolyze His-Leu, destroying the compound that gives the fluorescence to
measure ACE activity, the homogenates were incubated for 30 min with the
dipeptide His-Leu. In 0,4 M borate buffer dipeptidase activity was found only in the
liver (Table ) and could be partially blocked by 100 uM PCMB. This concentration
of PCMB was chosen from a range tested (0-2 mM) which produced the highest
inhibition of dipeptidase activity without affecting ACE activity. Dipeptidase activity
observed in borate and phosphate buffer is shown in Table Il. In the presence of
the phosphate buffer (Table II), dipetidase activity was detected in kidney (50%),
ventricle (8%), serum (5%) and liver (65%). 100 uM PCMB in the incubation
medium abolished His-Leu hydrolysis in these tissues. In contrast, in borate buffer
(Table 1) the dipeptidase activity which was detected only in the liver (75% of His-
Leu was hydrolyzed) could be partilly (38%) blocked by PCMB. In addition to the
difference in dipeptidase activity, it is interesting to note that ACE activity
determined using borate buffer was consistently higher than the values obtained
with phosphate buffer (Table 1if).

The effect of release of the enzyme from the membranes was
tested using the detergent Triton X-100. ACE activity increased 20% in lung
homogenates treated with 0.1% Triton X-100 (p<0.05) while no differences were

detected in the remaining tissues (results not shown).

11



The effect of different time periods and temperature of storage
on ACE activity in tissue homogenates was tested (Table IV). To this end, the
homogenates were stored at -20 °C or -70 °C for 7 and 30 days. The enzyme
activity was kept constant when stored in both temperatures up to 30 days.

Finaly, ACE activity was compared among the different
tissues of the SHR and Wistar rats from our colony. ACE activity was lower in renal
cortex, ventricle, atrium and serum, similar in renal medulla, adrenal and liver and

higher in lung and aorta when Wistar and SHR samples were compared (Table V).

DISCUSSION

The study of the tissue ACE is a relevant issue since there
are several lines of evidence indicating that it may be linked to the development of
physiopathological conditions such as cardiac and vascular hypertrophy (14).
However, the methods for determination of ACE activity usually show different
activities depending on the buffer used.

The fluorimetric detection of the dipeptide His-Leu is one of
the most sensitive non-isotopic procedures for measuring ACE activity using
synthetic substrates such as Hip-His-Leu or the natural substrate, Angiotensin I.

According to Santos et al. (10), the use of sodium borate buffer instead of

12



phosphate buffer increased the Vmax and reduced the Km of the enzyme
measured in rat serum. As a consequence, better activity was obtained with higher
affinity of the enzyme for the substrate. Santos et al. (10) also observed lower
dipeptidase activity against the His-Leu substrate when borate buffer was used.
The Vmax of this enzyme was reduced and the Km increased. These results
indicated a protection of the His-Leu dipeptide used to measure ACE activity,
reducing its hydrolysis by the dipeptidases. Hydrolysis of His-Leu could lead to
underestimation of ACE activity due to the lower fluorescence of the aminoacids
leucine and histidine alone (10). In the present study, we extended these resulits to
optimize the conditions of the assay to determine ACE activity in several rat
tissues.

Considering that the tissues display different biochemical
composition it was necessary to investigate the interference of the different tissues
homogenates with the detection of the His-Leu product. Our results indicated that
interference was produced by lung and kidney medulla and cortex homogenates.
This problem was successfully resolved by diluting the homogenate 10X with the
assay buffer.

The specificity of the hydrolysis of Hip-His-Leu by the ACE
activity was tested in the presence of the ACE inhibitor enalaprilat. This compound
at a 3 uM concentration essentially abolished ACE activity.

The linearity of the reaction was also evaluated considering

the effects of time of incubation and protein concentration present in the

13



homogenate. The results showed that linearity could be obtained for all tissues
using 20 ul of the homogenate and a time of incubation of 30 min. Lung and aorta
required incubation times of 15 min. This is in accordance to previous reports
showing a high ACE activity in lung and aorta (15,16). Homogenate stability was
maintained up to 1 hour in the assay conditions using the borate buffer.

Dipeptidase activity varied according to tissue homogenates

essentially absent in all tissue homogenates, except liver. Meanwhile, the
phosphate buffer displayed dipeptidase activity in several other tissue
homogenates. Similarly to what was observed for serum the use of borate buffer
successfully minimizes the interference of dipeptidase activity with the assay from
rat tissues (10). The mechanism of the inhibitory effect of high ionic strength (NaCl)
combined with sodium borate buffer on the His-Leu dipeptidase activity remains to
be elucidated.

The possibility of an enhancement of ACE activity produced
by the detergent Triton X-100 was also investigated. It is thought that the detergent
can increase activity by displacing the enzyme from the membranes (3). In our
protocol only lung homogenate showed a significant increment of ACE activity
indicating no need for such treatment before the assay. The effect of time and

temperature storage were evaluated. Similar and reproducible results were

14



obtained for stocks of tissue homogenates maintained for different periods of time
and at -20 °C or -70 °C.

Although the objective of this study was not to compare ACE
tissues were compared between SHR and Wistar rats from the colony maintained
at our facility. These results are in general agreement with _f.indingsj from other
laboratories. However, discrepancies have been found (15), which may be
explained, at least in part, by different assay conditions and genetic variability in
strains of the animals studied.

In summary, the results presented here indicate that the use
of borate buffer for the fluorimetric detection of the His-Leu dipeptide is simple,
sensitive and reliable method for determination of ACE activity in rat tissue
samples. Although the sensibility of this assay for determination of ACE activity in
subcelular fractions was not investigated, the data obtained with the homogenates
suggest that this method maybe applicable as well for subcelular fractions analysis.
Precise ACE activity measurements combined with molecular biology approaches
will allow a better understanding regulatory mechanisms involved in the control of
circulating and tissue ACE activity. This is an important aspect to unravel how the
renin angiotensin system is regulated under most different physiological and

pathological condition.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Influence of tissue homogenates on the fluorescence of the dipeptide His-
Leu. The fluorescence of the dipeptide His-Leu was compared in presence and
absence of the homogenate (25 ul). Results are expressed as fluorescence/ nmol

His-Leu. Data represent the mean of three experiments + SD for SHR (0) and

Wistar (m) rats. *p < 0.001, significant differences.

Figure 2. Effect of incubation time on the formation of His-Leu product by different
tissues homogenates. Detection of the His-Leu product formation as described in
Materials and Methods. Data represent the mean of three experiments + SD. SHR

(m), Wistar (@) rats. In the liver homogenate the effect of PCMB (100 pM)

treatment was tested (+)

Figure 3. Effect of protein concentration in the assay medium on the formation of
His-Leu product by different tissues homogenates. Detection of the His-Leu product
formation as described in Materials and Methods. Data represent the mean of three

experiments £ SD. SHR (m) and Wistar (@) rats.
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Table |. Measurement of dipeptidase activity. The tissue homogenates of SHR and
Wistar rats were incubated for 30 min with the 31 nMoles His-Leu. Data represent
the relative fluorescence of the incubated product and the values obtained at time

zero (Control). Data represent the mean of three experiments + SD. For the liver

homogenate, the effect of 100 uM PCMB on the dipeptidase activity is shown. * p <

0.01, significant differences.

Table II. Effect of borate and phosphate buffer on the dipeptidase activity of tissues
homogenates of Wistar rats. The homogenates (20 pl) and serum (10 pl) were
incubated for 30 min with 62 nMoles His-Leu in presence and absence of 100 uM
PCMB. Data represent the relative fluorescence of the incubated product and the

values obtained at time zero (Control). Data represent the mean of three

experiments + SD. * p < 0.01, significant differences.

Table lll. Effect of borate and phosphate buffer on the ACE activity of Wistar rat
samples. The enzyme activity was assayed as described in Materials and Methods.

Results are expressed as nmol His-Leu/min/mg protein or nmol His-Leu/min/mi.

Data represent the mean of three experiments + SD. * p < 0.01, significant

differences.

19



Table IV. Stability of ACE activity in tissue homogenates stored at —20 °C or —70 °C
for 7 or 30 days. Analysis was performed in fresh and stored tissue homogenates.
The enzyme activity was assayed as described in Materials and Methods. Results
are expressed as nmol His-Leu/min/mg protein. Data represent the mean of three

experiments £ SD.

Table V. Determination of the ACE activity in several tissues of Wistar and SHR
rats. The enzyme activity was assayed as described in Materials and Methods.

Results are expressed as nmol His-Leu/min/mg protein or nmol His-Leu/min/ml.

Data represent the mean of three experiments + SD. * p < 0.05, significant

differences.
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MEDULLA 57 +0,09 5,8 +0,04 57 +0,09 5,7 +0,06
CORTEX 5,8 + 0,08 57+0,14 57 0,05 5,6 +0,10
LUNG 5,7 +0,01 58+0,04 5,7 +0,07 5,8 +0,05
VENTRICLE 5,5+0,05 53+0,09 55+0,07 52+0,05
AORTA 571002 570,02 5,9+ 0,01 59+0,02
ATRIUM 55+£0,05 5,3+0,03 580,05 5,6 +0,03
ADRENAL 5,5+0,04 55+0,03 5,7 +0,03 5,5+0,09
LIVER (-)PCMB 58+ 0,05 20+0,09* 580,05 23+003*
LIVER (+)PCMB 58+0,05 38+012* 58+0,05 38+0,12*

Table |



TISSUES

LUNG (+) PCMB 14901 | 149+0,06 | 146+033 | 146+0,30
LUNG (-) PCMB 150202 | 144+086 | 147 +0,19 14,8 £ 0,57
SERUM (+) PCMB 118+0,3 | 121+0,09 | 12,7+0,05 11,9+ 0,09
SERUM (-) PCMB 13602 | 134+025 | 133+0,09 112027 *
KIDNEY (+) PCMB 14701 | 138+0,10 | 147+0,13 13,8 £ 0,24
KIDNEY (-) PCMB 147+01 | 135+021 | 14,7+011 7,57 +0,41*
VENTRICLE (+) PCMB 124+02 | 124+0,15 | 12,5005 12,3 £ 0,07
VENTRICLE (-) PCMB 129+03 | 11,7£047 | 127 0,05 9,8+0,18*
LIVER (+) PCMB 12205 76+062*| 12,5+0,05 11,8+ 0,02
LIVER (-) PCMB 13,8+0,2 35+020*%| 14,2+0,22 50+034*

Table Il




10SPF OFF

UNG
SERUM
KIDNEY
VENTRICLE
LIVER

131,04
86+17
1,5+0,12

0,15+ 0,017

286+21*
280+23*
1,2+0,18*
0,16 +£0,013 *
0,023 + 0,0054 *

Table Il



MEDULLA 8.6+1.0 6.6+1.1 7010 6.8+0.3 6.1+£09
CORTEX 7.1+£03 7.0+x16 6.3+1.0 6.4+05 6.4+0.8
LUNG 172.4+6.1 | 186.7+10.7| 17931229 170.3+11.9] 162.1+8.3
VENTRICLE 1.8+0.3 1.6+£03 16+0.2 1.8+0.2 1.7+0.2
AORTA 121855 1150+11.4 1076 +7.8 110579 1040+438
ATRIUM 10.2+16 10.7 £2.3 10.0+14 109+1.7] 102+16
ADRENAL 1.1+ 0.1 20+x04 1.2+02 1.1+£0.1 1.1 +£0.1
LIVER 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0

Table IV




83+04

CORTEX 7,1+0,4 6,0+04
LUNG 172,4 £7,5] 2289 +26,2
VENTRICLE 1,804 0,8+0,0
ATRIUM 102+1,9 59+0,9
AORTA 121,867 136,8 £ 5,9
ADRENAL 1,1+01 1,1+0,2
LIVER 0,1+0,0 0,1+0,0
SERUM 1276+1,5 92,9+97

Table V



