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Resumo

Fundamentos: Angiotensina Il (Ang II), o horménio efetor primario do sistema renina-angiotensina (SRA), atuando em
niveis sistémicos ou locais, é produzida pela acao da enzima conversora de angiotensina (ECA) sobre a angiotensina I.
Embora diversos SRAs teciduais, como o SRA cardiaco, tenham sido descritos em muitos estudos, dados de um SRA
no liquido pericérdico e sua origem nao sao ainda disponiveis. A Ang Il localmente produzida tem efeitos paracrinos e
autdcrinos, induzindo a hipertrofia ventricular esquerda, fibrose, insuficiéncia e disfuncao cardiacas. Devido as dificuldades
inerentes a obtencao de liquido pericardico humano, modelos experimentais apropriados sao muito dteis para obter
dados relativos as suas caracteristicas bem como dos tecidos contiguos.

Objetivos: Obter evidéncias da presenca de constituintes das vias de producao de Ang Il no liquido pericardico e no
pericardio parietal bovinos.

Métodos: Extratos brutos de liquido pericardico bovino sem albumina (sobrenadantes), imunoprecipitados com anticorpo
anti-ECA, foram submetidos a eletroforese (SDS-PAGE) e os géis corados com Coomassie Blue. Duplicatas dos géis foram
sondadas com anticorpo anti-ECA. A deteccao de ECA nas membranas pericardicas foi realizada por imunofluorescéncia.

Resultados: A imunodeteccao sobre as membranas de nitrocelulose mostrou uma isoforma de ECA com 146 KDa no
liquido pericardico bovino. Nas sec¢des de membrana pericardica, a ECA foi imunolocalizada na camada mesotelial.

Conclusdes: A isoforma de ECA do liquido pericardico bovino e do pericardio parietal deve ser, pelo menos em parte,
responsavel pela producao de Ang Il no espaco pericardico, devendo ser considerada quando o SRA cardiaco for
avaliado. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(5):425-431)

Palavras-chave: Sistema Renina-Angiotensina, Peptidil Dipeptidase A, Liquido Pericardico, Hipertrofia Ventricular
Esquerda, Bovinos.

Abstract

Background: Angiotensin Il (Ang Il), the primary effector hormone of the renin-angiotensin system (RAS), acts systemically or locally, being
produced by the action of angiotensin-converting-enzyme (ACE) on angiotensin I. Although several tissue RASs, such as cardiac RAS, have been
described, little is known about the presence of an RAS in the pericardial fluid and its possible sources. Locally produced Ang Il has paracrine
and autocrine effects, inducing left ventricular hypertrophy, fibrosis, heart failure and cardiac dysfunction. Because of the difficulties inherent
in human pericardial fluid collection, appropriate experimental models are useful to obtain data regarding the characteristics of the pericardial
fluid and surrounding tissues.

Objectives: To evidence the presence of constituents of the Ang Il production paths in bovine pericardial fluid and parietal pericardium.

Methods: Albumin-free crude extracts of bovine pericardial fluid, immunoprecipitated with anti-ACE antibody, were submitted to electrophoresis
(SDS-PAGE) and gels stained with coomassie blue. Duplicates of gels were probed with anti-ACE antibody. In the pericardial membranes, ACE
was detected by use of immunofluorescence.

Results: Immunodetection on nitrocellulose membranes showed a 146-KDa ACE isoform in the bovine pericardial fluid. On the pericardial
membrane sections, ACE was immunolocalized in the mesothelial layer.

Conclusions: The ACE isoform in the bovine pericardial fluid and parietal pericardium should account at least partially for the production of Ang
Il'in the pericardial space, and should be considered when assessing the cardiac RAS. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(5):425-431)
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Introducao

Doengas cardiovasculares sao consideradas a principal
causa de morbimortalidade em todo o mundo.” Ja esta bem
estabelecido que a desregulagao ou a superexpressdo do
sistema renina-angiotensina (SRA) leva a uma variedade de
efeitos vasculares danosos, contribuindo para a fisiopatologia
das doengas cardiovasculares.? Angiotensina Il (Ang Il) é o
horménio efetor primario desse sistema, sendo produzida
através da agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
sobre o seu substrato, a angiotensina | (Ang 1).>* A Ang Il pode
atuar sistemicamente ou como um fator tecidual, produzido
localmente. A Ang Il tecidual exerce agoes pardcrinas e
autéerinas, promovendo crescimento celular, apoptose,
inflamacao, estresse oxidativo e danos aos tecidos, levando
a hipertrofia, fibrose, insuficiéncia e disfuncao cardiacas.®”
Os SRAs teciduais®® e intracelulares® locais, como o SRA
cardfaco, ja estao descritos na literatura, embora pouco se saiba
arespeito da presenga de um SRA no liquido pericardico e quais
suas possiveis fontes. A Ang Il, alguns fatores de crescimento e
enzimas ja foram identificados nesse liquido.'® Gomes et al."
mostraram atividade de ECA no liquido pericardico humano
e Bechtloff et al.” mostraram a presencga da fragao proteica da
ECA no liquido pericardico de pacientes com doenca arterial
coronariana. Entretanto, a fonte dessa enzima no liquido ainda
permanece desconhecida.

Devido as dificuldades inerentes a obtencao de liquido
pericérdico, o uso de modelos experimentais apropriados é
fundamental. O coracdo estd contido no interior de um saco
fibrosseroso, o saco pericardico, o qual apresenta um folheto
mais interno, o pericdrdico seroso, que delimita a cavidade
pericardica. O pericardio seroso é constituido por um folheto
visceral, insepardvel do coracao, e por um folheto parietal,
continuo ao visceral. O liquido pericardico encontra-se no
interior dessa cavidade.'>'*

Assim, a caracterizagao do liquido pericardico bem como
dos tecidos circundantes de modelos animais é essencial
para que os resultados possam apresentar aplicabilidade
de translagao para os seres humanos, incluindo a fonte das
macromoléculas desse liquido. O objetivo deste trabalho
foi obter na membrana pericérdica parietal e no liquido
pericérdico bovinos evidéncias da presenca de constituintes
das vias de produgao de Ang Il.

Métodos

Obtencao do liquido pericardico e do pericardio
parietal bovinos

Foram utilizados fragmentos de membranas pericardicas
parietais de seis bovinos da raga Nelore (Bos indicus
Linnaeus, 1758), bem como liquido pericardico, coletados
no frigorifico de Delta (Delta-MG), mediante autorizacao
dos veterinarios responsaveis. Os fragmentos de membranas
pericardicas obtidos foram lavados e acondicionados em
solugdo salina a 4°C. Os liquidos pericédrdicos, aspirados
das cavidades pericardicas com seringas estéreis de 20 mL,
foram mantidos a 4°C e, juntamente com as membranas,
transportados para o laboratério.

Este estudo, por se tratar de condigbes "ex vivo", nao
necessitou de parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) UFTM para sua execucao (conforme Regulamento
Interno da CEUA/UFTM, artigo 2, inciso |, §29).

Processamento das membranas pericardicas parietais

Fragmentos de membranas pericardicas parietais foram
lavados em salina e dissecados em fluxo laminar horizontal
(Labconco, EUA), na presenca de meio nutriente (DMEM), para
retirada do tecido adiposo existente na camada epipericardica do
pericardio parietal. A seguir, foram lavados em TBS e recortados,
sendo obtidos fragmentos de aproximadamente 1,0x0,3 cm, os
quais foram colocados em meio crioprotetor (OCT) e submetidos
ao processo de fixagdo por congelamento em nitrogénio
liquido. Apds fixagdo, os fragmentos foram seccionados em
criostato (Leica Microsystems). Seccbes de 2 um obtidas foram
colocadas em laminas, fixadas em acetona por 10 minutos, e
acondicionadas a -20°C.

Processamento do liquido pericardico

O liquido pericardico foi transferido para tubos de
microcentrifuga e centrifugados a 14.000 rpm, a 4°C, por
10 minutos (Centrifuge 5402, Eppendorf). Os sobrenadantes
foram coletados e aqueles que apresentavam aspecto [impido,
sem contaminagao visual com sangue, foram utilizados, sendo
entdo constituido um "pool" de liquido pericérdico.

A albumina presente no liquido pericardico em
concentragoes elevadas foi reduzida pela utilizagao da resina
Blue Agarose (Bio-Rad). Amostras de 250 uL do extrato bruto
de liquido pericardico foram incubadas com 1 mL de Blue
Agarose, equilibrado com tampao fosfato de sédio 0,05 M,
pH 6. A incubagao foi realizada por 2 horas, a temperatura
ambiente, e sob agitacao. Em seguida, os extratos de liquido
pericardico foram centrifugados a 14.000 rpm, a 4°C, e os
sobrenadantes coletados para posterior utilizagao.

Imunoprecipitacao do liquido pericardico

Amostras de 500 uL de liquido pericérdico, obtidas
ap6s a retirada de albumina, foram incubadas com 2,5 uL
de anticorpo anti-ECA (200 ug/mL, Santa Cruz), durante a
noite. Em seguida, 25 uL de esferas de Sepharose CL-4B
(Amersham Biosciences) conjugadas com proteina G
foram adicionadas as amostras e incubadas por 2 horas.
As suspensdes foram centrifugadas por 5 minutos, a
14.000 rpm. Todos os procedimentos foram realizados sob
agitagao, a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e os
precipitados coletados solubilizados com 20 uL de solucao
de amostra.” Os imunocomplexos obtidos foram analisados
em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE).

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Os imunocomplexos obtidos foram solubilizados com
solugcdo de amostra em condices redutoras, aquecidos a
70°C, centrifugados e aplicados em géis com concentragao
de 7,5%. As bandas polipeptidicas foram separadas por
SDS-PAGE (Mighty Small Il SE 260, Amersham Biosciences),
a uma corrente constante de 25 mA. Os géis obtidos foram
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fixados, corados com azul de Coomassie e descorados.
Duplicatas dos géis nao fixadas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Invitrogen), em cuba de
transferéncia (TE 22 Amersham), contendo tampao Towbin
modificado,’® sob agitacdo, durante a noite, a 4°C, com
corrente constante de 200 mA. As membranas obtidas foram
coradas com Ponceau S para verificar a presenca das fragoes
polipeptidicas, descoradas com agua destilada, secas em papel
de filtro e submetidas & imunodeteccao de ECA.

Imunodeteccao em membranas de nitrocelulose

As membranas de nitrocelulose foram incubadas com
leite desnatado 10% e albumina bovina sérica 2% em salina
tamponada com Tris (TBS), durante a noite, sob agitacao,
a 4°C, para bloquear ligagoes nao especificas. Em seguida,
essa solugao foi substituida por solugao contendo o anticorpo
primario anti-ECA (200 ug/mL, Santa Cruz), diluido a 1:100, e
as membranas foram incubadas por 2 horas. Apés incubagao
com anticorpo primdrio, as membranas foram exaustivamente
lavadas com TBS e incubadas com anticorpo secundario
[F(ab),], anti-IgG de coelho, conjugado com peroxidase
(Amersham), diluido a 1:1000, por 2 horas. As membranas
foram novamente lavadas e as bandas imunorreativas foram
reveladas em uma solucao contendo diaminobenzidina
(DAB, Dako). A revelacao foi inativada em agua destilada.
Todos os anticorpos foram diluidos em uma solugao
constituida por albumina bovina sérica 1% e Tween 20 0,05%
em TBS, sendo as incubagdes com os anticorpos realizadas a
temperatura ambiente e sob agitagao. Para se determinar a
especificidade da reagdo, membranas foram incubadas sem
a presenca do anticorpo primario.

Imunofluorescéncia nas membranas pericardicas parietais

As secgoes de pericardio parietal obtidas apds criomicrotomia
foram lavadas em TBS e incubadas com anticorpo anti-ECA
(200 pg/mL, Santa Cruz), por 1 hora, a temperatura ambiente,
em camara Gmida e escura. Apés incubagao com anticorpo
primario, as secgbes foram lavadas em TBS mais Tween 20
0,05% diversas vezes e incubadas com o anticorpo secundario
anti-IgG de coelho conjugado com rodamina (Alexa Fluor
Molecular Probes 568). Apds serem exaustivamente lavadas,
as seccoes montadas com Fluoromount G (Southern Biotech)
foram observadas e documentadas em microscépio de
fluorescéncia Olympus, em comprimento de onda de 568 nm.
Para determinar a especificidade da imunocoloragao, secgoes
controle foram incubadas com omissao do anticorpo primario.

Resultados

Deteccao da ECA no liquido pericardico bovino

Quando os extratos brutos de fluido pericardico foram
submetidos a imunoprecipitagdo com anticorpo anti-ECA
e analisados por SDS-PAGE em condigdes redutoras, foi
detectada uma banda com massa molecular aproximada
de 146 kDa, semelhante a massa da ECA (Figura 1; seta).
Dentre as bandas polipeptidicas observadas, a mais
proeminente é a cadeia pesada de IgG, pois o anticorpo
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nao foi removido ap6s ser adicionado ao fluido pericardico
durante a imunoprecipitagao (Figura 1; cabeca de seta).
Outras bandas menos espessas sao também notadas e podem
ter sido co-imunoprecipitadas ou mesmo nao terem sido
adequadamente removidas pelas lavagens com tampao.
A imunoprecipitagao de ECA do liquido pericdrdico bovino
foi confirmada através da imunodeteccao nas membranas de
nitrocelulose, que evidenciou a isoforma da ECA. A isoforma
da ECA detectada encontra-se na posigdo esperada para a
enzima (Figura 2; seta).

P (Da) FP
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53.000

Figura 1 - SDS-PAGE de amostras do liquido pericérdico bovino
imunoprecipitadas com anticorpo anti-ECA. Gel representativo (7,5%), corado
por azul de Coomassie, onde observamos a presenca de uma banda com
massa molecular aparente de 146 kDa (seta), sugerindo ser uma isoforma
de ECA. A cabega de seta indica a cadeia pesada da IgG. Os resultados
mostrados sdo representativos de trés experimentos independentes.
FP: fluido pericardico; P (Da): padroes de pesos moleculares.
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Figura 2 — Westemn Blot de amostras do liquido pericardico bovino
imunoprecipitadas com anticorpo anti-ECA. As fragdes polipeptidicas separadas
por SDS-PAGE foram transferidas para membranas de nitrocelulose e sondadas
com anticorpo anti-ECA. A seta indica a isoforma de ECA imunomarcada.
Os resultados mostrados sdo representativos de trés experimentos
independentes. FP: fluido pericardico; P (Da): padrdes de pesos moleculares.

Imunolocalizagao da ECA na membrana pericardica

As secgdes histolégicas de pericdrdio parietal submetidas a
detecgao da ECA, através da técnica da imunofluorescéncia,
mostraram, de maneira inequivoca, a marcagao positiva
para ECA nas células mesoteliais (Figura 3, a direita).
Essa marcacao nao foi continua em todo o mesotélio nem com
a mesma intensidade. Fluorescéncia especifica para ECA nao
foi observada na camada fibrosa da membrana pericérdica,
exceto nos vasos sanguineos, pois a ECA é expressa nas
células endoteliais. Os controles negativos ndo apresentaram
nenhuma coloragdo. A esquerda, seccdo histolégica de
pericardio parietal corada por azul de toluidina.

Discussao

O presente estudo evidencia a presenga de uma
isoforma da ECA no liquido pericardico bovino e estabelece
a localizagao celular da ECA nas células mesoteliais da
membrana pericardica parietal bovina, pela primeira vez,
indicando essa membrana como uma possivel fonte da ECA
existente no liquido pericardico.

O SRA, originalmente caracterizado como um sistema
endécrino circulante, compreende um ndmero de vias
enzimaticas e componentes bioativos que exercem agoes
funcionais diversas.

Evidéncias abundantes, atualmente, revelam também
a presenga de SRAs teciduais que influenciam em agdes
celulares locais e exibem componentes intracelulares e
subcelulares.’-2° SRAs locais foram demonstrados em muitos
tecidos/6rgaos, entre eles o coragao, os rins, as glandulas
adrenais, os vasos sanguineos, o pancreas, o figado, o cérebro
e o tecido adiposo.®'2'2* Particularmente em relagdo ao
SRA cardiaco, diversos constituintes desse sistema, como
0 angiotensinogénio, a renina, a ECA, a Ang l e a Angll e
os receptores AT1 e AT2, foram detectados em diferentes
regides do coragao, entre elas os atrios, o sistema de
conducao, as valvas, os vasos corondrios e os ventriculos,
e sdo sintetizados por diferentes tipos celulares, como os
fibroblastos e os midcitos.®*4-2

A importancia do pericardio e do fluido pericardico
no controle da fungdo cardiaca tem sido estabelecida
nos Ultimos anos. A natureza quiescente do pericardio
visceral e do parietal tem sido questionada, com evidéncias
para um importante papel na producao de substancias
que poderiam exercer acdes paracrinas sobre o coragao.
Quando comparamos o pericardio parietal humano com
o de outras espécies, verificamos que o pericardio parietal
bovino é o que apresenta constituicao histolégica mais
préxima a da espécie humana.?’?® Assim, a caracterizagao
do pericardio bovino, principalmente das macromoléculas
e mediadores produzidos pelas células que delimitam a
cavidade pericdrdica, é fundamental para se entender
melhor a biologia e a importancia dessa membrana bem
como do liquido pericardico, em condigoes fisiolégicas ou
associadas a alguma doenca.

O liquido pericardico é considerado um ultrafiltrado do
plasma, adicionado de componentes do fluido intersticial
miocardico. Sua concentragdo proteica é menor do que
a do plasma, mas com uma concentragdo de albumina
relativamente elevada.™ Substancias ja detectadas no liquido
pericardico humano ou no de animais, como a endotelina-1,
o fator de crescimento de fibroblastos 8 (bFGF), a Ang I,
a renina, o fator natriurético atrial, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), a interleucina-6, moléculas de
adesdo celular entre outras, poderiam exercer seus efeitos
sobre o coracdo.'*-3" A modulacdo do crescimento e a
sobrevivéncia de midcitos cardiacos,’® de células endoteliais
e de células musculares lisas**** sao alguns dos efeitos
biol6gicos dos mediadores existentes no liquido pericardico
de pacientes com doengas cardiacas isquémicas e nao
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Figura 3 - A direita, imagens representativas de secgdes de membranas pericardicas parietais bovinas, fixadas por congelamento e submetidas & imunodetecgéo
de ECA. Notar a positividade da marcagéo na camada mesotelial (seta). A esquerda, seccdo histolégica de pericardio parietal bovino corada por azul de toluidina.

Aumentos originais: 40x.

isquémicas. Limana et al.** mostraram que, em resposta ao
infarto do miocardio, células epicardicas c-kit+ reativam
um programa embriondrio e fatores solGveis existentes no
liquido pericardico desempenham um papel fundamental
nesse evento. Assim, conhecer a composicao desse liquido
tem importancia fisiopatolégica e significancia diagnéstica.*

Nossos resultados evidenciaram a presenga de uma
isoforma de ECA no liquido pericardico bovino, mostrando
a existéncia de parte do SRA na cavidade pericardica,
provavelmente com origem local. Embora o liquido
pericardico seja um ultrafiltrado do plasma e os mediadores
existentes no plasma, como a Ang Il, possam se difundir para
o liquido pericardico sem nenhuma restricdo, o0 mesmo nao
acontece com a ECA. A organizacao estrutural da camada
mesotelial do pericardio, tanto parietal como visceral,
impediria essa livre circulagao. A presenga de jungbes de
oclusao entre as células mesoteliais?”?>*> nao permite o transito
paracelular de macromoléculas com massa molecular acima
de 40 KDa.** Como a isoforma da ECA presente no liquido
pericardico bovino apresenta massa molecular aproximada
de 146 KDa, semelhante a massa molecular prevista da ECA
humana,’® a rota paracelular ndo seria uma via de acesso a
cavidade pericardica.

Além dos fatores acima citados que, em parte, respaldam
uma sintese local de ECA, a localizacao da ECA também
deve ser considerada. A imunofluorescéncia evidenciou
uma marcacao positiva nas células mesoteliais pericardicas
parietais e nos vasos sanguineos existentes na membrana
pericardica. A imunolocalizagdo da ECA nos vasos sanguineos
ja era esperada, pois a ECA apresenta distribuicao ubiqua no
endotélio.>*” J4 nas células mesoteliais, a imunolocalizacido
é um forte indicio de que essas células sejam a fonte da
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ECA existente no liquido pericardico, pois: i) apresentam
uma intima relagdo anatémica com a cavidade pericérdica,
pois delimitam-na; ii) a ECA é uma proteina integral
de membrana, sendo portanto produzida pelas células
mesoteliais, com seu dominio extracelular estando voltado
para a cavidade pericardica;® iii) a capacidade das células
mesoteliais sintetizarem a ECA foi demonstrada pela presenga
do RNAm dessa enzima em células mesoteliais peritoneais
humanas em cultura, através de RT-PCR;* iv) apresentam
reticulo endoplasmético abundante e complexo de Golgi
desenvolvido,?”?%3> consistentes com o perfil de células que
realizam uma ativa sintese proteica.

Corroborando esses argumentos, diversos trabalhos tém
demonstrado o perfil metabdlico das células mesoteliais.
As células mesoteliais sintetizam e secretam lubrificantes,
incluindo glicosaminoglicanos e surfactante para prevenir
a friccdo e a formagao de adesdes entre as superficies
parietal e visceral.* Elas desempenham um papel critico
na manutencao da homeostase das membranas serosas
em resposta a lesdao, inflamagao e imunorregulacao.*
As células mesoteliais também tém papel central na reparagao
das serosas, na secrecao de mediadores inflamatérios,
quimiocinas, fatores de crescimento e componentes da
matriz extracelular. Apresentam diferentes fenétipos, os
quais, dependendo de sua localizagao e estado de ativagao,
refletem diferencas funcionais.*”

A importancia de SRA locais ainda ndo esta bem
esclarecida. A presenca de mediadores cardiovasculares
ativos em maiores concentragoes no liquido pericérdico
do que no plasma suscita questdo sobre suas origens e suas
possiveis agoes nos tecidos circundantes. Liquido pericardico
de pacientes com doenga arterial coronariana desencadeiam
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contragoes arteriais substanciais em artérias carétidas de rato
isoladas, as quais sao mediadas primariamente pela ET-1.4
Nossos resultados mostraram a presenga de uma isoforma
de ECA no liquido pericardico e a imunolocalizagao, pela
primeira vez, dessa proteina nas células mesoteliais parietais
pericardicas, sugerindo a camada mesotelial pericdrdica
parietal como uma das possiveis fontes da ECA existente no
liquido pericardico. Assim, a Ang Il produzida localmente
poderia atuar nas préprias células mesoteliais pericdrdicas,
tanto parietais como viscerais, ou ainda diretamente no
miocardio, promovendo a inflamacao, o estresse oxidativo
e a morte celular, contribuindo para a hipertrofia e fibrose
cardiacas. Além disso, poderia atuar diretamente sobre a
microcirculagao miocérdica promovendo efeitos vasomotores
importantes. Nessa visao, o liquido pericardico representaria
um importante reservatério de mediadores que poderiam
modular as fungoes das células cardiacas.

A utilizagdo de modelos experimentais com tecidos
semelhantes aos tecidos humanos, em organizagao estrutural
e em constituigdo celular, seria mais adequada para o estudo
de determinadas condi¢bes humanas. Além da organizagao
estrutural, as caracterizagbes bioquimica e molecular sao
condigoes fundamentais para a obtengao de um balango
6timo entre a quantidade e a qualidade dos dados produzidos
e sua relevancia para a condigao investigada.

As caracteristicas estruturais da camada mesotelial
pericérdica bovina, semelhantes a humana,?”?® sugerem
que nossos resultados possam ser estendidos as células
mesoteliais pericdrdicas humanas, sendo essas a possivel
fonte de parte da ECA existente no liquido pericardico
humano.” ' Uma melhor compreensao dos constituintes
do liquido pericardico bem como das células mesoteliais
em modelos animais adequados poderia ajudar no
entendimento dos efeitos pardcrinos ou autécrinos dos
mediadores produzidos pelo pericardio sobre o coragao.

Entre as limitacoes de nosso estudo deve ser considerado
o volume de liquido pericardico obtido dos animais que
constitufram nossa amostra. Devido as dificuldades inerentes
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