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RESUMO

O pericardio de mamiferos consiste de uma membrana serosa e um saco fibroso. A serosa
cobre a porcdo externa do coracdo (pericardio visceral) e margeia a parte interna do saco
fibroso (pericéardio parietal). Fungdes como transporte de fluido e particulas, participacdo em
reacOes inflamatorias, reparo tecidual, protecdo contra microrganismos e disseminagdo
tumoral tém sido atribuidas a esta estrutura. O espago entre 0 pericardio visceral e parietal
contém o fluido pericardico que serve como um lubrificante e desempenha muitas funcdes
locais. A composicdo deste fluido é considerada como um ultrafiltrado do plasma,
enriquecido em moléculas como prostaglandinas, fator natriurético atrial, fatores de
crescimento e angiotensina Il (Ang Il) entre outras. A visdo classica da Ang Il como uma
molécula vasoativa que participa da regulacdo hemodinamica sistémica e local tem se
expandido. Este peptideo, hoje em dia, € considerado como uma citocina, desempenhando
fungBes na patologia cardiovascular, com efeitos pro-fibroticos e pro-inflamatorios. Estudos
tém demonstrado que além da enzima conversora de angiotensina (ECA), outras enzimas sdo
capazes de gerar Ang Il, dentre elas a quimase, cujo principal sitio de producédo e estocagem
sdo 0s mastdcitos. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram demonstrar a presenca tanto de
ECA quanto de quimase no fluido pericardico bovino, quantificar os mastocitos e
imunolocalizar ambas as enzimas na membrana pericéardica de boi, verificando assim seus
possiveis sitios de sintese. Os resultados obtidos permitiram a identificacdo de uma isoforma
de ECA no fluido pericardico, com massa molecular de aproximadamente 146 kDa, ap6s a
imunorreacdo sobre membrana de nitrocelulose. Nas seccBes de membrana pericérdica, a
ECA foi identificada ao longo da camada mesotelial, sugerindo ser esta a fonte de producéo
de parte da ECA existente no fluido pericardico. Em relagcdo a quimase, enzima pertencente as
vias alternativas para producdo de Ang Il, ndo foi possivel detectar a presenca desta enzima
em amostras deste fluido. Através das reacdes histoquimicas, os mastdcitos foram
identificados e quantificados na membrana pericardica. A densidade média foi de
43,77+14,73 mastocitos/mm? por animal. Em relacdo a integridade destas células, a densidade
de mastdcitos degranulados foi maior que a densidade de mastdcitos granulados, sendo esta
diferenca estatisticamente significante. Finalmente, a imunodetec¢do de quimase, atraves da
microscopia de fluorescéncia, permitiu, pela primeira vez, a identificagdo de mastdcitos

quimase-positivos em seccdes de tecido bovino, embora em quantidade reduzida.

Palavras chave: Ang I, ECA, quimase, mastocitos, pericardio parietal e fluido pericardico.



ABSTRACT

The mammalia pericardium consists of a serous membrane and a fibrous sac. The serous
covers the outside of the heart (pericardium visceral and lines the inside of the fibrous sac
(parietal pericardium). The space among parietal and visceral pericardium contain the
pericardial fluid wich serves as lubricant and play many local roles. The composition of this
fluid is considered as an ultrafiltrate of plasma enriched in molecules, such as prostaglandins,
atrial natriuretic factor, growth factors and angiotensin (Ang Il). The classic vision of Ang Il
as vasoactive molecule that participates of systemic and local hemodynamic regulation has
been expanded. This peptide nowadays is considered as a cytokine presents an active role in
cardiovascular pathology with pro-fribrotic and pro-inflammatory effects. Studies
demonstraded that chymase is an alternative pathway of Ang Il synthesis. The aims of this
study was to show the presence of ACE and chymase in the bovine pericardial fluid, quantify
the mast cells and identify the presence of both enzymes on the bovine parietal pericardium.
The results obtained allowed the identification of an ACE isoform in the pericardial fluid
weighing about 146 kDa, after immunoreaction on nitrocellulose membrane. In sections of the
pericardial membrane, ACE has been identified along the mesothelial layer. It’s suggesting
this layer can be a source that produce part of the ACE in pericardial fluid. Regarding
chymase, an enzyme of the alternative pathway of Ang Il , has not been possible to detect the
presence of this enzyme in samples of this fluid after immunoreaction on nitrocellulose
membrane. Through histochemical reactions, mast cells were identified and quantified in the
pericardial membrane. The average density was 43.77 + 14.73 cells / mm 2 per animal. In
relation to the integrity of these cells, the density of degranulated, median, mast cells was
greater than the density of mast cell granules, and this difference was statistically significant.
Finally, the immunodetection of chymase by fluorescence microscopy, allowed for the first
time, the identification of chymase positive mast cells in sections of bovine tissues, although

small amounts.

Key words: Ang Il, ACE, chymase, mast cells, parietal pericardium and pericardial fluid.
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1 INTRODUCAO

1.1  ESTRUTURA DO PERICARDIO PARIETAL DE MAMIFEROS

A importancia do pericardio tem sido, nos ultimos anos, cada vez mais
investigada. Os primeiros estudos desta estrutura ndo lhe atribuiam nenhuma funcéo essencial
relacionada a manutencdo das condi¢Bes fisioldgicas normais. Avangos nas pesquisas
comecaram a demonstrar papéis relevantes desempenhados pelo pericardio tais como:
prevencdo da super dilatacdo do coracdo; protecdo do coracdo contra infecgcdes e adesdo aos
tecidos vizinhos; fixacdo do coracdo; e regulacdo do volume de ejecdo dos ventriculos
(BERGLUND, SARNOFF e ISAACS, 1955; HOLT, 1967 e 1970; HOLT, RHODE e KINES,
1960). FuncBes como transporte de fluido e particulas, participacdo em reacdes inflamatdrias,
reparo tecidual, protecdo contra microrganismos invasores e disseminacdo tumoral também
estéo relacionadas a esta estrutura (revisado por MUTSAERS, 2002).

O pericardio de mamiferos ¢ composto por duas camadas: o pericardio fibroso,
mais externo, e o pericardio seroso, mais interno. O pericardio fibroso € uma estrutura
composta por fibras colagenas e elasticas, fornecendo suporte mecanico as estruturas em torno
do mediastino. J& o pericardio seroso é constituido de um pericardio visceral, também
denominado de epicérdio, inseparavel do coracdo, e de um pericardio parietal, refletido sobre
o0 coracao. O pericardio parietal representa a parede parietal externa, que faz face de um lado
com o pericardio fibroso e do outro com um compartimento extracelular que é a cavidade
pericardica ou espaco pericardico, no interior da qual esta contido o fluido pericardico. As
camadas serosa e fibrosa do pericardio parietal, juntas, devem medir menos que 2 mm em
individuos normais, sendo a camada fibrosa a de maior espessura. Os prolongamentos do
pericardio seroso formam dois tubos. Um tubo margeia as origens da aorta e tronco pulmonar,
enquanto o0 outro margeia as origens da veia cava superior, veia cava inferior e veias
pulmonares. A conex&o desses tubos é feita através do seio transverso (HOLT, 1970).

O pericardio parietal de mamiferos é composto por trés camadas: a serosa, a
fibrosa e uma camada mais externa de tecido conectivo epipericardico. A primeira consiste de
uma camada superficial de células mesoteliais (mesotélio) e de um estreito espaco
submesotelial que separa as células mesoteliais da fibrosa, camada situada logo abaixo. A
fibrosa é composta por células do tecido conectivo, como fibroblastos, macrofagos,
mastocitos e linfécitos, por pequenos vasos, por colageno compactamente arranjado e por
pequenas fibras elasticas. Por fim, a camada tecidual conectiva epipericardica contém fibras
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colagenas e elasticas, células adiposas, elementos neurais e vasos sanguineos (ISHIHARA e
cols., 1980 e 1981).

A camada mesotelial é composta por uma Unica camada de células. O mesotélio
margeia a superficie das cavidades serosas (pleural, pericardica e peritoneal), e no homem,
também reveste a tunica vaginal, nas regides anterior e lateral do testiculo.
Embriologicamente, o mesotélio desenvolve-se do tecido mesodérmico entre 8° e 18° dias de
gestacdo, dependendo da espécie. Em humanos, isto ocorre por volta do 14° dia, com a
gradual diferenciacdo destas células, de redondas ou cubdides para células alongadas e
achatadas (HESSELDAHL e LARSEN, 1969; TIEDEMANN, 1976). As células mesoteliais
estdo apoiadas sobre uma lamina basal e apresentam didmetro maximo sagital na area dos
nucleos, freqiientemente posicionados ao centro. O citoplasma contém pequeno numero de
mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasméatico bem desenvolvidos, bem como
vesiculas pinociticas e vactolos dispersos no citosol. Cilios e microvilos s&o observados na
superficie das células mesoteliais. Estruturas juncionais intercelulares especializadas, como
zbnulas ocludentes e desmossomos, encontram-se presentes ao longo das superficies laterais
das células mesotelias. Os desmossomos reforcam a adesédo intercelular enquanto as zoénulas
ocludentes constituem barreiras limitantes a passagem de macromoléculas, que poderiam
atravessar a camada mesotelial pela rota intercelular. A presenca desta barreira é
imprescindivel para a manutencdo de uma pressdo osmotica coloidal de 25% e de um
conteddo protéico no fluido pericardico variando de 1,3 a 3,5%, quando comparados ao
sangue (ISHIHARA e cols., 1980 e 1981; MAURER, WARREN e DRINKER 1940).

O transporte de substancias do pericardio em direcdo a cavidade pericérdica e
vice-versa ja encontra-se estabelecido. Pequenas moléculas podem ser retiradas rapidamente
da cavidade pericardica pela atuacdo dos capilares subepicardicos, enquanto particulas de
tamanhos maiores sdo transportadas com maior dificuldade (ISHIHARA e cols., 1980 e
1981). O transporte entre estes compartimentos pode ser realizado através de rotas
intercelulares e transcelulares. Von Recklinghausen, em 1863, descreveu a presenca de
estdmatos, cavidades na jungdo de duas ou mais células mesoteliais, e postulou que estes
permitem o movimento de fluido e particulas para e das cavidades serosas pela rota
intercelular. Este transito, entretanto, seria limitado pela presenca das z6nulas ocludentes
(ISHIHARA e cols., 1980 e 1981). Em relacéo a rota transcelular, a presenca de vesiculas e
vacutolos bem desenvolvidos no interior das células mesoteliais caracterizaria o transito de
fluido e particulas de até 100 nandmetos pelo mesotélio (MUTSAERS, 2002). Também em

relacdo a este transito, alguns autores, contudo, relatam que o transporte através do mesotélio
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seria limitado, devido ao numero de vesiculas encontradas no citosol ser relativamente
escasso (KLUGE e HOVIG, 1967 ae b; HOLT, 1970; ISHIHARA e cols., 1980 e 1981).
Diversas caracteristicas sdo encontradas nas células cuja funcdo é a sintese e
secrecdo de proteinas. A abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso indica uma alta
atividade de sintese. A presenca de complexo de Golgi e de vesiculas bem desenvolvidos
pode estar relacionada com a alta taxa de processamento e transporte. Os microvilos na
superficie permitem uma maior troca de substancias através da membrana plasmatica
(ISHIHARA e cols., 1980 e 1981). Devido as dificuldades encontradas pelos fluidos e
particulas para transpor a barreira criada pelas celulas mesoteliais, a composic¢éo dos fluidos
presentes nas cavidades que estas células delimitam, particularmente na cavidade pericardica,

pode estar relacionada aos produtos sintetizados e secretados por estas células.

1.2 FLUIDO PERICARDICO

Os movimentos cardiacos sempre foram influenciados pelas células endoteliais e
vasos coronarios através da liberacao de fatores difusiveis. Entretanto, pouca atencéo era dada
ao pericardio e ao fluido pericardico em relagdo ao controle cardiaco (HORKAY e cols.,
1998). Nos ultimos anos, além de diminuir o atrito entre os folhetos durante os batimentos
cardiacos, diversas evidéncias apontam para um papel, desempenhado pelo fluido pericardico,
relacionado com a regulacdo cardiaca de curto e longo-prazo, através de substancias
paracrinas e autocrinas.

A partir de analises da composicdo protéica (um terco a um quarto da encontrada
no plasma sanguineo) e iénica do fluido pericardico, acreditava-se que este tinha formacéo a
partir de um ultrafiltrado passivo do plasma sanguineo (GIBSON e SEGAL, 1978).
Substancias como prostaglandinas (DUSTING e cols., 1983; MEBAZAA e cols., 1998),
peptideo natriurético atrial (HORKAY e cols., 1998; MEBAZAA e cols., 1998; SOOS e cols.,
2002; SZOKODI e cols., 1997), endotelina-1(HORKAY e cols., 1998; MEBAZAA e cols.,
1998; SZOKODI e cols., 1997), fatores de crescimento (MEBAZAA e cols., 1998) e uma
isoforma de ECA (GOMES e cols. 2008) encontram-se presentes no fluido. A presenga no
fluido pericérdico de substancias em concentragdes maiores que as existentes no plasma,
provavelmente indica que a origem das mesmas ndo ocorra por difusdo do sangue, sugerindo
a presenca de fontes locais. ConcentracGes aumentadas ja foram observadas particularmente
em relacdo ao peptideo natriurético atrial e a endotelina-1. Sabe-se que a endotelina-1 é
constitutivamente secretada pelas células endoteliais, desempenhando papéis importantes no

controle do ténus da musculatura lisa (MASAKI e cols., 1991), na regulacdo do fluxo
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sanguineo corondrio e no estado contratil do miocéardio (HORKAY e cols., 1998). Devido ao
fato das células mesoteliais serem derivadas das mesmas células tronco que as células
endoteliais vasculares (HORKAY e cols., 1998), Szokodi e cols. (1997) demonstraram in
vitro que as células mesoteliais epicardicas sintetizam e liberam substancias vasoativas, dentre
elas a endotelina-1. Assim, a endotelina presente no fluido pericardico poderia ser produto de
secrecBes vindas do préprio pericardio (HORKAY e cols., 1998; MEBAZAA e cols., 1998).
Estimulos fisioldgicos relevantes in vitro produziram alteragdes na producdo de mediadores
pelas células mesoteliais pericardicas. In vivo, as alteracbes miocardicas poderiam contribuir
para as mudancas demonstradas no contetdo do espaco pericardico (MEBAZAA e cols.,
1998). A endotelina-1 liberada pelas células mesoteliais pode acumular-se no fluido
pericardico para posterior transporte para 0 espaco intersticial miocardico, ligando-se a
receptores especificos locais (MOLENAAR e cols., 1993).

Outra potencial fonte para os mediadores presentes no espaco pericardico inclui o
proprio miocardio, cujo fluido intersticial migra pelo epicardio para este espaco. Algumas
substancias vasoativas presentes em grandes concentracdes no fluido pericardico ndo sdo
produzidas pelas células mesoteliais e ndo sdo difundidas do plasma, como o peptideo
natriurético atrial. A principal fonte de producdo do peptideo natriurético atrial se da pelos
atrios, em maior quantidade, e pelos ventriculos. Assim, a presenca deste peptideo pode ser
explicada pelo influxo do fluido intersticial para a cavidade pericardica (MEBAZAA e cols.,
1998).

1.3 VIAS DE PRODUQAO DE ANGIOTENSINA I

O sistema renina-angiotesina € uma cascata hormonal, controlando diversas
funcgdes fisiologicas de érgdos como coracdo, rins e glandulas supra-renais, que contribuem
para a manutencdo do balango fluido-eletrolitico corporal e da pressdo arterial. O sistema
classico consiste de um mecanismo endocrino circulante em que o principal horménio efetor é
a angiotensina Il (Angll) (CAREY e SIRAGY, 2003). A Ang Il é um octapeptideo
apresentando a seguinte sequéncia de aminoacidos Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe. Este
peptideo € derivado de uma proteina maior, o angiotensinogénio, produzido pelo figado e
lancado para a circulacdo. As células justaglomerulares dos rins produzem uma enzima, a pro-
renina que, através de modificacdes bioquimicas, é ativada em renina ativa. Na circulagéo, a
renina age sobre o angiotensinogénio produzindo um decapeptideo, a angiotensina I (Ang 1).
Ang |, por sua vez, sofre a agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), a qual cliva a

cadeia peptidica retirando o dipeptideo His-Leu, formando assim, a Ang Il, de acordo com a
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via classica (REILLY e cols., 1982; CAREY e SIRAGY, 2003; KRAMKOWSKI e cols.,
2006). A ECA ¢é uma metaloprotease dipeptidil carboxipeptidase, sendo identificada pela
primeira vez em 1956 (SKEGGS, KAHN, SHUMWAY), apresentando uma forma somatica e
uma testicular. A forma somatica apresenta massa molecular variando de 90 kDa a 160 kDa,
dependendo da sua localizacdo (KRAMKOWSKI e cols., 2006). Grande parte da ECA esta
localizada na membrana plasmética de vérios tipos de células, incluindo células endoteliais
vasculares. Em adicao a clivagem de Ang | em Ang Il, a ECA metaboliza bradicinina, um
ativo vasodilatador, em um peptideo inativo. Portanto, a enzima conversora de angiotensina
aumenta a producdo de um potente vasoconstritor, Ang Il, enquanto simultaneamente degrada
um vasodilatador (ERDOS e SKIDGEL, 1997). Oxido nitrico e eicosanoides vasodilatadores
sdo antagonistas fisioldgicos de Ang Il. Assim, quando um inibidor de ECA é utilizado, a
sintese de Ang Il é inibida, a producdo de déxido nitrico e de prostaglandinas é facilitada e a
degradacéo de bradicinina é reduzida (CAREY e SIRAGY, 2003).

Desde a primeira descricdo do sistema renina-angiotensina até os dias atuais,
avancos foram feitos e novas informagdes foram introduzidas. Tem sido caracterizada a
presenca de um sistema renina angiotensina tecidual local (PAUL e cols., 2006; RE, 2004) e
de um sistema intracelular (KUMAR e cols., 2007). Os sistemas tecidual e intracelular sdo
caracterizados pela presenca de componentes do sistema renina-angiotensina requeridos para
producdo de Ang Il e de receptores especificos no préprio tecido ou célula. Em adi¢do ao
coracdo, outros sitios em que o sistema local tem sido demonstrado incluem os rins
(HALLER e cols., 2006), o cérebro (SAKAI e SIGMUND, 2005), o pancreas (LEUNG e
CARLSSON 2005), os sistemas reprodutor e linfatico (PAUL e cols., 2006) e o tecido
adiposo (GOOSSENS e cols., 2007). Os sistemas renina-angiotensina sistémico e tecidual
funcionam de forma sinérgica, ndo existindo oposicéo entre eles. Acredita-se que o primeiro
tenha uma maior participacdo na regulacdo do volume sistémico e do balango eletrolitico,
enquanto que o segundo tenha efeitos teciduais locais envolvendo proliferagéo, crescimento,
sintese protéica e funcbes dos 6rgdos nos quais encontra-se presente (PAUL e cols., 2006;
LEUNG, 2007). A nova visdo expandida do sistema renina-angiotensina, portanto, apresenta
fungdes paracrinas, autdcrinas e intracrinas (FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008).

A Ang Il apresenta dois subtipos de receptores especificos, denominados AT-1 e
AT-2. Estes receptores encontram-se localizados ao longo da vasculatura, no coracgdo, nos
rins, nas supra-renais e nos sistemas nervoso e endocrino. Contudo, existem diferencas na
distribuicéo e expresséo de cada subtipo e em diferentes fases do desenvolvimento. No tecido

fetal, AT-2 € o subtipo predominante e permanece assim até ao nascimento, quando a situacéo
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é revertida e AT-1 passa a ser predominante. No tecido adulto, entretanto, AT-2 predomina
em Orgdos como no Utero, no ovario, na medular da supra-renal e em algumas areas distintas
do cérebro (WIDDOP e cols., 2003). AT-1 é responsavel por grande parte dos efeitos
fisioldgicos desempenhados pela Ang Il, tais como: vasoconstric¢do, por meio da contracéo
da musculatura lisa dos vasos; crescimento e migragdo celulares; deposicdo de matriz
extracelular; secrecdo de aldosterona, levando a uma maior retencdo de sodio pelos tubulos
renais; expressao de moléculas de adesdo e de fatores pro-inflamatdrios, como Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6); reducdo da producdo de oxido nitrico;
além de influenciar diretamente na contracdo cardiaca. Os efeitos da ativacdo de AT-1 estdo
relacionados com aterosclerose, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca. A ativacdo do subtipo
AT-2 desencadeia efeitos anti-proliferativos e pro-apoptoticos, aumento de secrecdo de 6xido
nitrico, vasodilatacdo e efeitos antiinflamatorios (CAREY e SIRAGY, 2003; MATAVELLI e
cols., 2011; MEHTA e GRIENDLING, 2007; MIYAZAKI e TAKAI, 2006; TOUYZ e
BERRY, 2002; WIDDORP e cols., 2003). Expressdo aumentada de AT-2 ocorre em condicdes
patoldgicas incluindo hipertensdo, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal, isquemia cerebral e diabetes (BAUTISTA e cols., 2001).

Inibidores de ECA sdo muito usados no tratamento de pacientes hipertensos ou
com insuficiéncia cardiaca. Os efeitos benéficos deste tratamento podem estar relacionados ao
bloqueio da formacdo de Ang Il a partir de Ang I. Entretanto, durante a terapia cronica com
inibidor de ECA, os niveis plasmatico e tecidual de Ang Il permanecem inalterados ou
elevados quando comparados aos niveis de pre-tratamento (FARQUHARSON e cols., 2002;
TOM e cols., 2003). Tal evidéncia sugere a existéncia de outras vias locais de conversdo de
angiotensina, que podem ser responsaveis por esse aumento dos niveis de Ang Il em pacientes
submetidos a tratamento crénico. Tem sido descrito um nimero crescente de enzimas capazes
de gerar Ang Il, dentre elas o ativador de plasminogénio tecidual (tPA), a catepsina G, a
tonina, a endopeptidase neutra, a calicreina e a quimase (DZAU, 1989). Urata e cols. (1990a)
mostraram que aproximadamente 80% de Ang Il formada no coracdo era dependente de
quimase e 11% era dependente de ECA. Diferentemente da tonina (URATA e cols., 1990b) e
catepsina G (TONNESEN e cols., 1982; URATA e cols., 1990b), a quimase cardiaca ndo
forma Ang Il a partir do angiotensinogénio (URATA e cols., 1990b).

Novos componentes do sistema renina-angiotensina continuam sendo descobertos.
Enquanto que a renina e 0 angiotensinogénio apresentam meias-vidas plasmaticas
relativamente altas, Ang | e Il dentro de segundos sdo degradadas em diferentes peptideos

vasoativos, por peptidases coletivamente chamadas de angiotensinases (CAREY e SIRAGY,
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2003). Em 2000, uma zinco metaloprotease, consistindo de 805 aminoacidos, apresentando
homologia com a ECA, foi caracterizada. Esta nova enzima, ECA-2, tem a fungdo de
hidrolisar Ang I em Ang (1-9) e Ang Il em Ang (1-7). Ela tem sido localizada nas membranas
celulares de midcitos cardiacos, células endoteliais, tubulo renal e testiculo (DONOGHUE e
cols., 2000). Em contraste com a ECA, a ECA-2 ndo converte Ang | em Ang Il, e sua
atividade enzimética ndo € inibida por inibidores da enzima conversora de angiotensina. Ela é
um inibidor efetivo de producdo de Ang Il pela estimulacdo da via alternativa de degradacéo
de Ang I. Ang (1-7) desempenha importantes fungdes, pois contrabalanceando os efeitos
desencadeados pela Ang Il, promove vasodilatagdo e anti-proliferacdo (FYHRQUIST e
SAIJONMAA, 2008). Em adi¢do aos novos membros do sistema renina-angiotensina, a
expressao de receptores de pro-renina/renina tem sido identificada no coragdo, cérebro e
placenta e, em baixos niveis nos rins e figado. Acredita-se que ao serem ativados, estes
receptores participem da producdo local de Ang I, contribuindo para os niveis sistémicos
(FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008).

1.3.1 Quimase

Ang Il pode ser enzimaticamente gerada a partir de Ang | pela acdo de quimase,
sendo esta via observada principalmente em certas condicdes patoldgicas. Esta protease
hidrolisa a extremidade C-terminal de qualquer peptideo, ap6s um aminoécido aromatico
como Phe, Tyr e Trp. Em humanos e hamsters cliva a ligacdo Phe-His de Ang | formando
Ang I (WINTROUB e cols., 1984). Quimase cardiaca humana ndo degrada peptideos como a
bradicinina ou o0 peptideo intestinal vasoativo, nem forma Ang Il a partir de
angiotensinogénio (URATA e cols., 1990b). Esta enzima é uma serino-protease solvel,
semelhante a quimiotripsina, de aproximadamente 30 kDa, estocada nos granulos de
mastocitos (CAUGHEY e cols., 1991; IRANI e cols., 1986; SCHECHTER e cols., 1986;
SCHECHTER e cols., 1990). Como a quimase é sintetizada na forma de zimogénio, esta
enzima é ativada por uma dipeptidil peptidase I. Camundongos que ndo expressam a
dipeptidil peptidase | produzem quimase, porém, esta permanece inativa (WOLTERS e cols.,
2001). Baseado em alinhamentos estruturais, esta enzima é dividida em duas classes distintas:
a e B. A o quimase apresenta afinidade pela clivagem da ligagdo Phe-His da Ang | para
formar Ang II. Ja a B quimase, além de apresentar afinidade pela ligagdo Phe-His, cliva a
ligacdo Tyr-lle da Ang Il, inativando-a (CAUGHEY e cols., 1995). Camundongos e outros

roedores possuem uma o quimase € pelo menos uma § quimase (LUTZELSCHWARB e cols.,
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1997). Entretanto, em bois, cdes e primatas s0 foram identificadas quimases do tipo o
(CAUGHEY, 2002).

A quimase foi inicialmente localizada nos mastocitos (SCHECHTER, 1986).
Entretanto, sua presenca tem sido demonstrada em outros sitios, como no endotélio (URATA
e cols., 1993), nas células do musculo liso vascular (GUO e cols., 2001) e na matriz
extracelular (URATA e cols., 1993). Contudo, h& divergéncias com relacdo a essas
informacdes (YAMADA e cols., 2001). Para a quimase exercer sua acdo no coracao, 0S
mastocitos cardiacos devem ser estimulados a degranular e isso ocorre em estados de
inflamacdo cronica (KOKKONEN e cols., 2003). No coragdo, em suas camaras, existem
diferengas quanto ao predominio das vias de producdo de Ang Il, com a via da quimase
prevalecendo no ventriculo esquerdo (URATA e cols., 1993). Estudos in vivo e in vitro
sugerem que quimases, quando liberadas pelos mastocitos degranulados, desempenham uma
variedade de funcgdes bioldgicas. Estas fun¢Bes incluem regulacdo da ativacdo de peptideos
vasoativos (FRANCONI e cols., 1989), degradacdo de matriz extracelular (VARTIO e
cols.,1981), estimulacdo de secrecdo de glandulas submucosas das vias aéreas
(SOMMERHOFF e cols.,, 1989) e aumento da permeabilidade vascular cutanea
potencializando o efeito da histamina (RUBINSTEIN e cols., 1990).

Estudos de modelagem molecular da quimase humana (URATA e cols., 1993)
indicam a presenca de varios residuos carregados positivamente na superficie da enzima.
Estes residios, existentes também na quimase | de rato, permitem a ligacdo desta serino-
protease a heparina ou a outros proteoglicanos sulfatados e glicosaminoglicanos encontrados
nos granulos dos mastacitos e também na matriz extracelular (REMINGTON e cols., 1988).
A natureza altamente bésica da quimase humana é comum a outras proteinases conhecidas
encontradas nos granulos dos mastocitos incluindo triptase, carboxipeptidase A e catepsina G
(URATA e cols., 1991). Quando a quimase encontra-se associada a heparina ou ao heparan
sulfato, esta enzima é relativamente resistente a degradagéo proteolitica e a inativacdo pelos
inibidores de serino-proteases plasmaticos (FROMMHERZ e cols., 1991). A quimase no
coragdo pode, assim, permanecer ativa depois de se ligar & matriz extracelular. Portanto, em
condicBes patoldgicas, a via da quimase pode ser o maior sitio de formagdo de Ang Il no
coracdo humano (URATA e cols., 1991).

Multiplas linhas de evidéncias tém sugerido vias alternativas a da ECA para a
producdo de Ang Il. No coragdo, a via da quimase tem papel fundamental. Segundo TAKAI e
cols. (2003), a Ang Il, derivada da quimase, estd indubitavelmente envolvida na fibrose

tecidual associada com a cardiomiopatia. A intima relagdo topografica existente entre o
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coracdo, o liquido pericardico e o pericardio parietal evidencia a importancia de se identificar
a presenca no liquido pericardico da enzima conversora de angiotensina e da quimase,
enzimas produtoras de Ang Il, bem como verificar as possiveis fontes de producdo destas

enzimas no pericardio parietal bovino.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
O objetivo deste trabalho é o de obter evidéncias morfoldgicas e bioquimicas que
permitam caracterizar, na membrana pericardica e no fluido pericardico bovinos, a

presenca de constituintes das vias de producédo de Ang II.

2.2 ESPECIFICOS

1. Identificar a presenca de enzima conversora de angiotensina no liquido
pericardico;

2. ldentificar a presenca da quimase no liquido pericérdico;

3. Identificar e quantificar os mastdcitos no pericardio parietal;

4. ldentificar a presenca de mastdcitos quimase positivos no pericardio parietal e
outros locais desta membrana com positividade para esta enzima;

5. Identificar no pericardio parietal os locais com positividade para enzima

conversora de angiotensina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE MEMBRANAS E LIQUIDO PERICARDICO

A utilizacdo do modelo bovino neste trabalho justifica-se pelas semelhancas
histolégicas do pericardio parietal bovino com o pericardio parietal humano, conforme
descrito por Ishihara e cols., (1981). Fragmentos de membrana pericardica parietal bovina
foram obtidos durante o processo de abate dos animais nos frigorificos Delta (Delta-MG) e
Boi Bravo (Uberaba-MG), mediante autorizacdo dos veterinarios responsaveis. Foram
coletados 10 fragmentos, sendo um de cada boi. Em seguida, os fragmentos de membrana
pericardica foram lavados, acondicionados em solucéo fisiologica a 4°C e transportados para
o laboratério.

O liquido pericardico foi coletado durante o abate dos animais no Frigorifico

Delta. O fluido foi aspirado da cavidade pericardica com seringa estéril e somente as amostras
limpidas e visualmente sem contaminagdo com sangue foram utilizadas.

Este estudo, por se tratar de condig¢des “ex vivo”, ndo necessitou de parecer da

Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais (CEUA) para sua execucao.

3.2 PROCESSAMENTO DO LIQUIDO PERICARDICO

O liquido pericéardico foi aliquotado e centrifugado a 12.400 rpm, a 4°C, por 10
minutos, em centrifuga refrigerada (Centrifuge 5402, Eppendorf®). Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi coletado e imediatamente processado ou congelado para posterior utilizacao.

A grande quantidade de albumina presente no fluido pericéardico foi reduzida
com a utilizacdo da resina Blue Agarose (Bio Rad®). Amostras de 250 ul do extrato bruto de
liquido pericardico foram incubadas com 1 ml de Blue Agarose, equilibrada com tampédo
fosfato de sodio 0,05 M, pH 6. A incubagdo foi realizada por 2 horas, a temperatura ambiente
e sob agitacdo. Em seguida, o material foi centrifugado a 14.200 rpm, a 4°C e os

sobrenadantes foram coletados para serem utilizados posteriormente.

3.3 IMUNOPRECIPITACAO

Amostras de 500 pl de liquido pericardico, obtidas apos a retirada de albumina
ou o extrato bruto, foram adicionadas de 2,5 ul de anticorpo monoclonal anti-ECA (200
pg/ml, Santa Cruz®) ou anti-quimase (200 pg/ml, Santa Cruz®). As amostras, incubadas sob
agitacdo, a 4°C, durante a noite, foram adicionados 25 pl de esferas de Sepharose CL-4B

(Amersham Biosciences®) conjugadas com proteina G. As suspensdes foram mantidas sob
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agitacdo, por 2 horas, a 4°C e centrifugadas por 5 minutos, a 14000 rpm. Os sobrenadantes
foram descartados e os precipitados coletados. Em alguns experimentos, o precipitado foi
solubilizado e lavado diversas vezes com solucdo de lise (NaCl 100 mM, SDS 1% e Tris 50
mM, pH 8,0). Em seguida, incubado com tampéo Tris 50mM, contendo SDS 1% e DTT 50
mM, a 95°C, por trés minutos, centrifugado a 14.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante
coletado foi adicionado de azul de bromofenol aquoso 0,1%. Em outros experimentos, 0s
imunoprecipitados foram solubilizados com 20 ul de solugcdo de amostra (Laemmli, 1970). Os
imunocomplexos obtidos foram imediatamente analisadas em gel de poliacrilamida contendo

SDS (SDS-PAGE) ou estocadas a -80 °C para serem posteriormente analisados.

3.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

As amostras foram analisadas em géis de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE) de acordo com Laemmli (1970). Géis de 7,5% de concentracdo de acrilamida/bis-
acrilamida, para ECA, e de 12,5%, para quimase, e espessura de 1,5mm foram utilizados. Os
imunoprecipitados obtidos, solubilizados em solugdo de amostra em condicGes redutoras,
foram aquecidos a 70°C, em banho seco (DB 100, LGC Biotecnologia), por 2 minutos. Em
seguida, as amostras foram aplicadas em géis descontinuos e submetidas a eletroforese
(Mighty Small 1l SE 260, Amersham Biosciences®), a uma corrente constante de 25 mA.
Apo6s a corrida, os géis foram transferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond,
Amersham Biosciences®) e as duplicatas dos geis colocadas em solucdo fixadora contendo
metanol, &cido acético e agua, na proporcao de 5:2:2, por 30 minutos, a temperatura ambiente.
Os géis fixados foram corados com azul de Coomassie [metanol 50% (v/v); acido acético
10% (v/v); azul de Coomassie 0,25% (w/v); (Sigma®)], descorados com &cido acético 10%,
documentados e secos a vacuo, em papel 3 MM, por 2 horas, a temperatura de 60°C,

utilizando uma secadora de gel (Gel Dryer 2000, Amersham Biosciences®).

3.5 TRANSFERENCIA PARA MEMBRANA DE NITROCELULOSE

As duplicatas dos géis ndo fixadas foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose, em uma cuba de transferéncia (TE 22 Amersham®) contendo tampdo Towbin
modificado (Towbin e Gordon, 1984), sob agitacdo, durante seis horas, a 4°C e com corrente
constante de 200 mA. Apds as transferéncias, as membranas foram coradas com Ponceau S
para verificar a presenga de polipeptideos na membrana e descoradas com &gua destilada,
secas em papel de filtro e acondicionadas em papel aluminio para posterior utilizacao.



22

3.6 IMUNOQUIMICA EM MEMBRANAS DE NITROCELULOSE

Ap0s transferéncia, as membranas foram colocadas para incubar “overnight”,
sob agitacdo, a 4°C em solucdo constituida por albumina bovina sérica 2%, leite desnatado
10%, Tween 20 0,1% em tampdo Tris-NaCl 0,05 M, pH 7,2, para bloquear ligacdes
inespecificas. A seguir, as membranas foram incubadas sob agitacéo, & temperatura ambiente,
por duas horas, com anticorpo primério anti-ECA (200 pg/ml, Santa Cruz®) diluido 1:100 em
tampdo Tris-NaCl 0,05 M pH7,2 contendo albumina bovina sérica 1% e Tween 20 0,05%.
Apbs incubacédo, as membranas foram lavadas 10 vezes, 2,5 minutos cada, com tampao Tris-
NaCl 0,05 M, pH 7,2 contendo Tween 20 0,05%. Em seguida, as membranas foram incubadas
por trés horas, a temperatura ambiente, sob agitagdo, com anticorpo secundario F(ab’), anti-
IgG de coelho conjugado com peroxidase (Amersham®), diluido 1:1000 em tampéo Tris-
NaCl 0,05 M pH7,2 contendo albumina bovina sérica 1% e Tween 20 0,05%. Apoés a
lavagem, realizada da mesma forma que a anterior, as membranas foram submetidas ao
processo de revelacdo com uma solugdo de DAB (diaminobenzidina, DAKO®) como
substrato. A revelacdo foi inativada em agua destilada e as membranas foram secas em papel

de filtro e acondicionadas em papel aluminio.

3.7 PROCESSAMENTO DA MEMBRANA PERICARDICA PARIETAL

Os fragmentos de membrana pericardica foram lavados em salina e dissecados
em um fluxo laminar horizontal (Labconco), na presenca de meio nutriente (DMEM), para
retirada do tecido adiposo existente na camada epipericardica do pericardio parietal. Cada
fragmento de membrana apresentava aproximadamente uma é&rea de 100cm? (10cm x10cm).
Destes fragmentos, foram obtidos 2 (dois) fragmentos de 1 (um) cm? cada (fragmentos A e
B), de regides diferentes das 10 membranas. Os fragmentos A e B foram fixados em
formalina tamponada a 10%, por 24 horas, a temperatura ambiente. Em seguida foram
desidratados em solucbes alcoolicas de concentracBes crescentes, diafanizados em xilol,
infiltrados e incluidos em parafina. SeccGes de 5 um foram obtidas, sendo colocadas em
laminas, com adesivo ou ndo, e utilizadas nas técnicas de histoquimica e imunohistoguimica.

Outros fragmentos, obtidos posteriormente, foram dissecados conforme
descrito anteriormente, lavados em tampéo fosfato (PBS) e submetidos ao processo de fixacao
por congelamento. Foram utilizados diversos protocolos para testar e comparar os efeitos dos
diferentes meios de congelacdo na estrutura morfoldgica das membranas pericardicas: (a)
fragmentos de aproximadamente 1,0 x 0,3 cm foram colocados em meio crioprotetor (OCT) e

congelados em nitrogénio liquido por 2 minutos; (b) fragmentos de membrana pericardica
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(1,0 x 0,3 cm) foram colocados em criotubos e congelados em nitrogénio liquido por 3
minutos. Os fragmentos foram rapidamente retirados dos tubos, embebidos em OCT e
congelados no criostato (Leica). SeccOes de 2 pum obtidas foram colocadas em laminas,
fixadas em acetona, por 10 minutos, a temperatura ambiente, e imediatamente utilizadas ou

entdo acondicionadas a -20°C.

3.8 HISTOQUIMICA PARA MASTOCITOS

A técnica histoquimica utilizada para evidenciar os mastocitos foi a coloracéo
do azul de toluidina ndo alcoodlico. Para isso, as sec¢des foram desparafinizadas em xilol,
hidratadas em soluc@es alcodlicas de concentracdes decrescentes até chegar em &gua. Todo o
procedimento desta técnica foi realizado a temperatura ambiente. As seccdes foram incubadas
em permanganato de sodio a 0,5% por 2 minutos e lavadas trés vezes com agua destilada.
Incubadas em bissulfito de sédio 1%, lavadas em &gua corrente por 3 minutos e em agua
destilada trés vezes. Finalmente, as secgOes foram incubadas em solucéo de azul de toluidina
ndo alcodlico 0,02% por cinco minutos e lavadas em agua destilada trés vezes. Apds coradas,
as seccdes foram desidratadas, diafanizadas e montadas. Para cada reacéo histoquimica foram
utilizadas sec¢Oes de pele humana, como controle positivo, obtida de necropsia realizada pela
disciplina de patologia geral (UFTM).

3.9 ANALISES MORFOLOGICA E MORFOMETRICA

As andlises morfologica e morfométrica foram realizadas em seccBes de
membrana pericardica coradas pela técnica do azul de toluidina 0,02%. Foram observadas 40
laminas, com trés cortes cada, sendo duas laminas de cada um dos fragmentos (fragmentos A
e B), dos 10 animais utilizados. Todas as sec¢des foram examinadas em um microscopio de
luz comum. Os mastdcitos foram contados em um aumento de 400x e classificados de acordo
com sua integridade em granulados e degranulados. Os resultados desta analise foram
expressos como o numero de mastocitos por mmz (densidade). Para obtencéo da area de cada
seccdo, os fragmentos foram fotografados em camera digital (SONY) e as areas das seccdes
foram medidas, utilizando uma mesa digitalizadora (1608 Genius®), com um programa de

analise de imagens (ImageJ, NIH).

3.10 IMUNOHISTOQUIMICA
Para observarmos a presenca de quimase e ECA, as sec¢Oes obtidas no item 3.7

foram submetidas a técnica de imunohistoquimica. As sec¢Oes foram desparafinizadas e
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hidratadas em solugBes alcodlicas de concentracdes decrescentes. As secgBes foram
submetidas ao processo de recuperagdo antigénica em panela de presséo (Pascal, Dako), em
tampéo citrato pH 6,0 ou em TBS pH 9,0. Apds o processo de reativacdo, foram incubadas
com: a) agua oxigenada em tampédo TBS (Tris 0,05M e NaCl 0,9% pH 7,4) por 15 minutos,
para blogueio da peroxidase enddgena; b) glicina 0,2M em tampdo TBS por 40 minutos , para
bloqueio dos radicais aldeidicos; ¢) BSA 2% em TBS + Triton X 0,1% por uma hora, para
bloqueio das ligacdes inespecificas. Entre o bloqueio da peroxidase e glicina as laminas foram
lavadas 4 vezes com TBS para bloquear a acdo da adgua oxigenada. Apos os bloqueios, as
seccOes foram incubadas ou com anticorpo anti-quimase (200 pg/ml, Santa Cruz®) ou com
anti-ECA (200 pg/ml, Santa Cruz®), em concentragOes diferentes, em TBS mais BSA 1% e
Triton X100 0,1% , por 3 horas, a temperatura ambiente. A seguir foram entdo lavadas oito
vezes com TBS e Triton X100 0,05% para retirar o excesso de anticorpo ndo ligado,
colocadas para incubar com o anticorpo secundario biotinilado (Diagnostic BioSystems) por
30 minutos, lavadas diversas vezes e incubadas com uma solucdo de streptavidina conjugada
com peroxidase por 30 minutos (Diagnostic BioSystems). Apds, as seccdes foram lavadas
divesras vezes e colocadas em solucédo reveladora [TBS, DAB (diaminobenzidina, DAKO®)
e agua oxigenada (30 ub)], sob agitacdo por 15 minutos. Uma vez reveladas, as sec¢des foram
colocadas em &gua corrente por um minuto, desidratadas em solucBes alcodlicas de
concentragfes crescentes, montadas, observadas e documentadas em fotomicroscopio
(Axiophot Zeiss).

3.11 IMUNOFLUORESCENCIA

As seccgdes de pericardio parietal obtidas ap6s criomicrotomia foram lavadas em
TBS, incubadas ou com anticorpo anti-quimase (200 pg/ml, Santa Cruz®) ou com anti-ECA
(200 pg/ml, Santa Cruz®), em concentrac@es diferentes, por 1 hora, a temperatura ambiente,
em camara Umida. Em seguida, as sec¢des foram lavadas com TBS mais Triton X100 0,05%,
diversas vezes, e incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo conjugada
com fluoresceina (AlexFluor, Molecular Probes 488) ou com anti-lgG de coelho conjugada
com rodamina (AlexaFluor Molecular Probes 568). ApOs serem exaustivamente lavadas, as
seccOes foram montadas com Fluoromount G® (SouthernBiotech) e observadas e
documentadas em microscopio de fluorescéncia Olympus, em comprimentos de onda
adequados. Algumas seccGes foram contracoradas com corante nuclear DAPI — 4°6-diamino-
2-phenylindole (Molecular Probes), por 5 minutos, a temperatura ambiente. Controles

negativos foram obtidos atraves da omissdo da incubacdo com o anticorpo primario.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software SigmaStat. Os dados foram
expressos como meédia + desvio padrdo. Quando a distribuicdo e a homogeneidade de
variancia nao foram normais os dados foram expressos em mediana com 0s valores maximo e
minimo, e o teste de Mann-Whitney realizado. Diferencas com valores de p<0,05 foram

consideradas estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 DETECCAO DE ECA NO LIQUIDO PERICARDICO

As figuras 1A e 1B exibem o perfil eletroforético, corado com azul de Coomassie,
obtido pela imunoprecipitacdo do extrato bruto de fluido pericardico (FP) com anticorpo anti-
ECA e a membrana de nitrocelulose, contendo as fragfes polipeptidicas transferidas de um
gel, submetida a imunoquimica com anticorpo anti-ECA, respectivamente. Na figura 1A,
podemos notar a presenca de diversas bandas polipeptidicas, algumas bastante espessas e
intensamente coradas e outras mais discretas. Observamos bandas com massas moleculares
semelhantes as massas da enzima conversora de angiotensina. A espessa banda de
aproximadamente 56000 Da é provavelmente a cadeia pesada da imunoglobulina (cabeca de
seta, figura 1A). Na figura 1B observou-se a presenca de uma unica banda positiva (seta),
com massa molecular aproximada de 146.000 Da, existente também no perfil eletroforético da
figura 1A (seta), identificada, portanto, como uma isoforma de ECA presente no liquido

pericardico bovino.

4.2 DETECCAO DE QUIMASE NO LIQUIDO PERICARDICO

A figura 2 mostra o perfil eletroforético obtido pela imunoprecipitacdo do extrato
bruto do liquido pericardico com anticorpo anti-quimase. Observou-se a presenca de uma
banda de aproximadamente 30.000Da (seta), que poderia corresponder a enzima quimase.
Porém, quando foi realizada a técnica de imunoquimica nas duplicatas dos géis transferidos
para as membranas de nitrocelulose, ndo foi evidenciada nenhuma marcagdo nas fragoes
polipeptidicas transferidas (ndo mostrado), mesmo quando o anticorpo primario encontrava-se

em diluicGes bem pequenas.

4.3 IDENTIFICACAO HISTOQUIMICA DOS MASTOCITOS

Com o objetivo de se verificar a presenca de mastocitos, secces de pericardio
parietal foram coradas com azul de toluidina (Figura 3A, B, C e D). A forma destas células
variou de elongada a oval. O nucleo, quando passivel de observacdo, era oval ou encontrava-
se obscurecido pelos granulos metacrométicos. Em relacdo a integridade, os mastocitos
granulados apresentavam limites celulares mais definidos e uma metacromasia mais intensa
(Figura 3A e B, setas). Ja os mastdcitos degranulados apresentavam limites celulares pouco

definidos e uma coloracdo metacromatica mais discreta (Figura 3C e D, setas). Em relacdo a
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Figura 1: Gel representativo corado por azul de Coomassie (A) e western blot para ECA (B) do
extrato bruto do liquido pericardico imunoprecipitado com anticorpo anti-ECA (FP) submetido
a eletroforese (SDS-PAGE, concentracdo do gel de 7,5%). A seta em “A” indica a presenca de
uma banda com massa molecular de aproximadamente 146 kDa, também observada na
membrana submetida & imunoquimica para deteccdo de ECA (B). Cabega de seta em “A”
indica a cadeia de auto peso da IgG. P(Da), padrbes de pesos moleculares.
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20.100
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Figura 2: Gel representativo (concentragcdo 12,5%) do extrato bruto do liquido pericardico,
imunoprecipitado com anticorpo anti-quimase (FP), submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS, corado com azul de Coomassie. A seta indica a presenca de uma banda
com massa molecular de aproximadamente 30 kDa. Cabeca de seta indica a cadeia de auto
peso da IgG. P(Da), padrdes de pesos moleculares.
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Figura 3: SeccOes histoldgicas representativas de membrana pericardica parietal bovina,
fixada em formalina 10%, incluidas em parafina e corados com azul de toluidina nédo
alcodlico. As setas em “A” e “B” mostram mastocitos granulados. Em “C” e em “D” mostram
mastocitos degranulados. Em “D” podemos observar a localizagdo submesotelial deste
mastocito. Aumentos originais: A e C 40x e B e D 100x.
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localizacdo dos mastocitos no pericardio parietal, algumas células encontram-se
localizadas imediatamente abaixo da camada mesotelial (Figura 3D, seta). Entretanto, a
maioria destas células apresentavam localizagdo na camada fibrosa, préximas ou ndo dos

vasos sanguineos ai existentes (Figura 3B, seta).

4.4 QUANTIFICACAO DOS MASTOCITOS

A figura 4 refere-se a quantidade total de mastocitos por mm? (densidade) de cada
animal analisado. A densidade de mastécitos apresentou variacdo, com uma media de
43,77+14,73 mastdcitos/mmz2. A maior densidade apresentada foi de 74,52 mastdcitos/mm? e
a menor de 24,63 mastdcitos/mmz2. Em relacdo a integridade destas células, observou-se uma
densidade de mastocitos degranulados maior do que a de mastécitos granulados em todos os
animais (Figura 5). A mediana da densidade de mastocitos granulados foi de 3,79 (2,77-4,81)
enquanto a de degranulados foi de 36,68 (32,06-46,27) mastdcitos/mm?, sendo esta diferenca

estatisticamente significante (p < 0,001).

4.5 IMUNOLOCALIZAQAO DE QUIMASE NA MEMBRANA PERICARDICA

Foram utilizadas técnicas imunohistoquimicas, com o anticorpo secundério
conjugado com peroxidase, para deteccdo de quimase assim como a técnica da
imunofluorescéncia. Os resultados obtidos através das reacGes imunohistoquimicas, nédo
permitiram uma adequada visualizacdo de marcacgdes positivas nas seccbes de membranas
pericardicas fixadas com formalina 10% e incluidas em parafina. Entretanto, quando a técnica
da imunofluorescéncia foi utilizada, em seccBes de membrana pericardica fixadas por
congelamento ultra-rapido, observamos a presenca de mastdcitos quimase-positivos (Figura
6A e 6B), embora em namero bastante reduzido. Estes mastdcitos apresentavam localizacao
semelhante a observada nas seccOes coradas pelo azul de toluidina, estando alguns logo
abaixo da camada mesotelial (Figura 6A) e outros no estroma fibroso da membrana
pericardica (Figura 6B). Nenhuma reatividade foi observada em outras células da camada
fibrosa nem na camada mesotelial (Figura 6A e 6B). Os controles, utilizados para se verificar

a especificidade da reacdo, mostraram-se completamente negativos (ndo mostrado).
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Figura 4: Numero de mastdcitos por mm?2 no pericardio parietal bovino. Fragmentos foram
fixados em formalina 10%, incluidos em parafina e as secc¢Ges coradas pelo azul de toluidina.
A densidade média foi de 43,77+£14,73 mastocitos/mm2 por animal.
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Figura 5: NUmero de mastocitos por mmz, granulados e degranulados, existentes no pericardio
parietal bovino. Fragmentos foram fixados em formalina 10%, incluidos em parafina e as
seccOes coradas pelo azul de toluidina. A mediana da densidade para os granulados foi de
3,79 (2,77-4,81) e para os degranulados foi de 36,68 (32,06-46,27), sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p <0,001).
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4.6 IMUNOLOCALIZAQAO DE ECA NA MEMBRANA PERICARDICA

As seccBes de pericérdio parietal bovino, fixadas em formalina 10% e incluidas
em parafina, foram submetidas a reacdo imunohistoquimica para deteccdo da ECA. As pre-
incubacdes utilizadas para bloqueio dos radicais aldeidicos, da peroxidase endogena e de
ligacGes inespecificas mostraram-se eficientes. Entretanto, os resultados obtidos apresentaram
uma marcacdo extretamente discreta para a ECA na camada mesotelial da membrana
pericardica bem como na parede dos vasos sanguineos existentes nesta membrana. A
utilizacdo de técnicas de recuperacdo antigénica com o emprego de diferentes solucbes
permitiu evidenciar a reacdo imunohistoquimica de forma mais intensa (ndo mostrado). A
imunofluorescéncia, as sec¢des de membrana pericardica, submetidas ao congelamento ultra-
rapido, mostraram de maneira inequivoca a marcacdo positiva para ECA na camada
mesotelial, embora esta marcacdo nao fosse continua por todo mesotélio nem com a mesma
intensidade (Figura 6C). A parede dos vasos sanguineos existentes na membrana pericardica
também se mostrou positiva para a presenca da ECA (Figura 6D). Os controles negativos ndo

evidenciaram nenhuma marcacao (ndo mostrado).
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Figura 6: Imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia, de preparagdes
de membrana pericéardica, fixada por congelamento ultra rapido. “A” e “B” marcacdo com
anticorpo anti quimase. Observar a presenca de mastdcitos quimase positivos (em verde).
Secgdes contracoradas com o corante nuclear (azul) DAPL. Em “C” ¢ “D” marcagdo com
anticorpo anti ECA. Em “C” notar a positividade para a camada mesotelial (em vermelho).

Em “D” observar a marcacao positiva para ECA em um vaso sanguineo existente na camada
fibrosa da membrana pericardica. Aumentos originais: 40x.
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5 DISCUSSAO

A importancia do pericardio e do fluido pericardico no controle da funcéo
cardiaca tem emergido nos Gltimos anos. A natureza quiescente do pericardio visceral e do
parietal tem sido questionada, sendo sugerido um importante papel na producdo de
substancias que poderiam exercer agdes paracrinas sobre o cora¢do. Quando comparamos 0
pericardio parietal humano com o de outras espeécies, verificamos que o pericardio parietal
bovino € o0 que apresenta constituicdo histologica mais proxima a da espécie humana
(ISHIHARA e cols., 1980 e 1981). O desenvolvimento de modelos experimentais adequados
é essencial para que os resultados obtidos a partir destes modelos possam, a partir também das
observac@es resultantes de estudos em humanos, ser traduzidos em implicacdes terapéuticas.
A caracterizacdo do pericardio bovino, principalmente dos produtos de secrecdo das células e
tecidos que delimitam a cavidade pericardica, é fundamental para se entender melhor a
biologia e a importancia desta membrana, bem como do fluido pericardico, em condicfes
fisioldgicas ou associadas a alguma doenca.

Assim, o presente estudo foi realizado com os objetivos de se detectar a presenca
de constituintes da via classica e das vias alternativas para a producdo de Ang Il no fluido
pericardico de bovinos e verificar o papel da membrana pericardica como eventual fonte de
constituintes destas vias de produgdo de Ang Il. Poucos sdo os trabalhos realizados em
condicdes fisioldgicas que se propdem a clarificar a composicao do fluido pericardico, mesmo
em humanos. Além de prostaglandinas, substancia P, renina, peptideo natriurético atrial,
endotelina-1 (MEBAZAA e cols., 1998) entre outras substancias, foi observada também a
presenca do peptideo vasoativo Ang Il neste fluido (CORDA e cols., 1997). A visdo classica
da Ang Il como um agente vasoativo, pertencente ao sistema renina-angiotensina, que
participa da regulacdo hemodinamica sistémica e local, tem sido ampliada para considerar
este peptideo como uma verdadeira citocina, apresentando efeitos pro-fibroticos e pro-
inflamatdrios evidentes, com um papel ativo na patologia cardiovascular. Além da producéo
através da via classica, novas enzimas foram descritas € 0 conhecimento sobre as vias
alternativas de producgéo de Ang Il se expandiu.

Para deteccdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), pertencente a via
classica, amostras de fluido pericardico foram imunoprecipitadas e submetidas a eletroforese
seqguida de imunodeteccdo em membranas de nitrocelulose. Os resultados de diferentes
experimentos demonstraram a presenca de uma ténue banda, com massa molecular de

aproximadamente 146.000 Da, indicando a presenca de uma isoforma de ECA no fluido
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pericardico bovino (Figura 1B). Em amostras de fluido pericardico humano, Gomes e cols.
(2008) purificaram uma enzima com atividade de conversora, sugerindo ser uma isoforma de
ECA. Assim, a ECA existente no fluido pericardico bovino poderia ser a responsavel pela
producdo de parte da Ang Il existente neste fluido.

A presenca da ECA no fluido pericardico levanta a hipétese de producédo local
desta enzima, como ja demonstrado para substancias deste fluido (HORKAY e cols., 1998;
MEBAZAA e cols., 1998; SZOKODI e cols., 1997). Como a enzima conversora de
angiotensina € uma proteina integral de membrana com isoforma somatica apresentando
massa molecular acima de 90.000 Da (KRAMKOWSKI e cols., 2006), e como a estrutura
histoldgica da camada mesotelial do pericardio parietal ndo permite o transito paracelular de
macromoléculas devido a presenca de juncdes de oclusdo (ISHIHARA e cols., 1980 e 1981),
a identificacdo da ECA nos tecidos adjacentes a cavidade pericardica poderia sugerir uma
sintese local desta proteina. Assim, a localizagdo celular, que pode ser uma indicacdo do
potencial de sintese da proteina pela célula, foi entdo realizada. A imunolocalizacdo desta
enzima foi feita em seccdes de membrana pericardica incluidas em parafina e em seccdes
obtidas através de congelamento ultra-rdpido. Os resultados da imunofluorescéncia
evidenciaram marcacao positiva: a) na parede dos vasos existentes na membrana pericardica,
fato ja& esperado, pois a ECA apresenta distribuicdo ubiqua no endotélio; b) na camada
mesotelial, demonstrando a presenca de ECA no mesotélio (Figura 6C). A presenca do
RNAm para a ECA no mesotélio peritoneal humano ja foi evidenciada (KYUDEN e cols.,
2005) atraves de RT-PCR. Assim, a camada mesotelial poderia ser uma das possiveis fontes
da enzima conversora de angiotensina existente no liquido pericéardico. Estes dados com toda
certeza sdo amparados pelas caracteristicas morfoldgicas destas células, que apresentam
reticulo endoplasmaético abundante e complexo de Golgi desenvolvido (ISHIHARA e cols.,
1980 e 1981), facilitando a aceitacdo de seu papel na producdo de compostos do fluido
pericardico.

A existéncia de vias de conversdo de Ang | para Ang Il independentes de ECA ja
a algum tempo tem sido sugeridas. Dentre elas o ativador de plasminogénio tecidual (tPA), a
catepsina G, a tonina, a endopeptidase neutra, a calicreina e a quimase (DZAU, 1989).
Particularmente em relacdo ao sistema cardiovascular, Urata e cols. (1990a) mostraram, em
condigdes patologicas, que aproximadamente 80% de Ang Il formada no coracdo era
dependente de quimase e aproximadamente 11% era dependente de ECA. Com base nestes
achados, a contribui¢do da quimase para a producdo de Ang Il existente no fluido pericardico

ndo poderia ser descartada. Com o intuito de se verificar a presenca da quimase, amostras de
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liquido pericardico foram imunoprecipitadas, submetidas a eletroforese e a imunodetec¢do
para identificacdo desta serino-protease. Os resultados ndo evidenciaram nenhuma marcagéo
positiva nas membranas de nitrocelulose submetidas a reacdo imune para deteccdo de quimase
(Figura 2). Embora ndo tenha sido detectada a presenca desta protease nas amostras de fluido
pericardico, este fato ndo exclui a possibilidade de sua presenga no fluido. Algumas
explicagfes podem ser levantadas para a ndo evidenciacdo desta protease: i) a quantidade de
quimase existente no fluido pericardico é tdo reduzida que o método utilizado para deteccao
ndo foi sensivel o suficiente; ii) o anticorpo anti-quimase humana, utilizado para deteccdo de
quimase bovina, ndo ter reconhecido o antigeno, a despeito da baixa dilui¢do utilizada e o uso
de técnicas de recuperacdo antigénica (panela de pressdo e panela a vapor), com diferentes
solucgdes (tampdo citrato pH 6,0 e TRIS pH 9,0); iii) uma outra explicacdo estaria relacionada
a presenca, a quantidade e aos subtipos de mastdcitos existentes na membrana pericardica.

Assim, verificamos a presenca e em seguida procedemos a quantificacdo de
mastdcitos na membrana pericardica bovina. Embora ja esteja bem estabelecido que a acidez
do fluido de Carnoy facilite as ligacGes ibnicas entre os mucopolissacarideos acidos dos
granulos de mastocitos com os corantes catidnicos basicos (UVNAS e cols., 1970), e diversos
trabalhos demonstrarem uma maior quantidade de células coradas quando o fixador é a
solucgéo de Carnoy, utilizamos formalina 10% tamponada. A escolha do fixador recaiu sobre a
necessidade de se realizar imunohistoquimicas para deteccdo de quimase e pelo fato da
solucdo de Carnoy reduzir o ndmero de células quimase-positivas nas coloracdes
imunohistoquimicas (KANBE e cols., 1998). A fixacdo com a formalina 10% seguida pela
coloracdo das seccGes com a técnica do azul de toluidina identificou os mastocitos na
membrana pericardica (Figura 3). A densidade de mastocitos entre 0s animais analisados
variou, apresentando uma média de 43,77+14,73 células por mm?. Dados de densidade de
mastocitos no pericardio parietal sdo escassos. Wegelius (1956) realizou um estudo
quantitativo de mastdcitos em bois e cavalos. Em relacdo ao pericardio bovino, ele obteve
uma densidade média de 43,2+5,7 células, sendo semelhante a densidade obtida em nossos
resultados. Em nosso estudo, observamos também a integridade dos mastocitos. Os
mastocitos quantificados foram subdivididos em granulados e degranulados. A densidade de
mastocitos granulados e degranulados, expressa pela mediana, foi de 3,79 (2,77-4,81) e 36,68
(32,06-46,27), respectivamente. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,001).

A presenca de mastocitos e principalmente de mastocitos degranulados na
membrana pericardica indica que estas células liberaram o contetido de seus granulos para o

intersticio. A quimase, sendo uma enzima com massa molecular de 30 KDa, poderia entdo
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difundir-se para o fluido pericérdico, fato ndo observado através da reacdo imune sobre as
membranas de nitrocelulose (ndo mostrado).

Apds a deteccdo de mastdcitos no pericardio parietal, procedemos a identificacdo
dos subtipos de mastdcitos existentes. Mastdcitos constituem uma populacdo heterogénea
com respeito a suas caracteristicas funcionais, bioquimicas e histoquimicas (BIENENSTOCK
e cols., 1985). No homem, assim como em gatos, cdes e bois, estudos imunohistoquimicas e
enzimaticos sdo utilizados para verificar a presenca ou auséncia de quimase e triptase. Estas
serino-proteases identificam os subgrupos de mastdcitos existentes nestes mamiferos (IRANI
e cols., 1986). Como 0 nosso objetivo era o de identificar a via da quimase para a producdo de
Ang Il, verificamos somente a presenca de mastocitos quimase-positivos.

A imunohistoquimica, em fragmentos fixados em formalina 10% e incluidos em
parafina, para deteccdo de quimase ndo permitiu, com clareza, a observacdo de nenhuma
coloragdo positiva detectavel. Resultados semelhantes foram obtidos para a imunodetecgdo de
quimase, em bovinos, em diferentes 6rgdos, embora mastocitos quimase-positivos tenham
sido identificados utilizando-se técnicas histoquimicas com substratos especificos para
guimase (JOLLY e cols., 2000; KUTHER e cols., 1998; WELLE e cols., 1995). Assim, como
a fixacdo € uma etapa critica para deteccdo de quimase, utilizamos as técnicas de
congelamento ultra-rdpido na tentativa de evidenciar esta protease. As técnicas de
congelamento, se ndo realizadas adequadamente, introduzem artefatos importantes no
material bioldgico. Varios protocolos foram testados e apds obtencdo de um material
biolégico com preservacdo histologica adequada utilizamos a técnica da imunofluorescéncia,
por ser um método mais sensivel. As seccBes obtidas dos fragmentos de membrana
pericardica congelados e submetidos a criomicrotomia foram sondadas para a presenca de
mastocitos quimase-positivos. Marcacdo positiva foi evidenciada nestas células (Figura 6A e
6B). Embora ndo tenha sido realizada uma avaliagdo quantitativa dos resultados da
imunofluorescéncia, a quantidade de mastocitos marcada foi muito pequena quando
comparada a media obtida pela coloracdo do azul de toluidina. O pequeno numero de
mastocitos quimase-positivos poderia justificar a ndo deteccdo desta serino-protease no fluido
pericardico. Outro ponto a ser abordado é que, embora apresentando massa molecular de
30KDa, podendo entdo se difundir para a cavidade pericardica, aparentemente a quimase
secretada liga-se as moléculas de heparan sulfato existentes na matriz dos tecidos conjuntivos
(REMINGTON e cols., 1988), impedindo assim sua difusdo para os tecidos adjacentes ou

mesmo para outros compartimentos. Além disso, a ndo marcacdo do mesotélio, pelas técnicas
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de imunohistoquimica e de imunofluorescéncia realizadas para detec¢cdo de quimase, sugere
que esta camada ndo seria um possivel sitio de sintese desta enzima.

Assim, maiores esclarecimentos a respeito da presenca de vias alternativas para a
producdo de Ang Il no fluido pericardico se fazem necessarios, pois as substancias presentes
neste fluido podem atuar diretamente sobre o coragdo, garantindo a manutencdo das
atividades celulares normais bem como contribuindo para a homeostase do meio extracelular

cardiaco.
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6 CONCLUSOES

1. Foi identificada uma isoforma de ECA com massa molecular de
aproximadamente de 146 kDa no fluido pericardico bovino;

2. Né&o foi detectada a presenca de quimase no liquido pericérdico bovino;

3. Mastocitos foram identificados na membrana pericardica parietal de boi e em
quantidades semelhantes a dados descritos na literatura. De acordo com a integridade, a
qguantidade de mastocitos degranulados mostrou-se superior quando comparado aos
granulados, sendo esta uma diferenca estatisticamente significativa;

4. Mastdcitos quimase-positivos foram identificados pela primeira vez, atraves de
imunofluorescéncia, na membrana pericardica bovina, embora em ndmero reduzido;

5. Foi identificada a presenca de ECA no mesotélio, sugerindo esta camada ser

uma possivel fonte de producdo desta enzima encontrada no liquido pericardico.
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