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RESUMO

A Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] tem sido intensamente estudada principalmente por
apresentar varias acfes cardiovasculares contrarregulatérias as ac¢des da Ang Il. No
presente estudo avaliamos o efeito sobre a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca induzida pelo peptideo Ang-(1-7) e seu novo anélogo, a Ala*-Ang-(1-7),
microinjetadas no bulbo ventrolateral caudal (CVLM) ou rostral (RVLM), sob o bloqueio de
receptores angiotensinérgicos em ratos com hipertensdo 2R1C ou normotensos (Sham). A
microinjecdo tanto de Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM ou na RVLM
induziram, respectivamente, efeitos hipotensores e pressores similares em ambos 0s ratos
Sham e 2R1C. No entanto, nos ratos 2R1C, a microinjecédo de Ala'-Ang-(1-7) na CVLM
(140 pmol) ndo induziu efeito hipotensor quando comparado com as microinjecbes de
concentracdes menores (4 e 40 pmol). A microinjecdo do antagonista do receptor Mas, A-
779, na CVLM ou na RVLM, néo bloqueou o efeito hipotensor ou pressor induzido pela Ala*-
Ang-(1-7) em ratos Sham e 2R1C. No entanto, a microinjecdo de outro antagonista do
receptor Mas, o D-Pro’-Ang-(1-7), na CVLM ou RVLM bloqueou os efeitos sobre a PAM
induzidos pela Ala'-Ang-(1-7) em ratos Sham e 2R1C. Por outro lado, esses antagonistas
[A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7)] aboliram o efeito hipotensor ou pressor da Ang-(1-7). Além
disso, o efeito hipotensor induzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) ou Ala‘-Ang-(1-7) na
CVLM, néo foi abolido na presenga do antagonista do receptor AT2, PD123319, ou do
antagonista do receptor AT1, losartana, tanto em ratos Sham como em 2R1C. Estes
resultados sugerem que os efeitos cardiovasculares induzidos pela microinjecdo do analogo
da Ang-(1-7), a Ala’-Ang-(1-7), na CVLM e RVLM, possam envolver interagbes distintas
com o receptor Mas ou com outro subtipo de receptor. Além disso, pelo menos na CVLM,

esse parece ndo ser mediado pelo receptor AT1 ou AT2.

Palavras-Chaves: Bulbo ventrolateral caudal e rostral; Ang-(1-7); Ala'-Ang-(1-7);
Antagonistas de receptores angiotensinérgicos; Hipertensdo renovascular 2R1C de

Goldblatt.



ABSTRACT

Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] has been extensively studied mainly due to the several
counter-regulatory actions to the cardiovascular actions of Ang Il. In the present study we
evaluated the effect on the mean arterial pressure (MAP) and heart rate induced by the
peptide Ang-(1-7) and it's analog Ala’-Ang-(1-7) microinjected into caudal ventrolateral
medulla (CVLM) or rostral ventrolateral medulla (RVLM) under the blockade of
angiotensinergic receptors in 2K1C hypertensive or normotensive (Sham) rats. The
microinjection of either Ang-(1-7) or Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) into CVLM or RVLM induced,
to the same extent, a hypotensive and a pressor effect, respectively, in both Sham and
2K1C rats. However in 2K1C rats, the microinjection into CVLM of Ala'-Ang-(1-7) (140 pmol)
do not induced a hypotensive effect when compared to lower doses (4 e 40 pmol). The
microinjection of the Mas receptor antagonist, A-779, into CVLM or RVLM did not block the
hypotensive or the pressor effect induced by Ala'-Ang-(1-7) in Sham and 2K1C rats.
However, the microinjection of another Mas receptor antagonist, the D-Pro’-Ang-(1-7), into
CVLM or RVLM blocked the effect on MAP induced by Ala'-Ang-(1-7) in Sham and 2K1C
rats. On the other hand, both antagonists [A-779 and D-Pro’-Ang-(1-7)] abolished the
hypotensive or hypertensive effects of Ang-(1-7). In addition, the hypotensive effect induced
by microinjection into CVLM of Ang-(1-7) or Ala'’-Ang-(1-7) was not abolished in the
presence of the AT2 receptor antagonist, PD123319, or AT1 receptor antagonist, losartana,
in both Sham and 2K1C rats. These results suggest that the cardiovascular effects induced
by the Ang-(1-7) analog, Ala*-Ang-(1-7), into CVLM and RVLM, may involve distinct
interactions with Mas receptor or with other subtype receptor. Moreover, at least into CVLM,

this effect does not seem to be mediated by AT1 or AT2 receptor.

Key words: Caudal and rostral ventrolateral medulla; Ang-(1-7); Ala'-Ang-(1-7);

Angiotensinergics receptor antagonists; Renovascular hypertension-Goldblatt-2K1C.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Sistema Renina-Angiotensina

1.1.1. Abordagem Classica do Sistema Renina-Angiotensina
Classicamente o sistema renina-angiotensina (SRA) é caracterizado como um

sistema endodcrino circulante envolvido no controle cardiovascular e no equilibrio
hidroeletrolitico (Brunner et al., 1972; Peach, 1977). No entanto, componentes do SRA
foram identificados por técnicas de bioquimica e de biologia molecular em tecidos como o
coracao, vasculatura, rins, tecido adiposo, glandulas endécrinas e cérebro, indicando a
possibilidade de formacao local de todos os peptideos biologicamente ativos desse sistema,
sem a participacdo do sistema enddécrino circulante (Phillips et al., 1979; Wollert e Drexler,
1999; Santos et al., 2000; Carey e Siragy, 2003; Kusserow e Unger, 2004; Ferrario, 2006).

Desde sua descoberta no século XIX vérios estudos vém contribuindo para uma
caracterizacdo mais completa do SRA mostrando a existéncia de varios mediadores,
receptores, vias enziméaticas e diversas ac¢des endocrinas, paracrinas e autocrinas (Wright e
Harding, 1992; Santos et al., 1994; Ferrario et al., 1998).

A figura 1 ilustra a cascata classica do SRA. Essa cascata pode ser descrita a partir
do angiotensinogénio, um pré-horménio de 255 aminoacidos que é o ponto de partida na
formacdo de peptideos ativos do SRA. O angiotensinogénio é hidrolisado pela enzima
renina formando o decapeptideo Angiotensina (Ang) |. Posteriormente, com a retirada de
dois aminoacidos da extremidade carboxi-terminal da Ang | pela acdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (Peach, 1977) é formado o importante efetor do SRA, a
Ang Il. No entanto, outras enzimas também sdo capazes de mediar o processo de
conversdo da Ang | para Ang Il, como por exemplo, a quimase no coracdo humano (Urata
et al., 1990). Além disso, a Ang Il pode ser convertida em Ang Il ou Ang IV a partir de
aminopeptidades (AMP). A Ang lll tem suas agdes relacionadas a Ang I, por se ligar aos
mesmos receptores de Ang Il (Campbell, 2003). Por outro lado, a Ang IV exerce seus
efeitos inibindo a atividade catalitica das aminopeptidases reguladas por insulina (IRAP),
aumentando portanto a meia-vida de peptideos enddgenos hidrolisados pelas IRAP
(Albiston et al., 2001).

Outro componente biologicamente ativo do SRA é a Ang-(1-7), este peptideo pode
ser formado pela conversado direta da Ang | em Ang-(1-7), sendo esta reacdo mediada por
véarias enzimas como: prolilendopeptidase (PEP) em células endoteliais vasculares (Santos
et al., 1992), endopeptidase neutra (NEP) na circulagdo ou no rim (Yamamoto et al., 1992) e
oligopeptidase em células do musculo liso vascular (Chappell et al., 1995). Adicionalmente,
estudos com a recém-descoberta ECA2, homdlogo da ECA, tem mostrado que esta enzima

medeia a formacgdo da Ang-(1-7) a partir da Ang Il (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al.,



2000; Vickers et al., 2002). No entanto, outros estudos tém postulado uma alta eficiéncia
catalitica da ECA2 para formar Ang-(1-7) a partir da Ang Il, prevenindo assim o acimulo de
Ang Il (Gurley e Coffman, 2008; Santos et al., 2008; Varagic et al., 2008). Contrariamente,
estudos de Reudelhuber (2006) relatam que esta reagcdo nao € muito favoravel do ponto de
vista cinético, uma vez que a afinidade da Ang Il para seus receptores é trés vezes maior do
que para ECA2, o que pode representar um fator limitante para a formacgéao de Ang-(1-7) por
meio dessa via.

Vias alternativas para formacdo de Ang-(1-7), na qual a ECA e ECA2 tém papeis
distintos, tém sido descritas. A partir da Ang |, a ECA2 medeia a formacao da Ang-(1-9), um
peptideo que parece atuar como um inibidor endégeno da ECA no coracdo (Kokkonen et
al., 1997; Donoghue et al., 2000). A Ang-(1-9) pode ser convertida em Ang-(1-7) a partir da
ECA ou da NEP (Rice et al.,, 2004). Além disso, a Ang-(1-12), um peptideo renina-
independente (Nagata et al., 2006), também tem sido proposto como outro precursor para
Ang-(1-7) (Chappell, 2007). Recentes investigacdes tém mostrado que no coragdo de ratos,
a ECA e a NEP participam como as principais enzimas que atuam na reacao de converséo
de Ang-(1-12) para Ang-(1-7) (Ahmad et al., 2010). Achados da literatura (Chappell et al.,
1998a; Chappell et al., 1998b) também mostram que a Ang-(1-7) pode ser metabolizada em
Ang-(1-5) pela agdo da ECA e que esse heptapeptideo no rim pode ser convertido também
para Ang-(3-7), um potente agonista do receptor da Ang IV (Handa, 2000).
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Figura 1: Visdo atual do sistema renina angiotensina. Caixas cinza indicam os receptores
gue medeiam os efeitos agonistas (setas duplas) dos peptideos. Setas simples representam
as conversbes metabdlicas. Setas pontilhadas indicam interacdes entre peptideos e
enzimas. Ang = Angiotensina; ECA = enzima conversora de angiotensina; ECA2 = enzima
conversora de angiotensina do tipo 2; IRAP = aminopeptidase reguladas por insulina; AT4 =
receptor do tipo 4 de Ang IV e Ang-(3-7); AT1 = receptor do tipo 1 de Ang Il; AT2 = receptor
do tipo 2 de Ang Il; Mas = receptor relacionado a proteina G e que medeia os efeitos da
Ang-(1-7); AT1-7p7 = receptor de Ang-(1-7) que é inibido pelo D-Pro’-Ang-(1-7); PCP

prolilcarboxipeptidase; PEP = prolilendopeptidase; NEP = endopeptidase neutra; AMP

aminopeptidase (Adaptado de Handa, 2000; Santos e Ferreira, 2007; Silva et al., 2007;
lusuf et al., 2008).

1.1.2. Receptores angiotensinérgicos: Ang Il e Ang-(1-7)
Com o surgimento de antagonistas angiotensinérgicos especificos foi possivel

confirmar a existéncia de receptores especificos para Ang Il e Ang-(1-7). A utilizacdo dos
antagonistas de Ang Il (losartana e PD123319) possibilitou a confirmacdo da existéncia de
pelo menos 2 subtipos de receptores para a Ang Il: o receptor AT1, que é sensivel a
losartana (DUP 753); e o receptor AT2, que é sensivel ao PD123319 (Chiu et al., 1989;

Wong et al., 1990; Bottari et al., 1992). Por outro lado, a utilizacdo do antagonista especifico
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da Ang-(1-7), D-Ala’-Ang-(1-7) (A779), demonstrou a existéncia de um receptor de Ang-(1-
7) que é diferente dos receptores AT1 e AT2 da Ang Il (Santos e Campagnole-Santos,
1994; Tallant et al., 1997).

Como dito anteriormente, a Ang Il exerce suas acdes se ligando a dois subtipos de
receptores distintos, o receptor AT1 e o receptor AT2 (Kusserow e Unger, 2004). O derivado
imidazdlico losartana se liga ao receptor AT1, no entanto o PD123319, CGP42112A e
PD123177, e ndo a losartana, se ligam ao receptor AT2 (Whitebread et al., 1989; Speth e
Kim, 1990; Bumpus et al., 1991). Embora a Ang Il se ligue aos subtipos de receptores AT1
e AT2, é sua ligacdo ao receptor AT1 que medeia a maioria dos efeitos cardiovasculares da
Ang I, incluindo o estresse oxidativo, a liberacdo de norepinefrina, a vasoconstricao, a
secrecado de aldosterona, a reabsorcéo renal de sodio, a estimulagcdo simpética, a liberacao
de vasopressina, a hipertrofia celular vascular e cardiaca e, a proliferagdo celular (Strawn et
al., 1999; Nickenig e Harrison, 2002a; b) que podem levar a hipertenséo arterial (HA). A Ang
Il através do receptor AT1 pode também promover mudangas neuroendocrinas, como a
ativagdo do eixo hipotalamico-hipofise-adrenal, que também estdo associadas com a
hipertensdo essencial (Johren et al., 2004).

Evidéncias indicam que a Ang Il, através do receptor AT2, participa de mdltiplas
funcdes fisiologicas, incluindo natriurese (Lo et al., 1995), efeitos sobre a pressao arterial
(PA) (Hu et al., 2002), autorregulagéo do fluxo sanguineo cerebral (Stromberg et al., 1993) e
apoptose. Johren et al. (2004) mostraram elevacédo da pressdo arterial média (PAM) em
camundongos deficientes de receptores AT2, sugerindo um papel direto ou indireto dos
receptores AT2 no controle cardiovascular e/ ou na homeostasia dos fluidos corporais.

A Ang-(1-7) tem suas acdes associadas a um receptor ligado a proteina G
denominado receptor Mas, que foi identificado como receptor enddégeno da Ang—(1-7)
(Santos et al., 2003b). A expresséo do receptor Mas € maior no cérebro (hipocampo, cortex
piriforme e bulbo olfatério) e testiculos (células Leydinge e de Sertoli) e € menor nos rins,
coracao e vasos sanguineos (Metzger et al., 1995; Alenina et al., 2002). Os mecanismos de
sinalizagcdo que medeiam as ag¢Bes da Ang-(1-7) via receptor Mas ndo estdo totalmente
elucidadas, no entanto, Sampaio et al. (2007) mostraram que a Ang-(1-7) através do
receptor Mas é capaz de liberar 6xido nitrico (NO) endotelial por uma via dependente da
proteina Akt (Sampaio et al., 2007). Adicionalmente, estudos demonstraram a importancia
desse receptor na regulacéo de processos fisioldgicos, uma vez que em camundongos com
delecdo genética do receptor Mas, observou-se reducdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca (FC) (Walther et al., 2000), bloqueio da atividade antidiurética e vasodilatadora
induzida pela Ang-(1-7) (Santos et al., 2003b) e comprometimento da fungéo cardiaca, com
alteracdes estruturais provavelmente secundarias as caracteristicas morfologicas pro-

fibréticas do miocardio desses animais (Santos et al., 2006).



No entanto, apesar da especificidade da Ang Il e da Ang-(1-7) por seus respectivos
receptores, em algumas situagOes particulares, observa-se que seus efeitos ocorrem por
meio de um complexo e ndo completamente entendido mecanismo de “cross-talk” que
atuam sinergicamente no controle e manutengéo da PA (Santos e Ferreira, 2007). Walters
et al. (2005) relataram em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com
candesartan, um antagonista do receptor AT1 de Ang Il, que a Ang-(1-7) produziu um efeito
hipotensor que néo foi bloqueado pelo A-779, mas sim pelo antagonista especifico AT2,
PD123319. Em outro estudo, Silva et al. (2007) observaram que a vasodilatacdo induzida
pela Ang-(1-7) na aorta isolada de ratos Sprague-Dawley, ndo foi bloqueada nem pelo A-
779 e nem pelo PD123319, mas somente por outro antagonista da Ang-(1-7), o D-Pro’-Ang-
(1-7). Estes dados levantam a possibilidade do receptor AT2 ou de outro receptor
desconhecido estar envolvido em parte em algumas das acdes da Ang-(1-7).

Outra observacéo interessante foi feita por Castro et al. (2005) ao relatarem que em
coracdes isolados de camundongos a perfusédo de Ang-(1-7) na concentragdo subpicomolar
(0,22 pmol/ L) ndo induziu alteragdo na presséo de perfusdo desses corac¢des, no entanto,
nos coracgdes tratados com losartana, a Ang-(1-7) produziu reducédo na presséo de perfusdo
mediada pelo receptor Mas. Esses autores mostraram também que a vasodilatacdo
induzida pela Ang-(1-7) foi abolida pelo A-779 e néo foi observada em camundongos Mas
knockout. Nesse estudo foi mostrado também que nos coracgdes isolados de camundongos
tratados com PD123319, a Ang-(1-7) produziu um aumento significativo, embora pequeno,
na presséo de perfuséo, pressao essa, que foi reduzida, mas néo blogueada pela losartana
ou pela combinacdo de losartana com o A-779. Tomados em conjunto, essas observagcfes
sugerem que em determinadas situacoes, os efeitos vasculares da Ang-(1-7) podem ocorrer
através de um mecanismo complexo e ainda ndo elucidado, envolvendo uma interagcéo

fisica ou um “cross-talk” com os receptores Mas, AT1, AT2 ou outro receptor.

1.1.3. AcOes contrarregulatérias mediadas pela Ang-(1-7)
A Ang-(1-7), por muito tempo foi considerada um peptideo inativo no SRA. Este

conceito comegou a mudar a partir dos estudos in vitro de Schiavone et al. (1988), que
mostraram um efeito da Ang-(1-7) semelhante ao da Ang Il na liberagédo de vasopressina no
sistema hipotalamo-neurohipofisario de ratos. Diversos trabalhos tém mostrado que a Ang-
(1-7) pode atuar de maneira a contrarregular as acdes hemodinamicas da Ang Il, em fungao
de suas propriedades anti-hipertensiva, anti-hipertréfica, antifibrética e antitrombotica
(Gironacci et al.,, 2000; Walters et al., 2005; Gironacci et al., 2007). Sendo seus efeitos
contraregulatérios ao efeito da Ang Il observados tanto centralmente (Gironacci et al., 2000)
guanto perifericamente (Walters et al., 2005; Gironacci et al., 2007). Entre os efeitos

induzidos pela Ang-(1-7) descritos, podemos citar seu envolvimento na regulagdo central
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(Dobruch et al., 2003) e periférica da PA (Benter et al., 1995b; Paula et al., 1995; Benter et
al., 2006; Ferrario e Strawn, 2006), manuten¢éo da contratilidade cardiaca (Ferreira et al.,
2002; Santos et al., 2006) e o crescimento celular do miocérdio (Strawn et al., 1999; Tallant
et al., 1999; Unger e Li, 2004; Tallant et al., 2005; Wang et al., 2005b).

A interacdo da Ang-(1-7) com a ECA tem implicacBes importantes para a regulacéo
da concentracdo plasmaética e tecidual deste heptapeptideo. Tem sido mostrado que a Ang-
(1-7), no homem, inibe a ECA no tecido vascular, cardiaco e no plasma, mostrando uma
maior afinidade da Ang-(1-7) com a ECA, do que da ECA com a Ang | (Roks et al., 1999).
Apbs o tratamento crénico com inibidores da ECA, os niveis plasméaticos de Ang-(1-7) séao
aumentados 4-6 vezes, confirmando que a ECA é responsavel pelo metabolismo de Ang-(1-
7) (Yamada et al., 1998) e que os efeitos clinicos proporcionados pelo tratamento com
inibidores da ECA na HA séo parcialmente relacionados aos efeitos da Ang-(1-7) (Santos et
al., 1988; Santos et al., 1992; Santos e Campagnole-Santos, 1994). Além disso, foi
mostrado que tanto os inibidores da ECA, quanto a Ang-(1-7) potencializam as acdes
benéficas da bradicinina, que possui efeitos vasodilatadores e antiproliferativos (Campbell
et al., 1994; Li et al., 1997). Dessa forma, com a inibicdo da ECA pela Ang-(1-7), uma
menor quantidade de Ang Il seria formada, pelo eixo ECA - Ang Il - receptor AT1/ AT2, o
gue ajudaria com os efeitos protetores da Ang-(1-7), principalmente nos tecidos onde a
razao de Ang-(1-7) e Ang | ocorre no mesmo nivel, como por exemplo, no coragdo, pulméo,
aorta, e tecido adiposo marrom (Campbell et al., 1994; Duncan et al., 1996; Campbell,
2003).

1.1.4. A¢Oes da Ang-(1-7) no Sistema Nervoso Central

A primeira evidéncia de que a Ang-(1-7) poderia ser gerada em areas do sistema
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nervoso central (SNC) foi obtida em estudos de hidrélise da [I7°]-Ang | em homogenatos de

cérebro de céo (Santos et al., 1988). Nesse estudo, o homogenato de micropuncdes das
areas dorsomediais e ventrolaterais do bulbo de cdo produziram a partir da [I'?°
[1'*]-Ang 1I, a [I'*]-Ang-(1-7) (Santos et al., 1988).

Posteriormente, diversos estudos mostraram que a Ang-(1-7) age em areas centrais

]-Ang | e da

como um importante neuromodulador, principalmente em areas bulbares envolvidas com o
controle ténico e reflexo da PA (Averill e Diz, 2000; Santos et al., 2000). Campagnole-
Santos et al. (1992) mostraram que a infusao intracerebroventricular (ICV) (1 a 3 h) de Ang-
(1-7) ndo alterou os niveis basais de PA e FC, além de ndo induzir dipsogénese. No
entanto, contrariamente do observado para a Ang I, a infusdo ICV de Ang-(1-7) produziu
faciltacdo da sensibilidade bradicardica reflexa (Campagnole-Santos et al., 1992).
Adicionalmente, Benter et al. (1995a) mostraram que a administracdo iv de Ang-(1-7)

também induziu facilitacdo do barorreflexo. Ja Alzamora et al. (2006) mostraram que a



microinje¢do de Ang-(1-7) na area ventrolateral rostral do bulbo (RVLM) ndo alterou os
componentes bradicérdico e taquicardico do controle barorreflexo da FC. Entretanto, as
microinjecbes desse peptideo angiotensinérgico na area ventrolateral caudal do bulbo
(CVLM) desse peptideo angiotensinérgico induziram alteracdes distintas no controle
barorreflexo da FC, uma vez que, microinjetada na CVLM, a Ang-(1-7) atenuou a
bradicardia barorreflexa e melhorou a taquicardia barorreflexa.

Além da participacdo da Ang-(1-7) no controle barorreflexo, a microinjecdo deste
peptideo em &reas bulbares como o nucleo do trato solitario (NTS), CVLM e RVLM
produzem importantes efeitos tonicos sobre a PA e FC. No NTS, a microinjecao unilateral
de Ang-(1-7) em baixas concentracdes, produz hipotensdo e bradicardia (Campagnole-
Santos et al., 1989; Campagnole-Santos et al., 1990), e a microinjecdo bilateral de Ang-(1-
7) no NTS produz facilitagdo do barorreflexo (Chaves et al., 2000; Couto et al., 2002). Na
RVLM a microinjecdo de Ang-(1-7) induz efeito pressor (Fontes et al., 1997) e na CVLM a
microinjecdo de Ang-(1-7) induz efeito hipotensor (Silva et al., 1993; Alzamora et al., 2002).
Adicionalmente, Alzamora et al. (2002) mostraram que o efeito hipotensor induzido pela
microinje¢do de Ang-(1-7) na CVLM envolve uma via relacionada ao NO. Posteriormente,
Becker et al. (2007), através de técnicas de imunofluorescéncia, validaram o importante
papel da Ang-(1-7) cerebral no controle da PA ao identificarem e mostrarem a distribuigdo
do receptor Mas em areas relacionadas ao controle cardiovascular no SNC de ratos, tais
como o NTS, CVLM, RVLM, nucleo olivar inferior, por¢do parva e magnocelular do nucleo
paraventricular hipotalamico, ndcleo supra-6ptico e area pré-optica.

Estudos mostraram que os efeitos pressores e simpatoexcitatérios induzidos pela
microinje¢do de Ang-(1-7) na RVLM néo foram afetados pela microinjegdo do antagonista
do receptor AT1, losartana, ou pelo antagonista do receptor AT2, PD123319 (Fontes et al.,
1994). No entanto, os efeitos cardiovasculares da Ang-(1-7) na RVLM foram bloqueados
tanto pela microinjecdo do A-779 quanto pelo D-Pro’-Ang-(1-7), ambos antagonistas do
receptor da Ang-(1-7) (Santos et al., 1994; Fontes et al., 1997; Santos et al., 2003a). Em
conjunto esses dados sugerem que os efeitos mediados pela Ang-(1-7) na RVLM ocorrem
por um receptor especifico que é sensivel ao A-779 e ao D-Pro’-Ang-(1-7). Adicionalmente,
Becker et al. (2007) em estudos de binding fluorescente com Ang-(1-7) marcada com
Rhodamina [Rho-Ang-(1-7)] mostraram ligagdo para Ang-(1-7) em diferentes &reas do
bulbo, especialmente na CVLM, RVLM e NTS. Além disso, foi observado que grande parte
da ligacdo da Rho-Ang-(1-7) foi deslocada pela Ang-(1-7) ndo marcada e pelo antagonista,

A-779, sugerindo que no bulbo a Ang-(1-7) se liga ao receptor Mas (Becker, 2007).



1.2. Modelo de Hipertensdo Experimental 2R1C e Bulbo Ventrolateral

O modelo experimental para inducdo de hipertensdo renovascular 2 rins, 1 clipe
(2R1C) descrito por Goldblatt et al. (1934) tem se mostrado eficiente para o estudo da HA e
suas complicacBes (Kobayashi et al., 1999; Bursztyn et al., 2001; Wang et al., 2005a;
Rodrigues et al., 2007). Ratos com hipertenséo 2R1C, apresentam um aumento gradual e
cronico da PA, ocorrendo seu platd ap6s 2 semanas da constricdo da artéria renal (Leenen
e De Jong, 1971). As injdrias nos 6rgdos-alvo no modelo 2R1C s&o dependentes do grau
da estenose renal e usualmente incluem disfuncdo endotelial, hipertrofia cardiaca (de 20 a
50 % de aumento no tamanho do coracao) e hipertrofia do rim contralateral exposto a HA
(Akabane et al., 1985; Pinto et al., 1998; Rodrigues et al., 2007; Soares et al., 2011).

Estudos mostraram que a relacdo entre os niveis de HA e da Ang Il durante o
desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo renovascular 2R1C sdo semelhantes em
varias espécies (Johns et al., 1996; Duka et al., 2001; Lazartigues et al., 2004). Lazartigues
et al. (2004) mostraram em camundongos, aumentos nos niveis plasmaticos de Ang Il a
partir da primeira semana da cirurgia 2R1C. No entanto, um més apés a cirurgia 2R1C
ocorreu uma reducé@o nos niveis plasmaticos de Ang Il. Por outro lado, os niveis teciduais
periféricos e cerebrais de Ang Il, se encontravam aumentados na fase crbnica da
hipertenséo renovascular, sugerindo um papel importante da ativacdo do SRA cerebral
nesse modelo de HA.

Como mencionado, além do aumento da atividade do SRA plasmatico, o aumento
da atividade do SRA tecidual e cerebral também representa um importante fator para a
génese da HA. A hiperatividade do SRA leva a HA, por induzir o aumento do ténus
vasomotor simpético e alteracdes sobre a atividade dos neurdnios no bulbo ventrolateral
(VLM), levando ao prejuizo na funcdo barorreflexa (Oliveira et al., 1996; Pladys et al., 2004;
Wang et al., 2005a).

Em diversas formas de HA, dentre as quais a hipertensdo renovascular esta
incluida, tem sido descrito um desequilibrio na atividade neuronal entre as areas pressoras
e depressoras localizadas no VLM (Heesch, 1999; Sved et al., 2000; Carvalho et al., 2003).
Parte deste desequilibrio pode ser devido a uma inabilidade dos neurdnios da CVLM em
contrabalancear o aumento da atividade intrinseca dos neurdnios da RVLM em animais
hipertensos (Sved et al., 2000; Carvalho et al., 2003; Pinho et al., 2006).

Estudos mostraram que a microinjecao de Ang Il age na RVLM e na CVLM como um
agente excitatorio, tanto em animais anestesiados (Muratani et al., 1993; Sesoko et al.,
1995; Averill e Diz, 2000; Alzamora et al., 2002; 2006) quanto em animais acordados
(Fontes et al., 1997; Becker et al., 2005). Adicionalmente, microinjecbes de peptideos
angiotensinérgicos na RVLM promovem um efeito pressor associado com o aumento na

atividade nervosa simpatica renal (RSNA) (Dampney, 1994a; Santos e Campagnole-Santos,



1994). Por outro lado, Hu et al. (2002) mostraram que ratos hipertensos apresentam um
aumento na expressdo de receptores AT1 na RVLM. Dados recentes de nosso laboratério
mostraram que ocorrem alteracbes na responsividade neuronal de alguns receptores
angiotensinérgicos nos neurdnios da CVLM de animais com hipertenséo renovascular 2R1C
quando comparados aos animais normotensos. Cangussu et al. (2009) e Rodrigues et al.
(2007) mostraram que a microinjecdo na CVLM do A-779, antagonista do receptor Mas, e
do PD123319, antagonista do receptor AT2, apesar de abolirem respectivamente o efeito da
Ang-(1-7) e Ang Il na CVLM, produziram por si um efeito hipotensor significativo em relacdo
ao efeito induzido pela microinjecdo de salina somente nos ratos com hipertensédo 2R1C e
nao nos ratos normotensos. Esses dados sugerem um aumento na atividade da enzima
ECA2 e/ ou na expressao do receptor Mas e AT2 na CVLM, de forma a tentar contrarregular

a maior atividade neuronal da RVLM que ocorre nos ratos 2R1C.

1.3. Novos Componentes do Sistema Renina-Angiotensina

O sucesso do carater cardioprotetor das terapias com drogas inibidoras da ECA e
bloqueadoras dos receptores AT1 tem enfatizado cada vez mais o papel da Ang Il na
fisiopatologia da aterosclerose e HA. No entanto, com a redugéo dos efeitos da Ang Il, pelos
inibidores da ECA e pelo bloqueio dos receptores AT1, outros peptideos angiotensinérgicos
vém ganhando importancia por serem formados em vias independentes da ECA. Devido a
complexidade do SRA, tem sido investigada a possibilidade de que outros produtos ainda
ndo conhecidos desse sistema possam estar envolvidos nessa complexa via de regulagcéo
sistémica. Jankowski et al. (2007) identificaram a partir da separacdo de fragbes
cromatogréficas do plasma humano, um novo peptideo angiotensinérgico vasoconstritor, a
Ang A. Segundo esses autores, a Ang A é formada a partir da Ang Il, em fungéo da
descarboxilagdo enzimética do aminoacido aspartato (Asp) da Ang Il, por leucécitos
mononucleares. Assim a descarboxilagdo do Asp na posicao “N” terminal resultaria no
aminoécido alanina, formando entdo a Ang A (A de alanina) (des [Asp']-[Ala']-Ang II: Ala-
Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe). Esses autores observaram que apesar da Ang A possuir uma
afinidade semelhante para os receptores AT1 e maior para o receptor AT2 em comparacao
com a Ang Il, a Ang A induziu um menor efeito vasoconstritor no rim isolado perfundido de
ratos quando comparado com a Ang Il, que néo foi modificado na presenca do antagonista
do receptor AT2, PD123319, sugerindo assim uma menor atividade intrinseca do receptor
AT1 na presenca da Ang A (Jankowski et al., 2007). Além de apresentar diferencas quanto
a afinidade de ligacédo ao receptor AT1 e AT2 em relacdo a Ang Il, a Ang A é encontrada no
plasma humano de pacientes com doenca renal crénica numa propor¢cdo 3 vezes maior
quando comparada com pessoas saudaveis, sugerindo desta forma, alguma importancia

deste peptideo em processos fisiopatoldgicos.



O surgimento da Ang A juntamente as evidéncias de que as vias de sintese e 0s
peptideos do SRA exercem acdes contrarregulatérias, possibilita a adicdo de novos
componentes neste complexo sistema. A descarboxilagdo do residuo de aspartato da Ang
Il sugere a perspectiva para que outros peptideos sofram este mesmo tipo de processo
enzimatico. Desta forma, a Ang-(1-7), Asp-Arg-Val-Try-lle-His-Pro, pode ser descarboxilada
em seu primeiro residuo, gerando o peptideo Des[Asp']-[Ala‘]-Ang-(1-7) [(Ala’-Ang-(1-7)].
Diante dessas consideracdes e a partir da recém-descoberta de um novo peptideo, analogo
e derivado da Ang-(1-7), a Ala'-Ang-(1-7), nosso estudo tem por finalidade avaliar o efeito
sobre a PAM e FC e comparar com o0s respectivos efeitos hipotensores e pressores
produzidos pela microinjecdo de Ang-(1-7) na CVLM e RVLM, além de avaliar os efeitos

desses peptideos sob o bloqueio de diferentes antagonistas angiotensinérgicos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos sobre a PAM e FC do analogo da Ang-(1-7), Ala’-Ang-(1-7),

microinjetado na CVLM e na RVLM em ratos com hipertensdo renovascular 2R1C e

normotensos (Sham).

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a curva dose-resposta produzida pela microinjecdo Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7)
na CVLM.

Avaliar os efeitos produzidos pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM
sobre a PAM e FC ap6s o bloqueio de receptores Mas pelo A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7).

Avaliar os efeitos produzidos pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM
sobre a PAM e FC ap6s o bloqueio dos receptores AT2 e AT1 pelos antagonistas

PD123319 e losartana, respectivamente.

Avaliar os efeitos produzidos pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na RVLM
sobre a PAM e FC ap6s o bloqueio de receptores Mas pelo A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7).

Avaliar a curva dose-resposta produzida pela microinjecdo A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7) na
CVLM.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados neste estudo ratos Fischer, com aproximadamente 9 a 11 semanas
de vida, pesando entre 150 e 200g, provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental
da Escola de Nutricho da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais foram
armazenados em caixas de plastico, quatro animais por caixa, com livre acesso a agua e
racdo comercial para roedores. Mantidos em ambiente com ciclo claro/ escuro de 12 h, em
uma temperatura média de 21° C e umidade relativa do ar de + 55 %. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro
Preto (Protocolo n° 022/2007).

3.2. Cirurgia para o Desenvolvimento da Hipertensdo Renovascular

Para produgcdo da hipertensdo renovascular foi utilizado o método descrito por
Goldblatt et al. (1934) denominado 2 rins, 1 clipe (2R1C).

Apods jejum de aproximadamente 8 horas, com livre acesso a agua e sob anestesia
produzida pela mistura de quetamina e xilazina (80 e 10 mg/ kg, respectivamente, IP), os
animais (150-200g) foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirirgica e
submetidos a tricotomia e assepsia da regido abdominal com alcool iodado 2%. Em seguida
foi realizada uma incisédo mediana de 4 a 6 cm abaixo do processo xiféide, sendo colocados
refratores bilateralmente na incisdo cirdrgica, as alcas intestinais foram retraidas e, em
seguida, a artéria renal esquerda foi isolada com o auxilio de pingas e cotonetes. Um clipe
de prata 950 (contendo 5% de liga de cobre e com étimo grau de dureza), apresentando 8
mm de comprimento e 2 mm de largura, em forma de U, cuja abertura foi previamente
fixada através do uso de um calibrador, foi colocado ao redor da artéria renal. O grau de
constricdo do clipe escolhido foi de 0,20 mm de didmetro interno, didmetro este que se
mostrou mais eficiente para obtencdo do valor de PA > 130 mmHg (nivel de pressdo
escolhida para selecionar os animais hipertensos).

Outro grupo de animais foi submetido a uma cirurgia ficticia (Sham), que consistiu na
realizacdo de todos os procedimentos acima, exceto a colocagéo do clipe de prata em torno
da artéria renal. Os animais Sham foram utilizados como controle (normotensos).

Posteriormente, o abdémen dos animais foi suturado com pontos continuos
envolvendo a camada muscular e a pele. Ao final dos procedimentos cirargicos, em todos
0s animais, foi administrado 0,02 mL de pentabidtico veterinario (4.800 U.l. das penicilinas/
Kg e 2 mg/ Kg de Estreptomicina e Diidroestreptomicina, IM). Apdés as avaliagdes

cardiovasculares, os animais foram eutanasiados por decapitacdo, os rins foram removidos,
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desidratados e pesados para avaliagdo do grau de estenose obtido pela implantacdo do

clipe de prata na artéria renal esquerda.

3.3. Confeccdo de Canulas Vasculares

Canulas foram confeccionadas a partir de 4 cm (arterial) ou 2 cm (venosa) de tubos
de polietileno (PE) 10, polimerizados por aquecimento a 17 cm de tubos de PE 50. O
interior das canulas foi preenchido com solucéo salina (NaCl, 0,9%) e a extremidade livre do
PE 50 foi fechada com um oclusor metalico, antes das canulacgdes.

3.4. Procedimentos Cirurgicos para Avaliacdes Cardiovasculares

3.4.1. Anestesia

Todos os procedimentos cirdrgicos e avaliages cardiovasculares foram realizados
com os ratos anestesiados com uretana (1,2 g/ kg, IP) ap6s 28 dias da cirurgia de 2R1C ou
Sham. O monitoramento do efeito do anestésico durante todo periodo experimental foi
realizado utilizando-se uma pinga cirdrgica, através da estimulagdo por pressdo em uma
das patas traseiras do rato. Caso fosse evidenciado algum reflexo de retirada da pata, uma
dose complementar de uretana era administrada (0,4 mL/ evento).

3.4.2. Tragueostomia

Os animais foram colocados em uma mesa cirargica em decubito dorsal e
submetidos a uma incisdo mediana na regido cervical anterior. A musculatura foi
divulsionada e a traqueia exposta. Em seguida, com a finalidade de manter as vias aéreas

patentes, uma canula de PE 90 foi introduzida e amarrada a tragueia com fio cirargico.

3.4.3. Canulagéo e Isolamento de Artéria e Veia Femorais

Para registro dos parametros cardiovasculares e administragdo de drogas a artéria e
veia femoral foram canuladas. Através de uma pequena incisdo na pele, e posterior
separacdo da musculatura para localizacdo do feixe vasculo-nervoso femoral, as canulas,
previamente heparinizadas, foram introduzidas na aorta abdominal, via artéria femoral, para
registro direto da presséao arterial pulsétil (PAP), PAM, e FC, e na veia cava inferior, através
da veia femoral, para administragcdo complementar de uretana se necessario. A seguir, as

canulas foram amarradas com fio cirargico junto ao feixe vasculo-nervoso femoral.
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3.5. Registro da PAM e FC

A PAP foi monitorada por um transdutor de pressao modelo Gould, conectado a um
amplificador (ML221 Bridge Amp, ADInstruments), a partir da canulacdo da artéria femoral
dos ratos. O amplificador foi conectado a um sistema de conversao analdgico/ digital de 16
bits (Powerlab 4/ 30 ADInstruments). O sinal da PAP foi continuamente amostrado a uma
frequéncia de 400 Hz e armazenado em disco rigido (PC). A amplitude do range foi
previamente definida em 20 mV. Os registros da PAM e da FC foram derivados da PAP e
processados por um software (Lab Chart 7, ADInstruments) para se obter as caracteristicas
temporais e as alteragbes maximas dos parametros desejados. Essas variaveis foram

apresentadas simultaneamente em canais distintos no monitor e armazenadas no PC.

3.6. Exposicéo do Bulbo para Realizagdo de Microinje¢des no Bulbo Ventrolateral

Apoés a realizagdo dos procedimentos cirdrgicos relacionados anteriormente, 0s
animais foram colocados em decubito ventral em um aparelho estereotaxico (David Kopf,
modelo DKI 900). A cabeg¢a do animal foi fixada com uma inclinacdo de aproximadamente
45° (-11 mm) com o auxilio das barras auriculares e da peca bucal do aparelho. Em
seguida, realizou-se uma incisdo mediana na regido cervical posterior, separando-se a
musculatura. A seguir, foi realizada uma craniotomia occipital, seccionando-se a membrana
atlanto-occipital e as meninges (dura-mater e aracnoide) para exposicdo da superficie
dorsal do tronco cerebral.

3.7. Procedimentos de Microinje¢cdes no Bulbo Ventrolateral

As microinje¢Bes foram feitas através de uma micropipeta de vidro (30-50 pm,
didmetro interno), devidamente fixada ao micromanipulador do estereotaxico. As
microinjecGes foram realizadas pela pressdo de ar exercida por uma seringa de plastico
conectada a extremidade distal da micropipeta. Para controlar os efeitos de volume e/ ou
pressdo exercida pela microinjecdo de peptideos e antagonistas angiotensinérgicos, o
mesmo volume (100 nL) de veiculo (NaCl, 0.9%) foi microinjetado. Os peptideos e
antagonistas angiotensinérgicos foram microinjetados na CVLM ou RVLM tendo o Obex
como ponto de referéncia anteroposterior e latero-lateral, de acordo com as seguintes

coordenadas:

CVLM - 0,7 mm rostral e 1,8 mm lateral ao 6bex; a profundidade foi determinada no

momento em que a micropipeta tocou a superficie ventral do bulbo, sob a pia-mater.
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RVLM - 2,1 mm rostral e 1,8 mm lateral ao 6bex; a profundidade foi determinada no

momento em que a micropipeta tocou a superficie ventral do bulbo, sob a pia-mater.

A introducdo da micropipeta na CVLM ou RVLM causava, respectivamente,
diminuicdo ou aumento transiente da PAM, o que servia como forma adicional de confirmar
0 correto posicionamento da micropipeta. Alguns animais que ndo apresentaram esses

efeitos foram descartados.

3.8. Verificacao histolégica da localizagéo das microinjecdes na CVLM e RVLM

Ao término dos experimentos os animais foram sacrificados por decapitagdo. Em
necropsia, o cérebro foi coletado e armazenado em um recipiente com formalina (10%).
Para avaliacédo histologica da localizacao das microinjecdes, o cérebro foi lavado em agua
corrente para retirada do excesso de formalina e embebido em solugéo criopreservadora
comercial de Tissue Tek® (Sakura), sendo posteriormente congelado (-26° C). Secc¢bes
criopreservadas do cérebro com aproximadamente 50 um de espessura foram obtidas por
corte em criostato (Leica CM 1850). As seccdes criopreservadas foram dispostas em
laminas de vidro previamente gelatinizadas e, apds secagem por 24 horas, coradas pela
técnica de coloracao histologica de vermelho neutro (1 %). A confirmacéo da localizacdo do
sitio das microinjegcbes nos cortes histologicos foi realizada em microscopia oOtica,
avaliando-se o local da lesdo provocada pela micropipeta, tendo como referéncia os
diagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1986). Cortes mais representativos em cada
grupo de estudo foram selecionados e fotografados em lupa (Leica MZ6). A figura 2
apresenta diagramas de cortes frontais do bulbo, obtidos do atlas de Paxinos e Watson
(1986), ilustrando a localizagéo das microinje¢des na CVLM (A) e RVLM (B) determinadas
pela lesdo provocada pela micropipeta de vidro. As andlises dos cortes histolégicos dos
animais desse estudo mostraram que as microinjecbes na CVLM e RVLM estavam
localizadas respectivamente na porcdo ventral do ndcleo reticular lateral, ao nivel de -13,3

mm a-13,8 mm e -11,8 mm a -12,3 mm, posterior ao bregma.
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A)

-13,68 mm posterior
ao bregma

B)

-12,3 mm posterior
ao bregma

Figura 2: Painel A — A esquerda, fotografia de um corte transversal do bulbo corado com
vermelho neutro, ilustrando o centro da microinje¢cdo na CVLM de um animal. A direita,
diagrama do corte transversal do bulbo extraido do Atlas de Paxinos e Watson (1986),
mostrando a localizacdo do centro de todas as microinjecdes na CVLM. Painel B — A
esquerda, fotografia de um corte transversal do bulbo corado com vermelho neutro,
ilustrando o centro da microinjecdo na RVLM de um animal. A direita, diagrama do corte
transversal do bulbo extraido do Atlas de Paxinos e Watson (1986), mostrando a
localizacdo do centro de todas as microinjecfes na RVLM. As areas marcadas (em cinza,
painel A e B) a direita mostram a localizagdo das microinje¢fes. Sol: nucleo do trato
solitario; Amb: nucleo ambiguo; AP: area prostrema; RVL: nlcleo ventrolateral rostral; LPGi:
nucleo paragigantocelular lateral; Xll: nacleo olivar superior; LR: nucleo reticular lateral; 10

nucleo olivar inferior; Py: trato piramidal.

3.9. Drogas Utilizadas

3.9.1. Anestésicos:

« Quetamina e Xilazina - Syntec do Brasil, Cotia, Brasil.
« Uretana - Sigma Chemical Co, St. Louis, USA.
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3.9.2. Demais Drogas:
. Pentabidtico veterinario - Fort-Dodge, Campinas, Brasil.
« Ang-(1-7) (PM= 898), PD123319 (PM=461) - Sigma Chemical Company- St.
Louis, MO, USA.
« Ala'-Ang-(1-7) (PM=855) - Biosyntan, Berlin, Alemanha.
o A-779 (PM= 873) e Losartana (PM=736) - Bachem, Torance, CA, USA.
« D-Pro’-Ang-(1-7) (PM=899) American Peptide, Sunnyvale, CA, USA.

3.10. Preparo de Solugdes

Os peptideos e antagonistas foram dissolvidos em solugéo salina estéril (NaCl, 0,9
%) na concentracdo de 2mg/ mL e imediatamente aliquotados em 10 pL em tubos
eppendorf e mantidos a -20° C (solugéo estoque). No dia do experimento, a solucéo final de
uso foi preparada a partir da solugcao estoque pela adi¢éo de salina estéril em um volume
adequado para se obter a concentracdo desejada do peptideo e/ ou do antagonista
(concentragfes citadas anteriormente). A concentracdo da Ang-(1-7) e dos antagonistas
utilizados nesse estudo foram escolhidas com base em estudos anteriores (Silva et al.,
1993; Santos e Campagnole-Santos, 1994; Fontes et al., 1997; Alzamora et al., 2002). A
concentracdo da Ala'-Ang-(1-7) foi escolhida a partir da avaliagdo da curva dose-resposta

deste peptideo.

3.11. Protocolos Experimentais

3.11.1. Efeito das microinje¢cdes de Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) em diferentes

concentragcfes na CVLM sobre a PAM e FC

O estudo da curva dose-resposta da Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) microinjetadas na
CVLM sobre a PAM e FC foi feito a partir de microinje¢des randémicas com concentragdes
de 4, 40 e 140 pmol desses peptideos.

Apo6s 10 minutos de estabilizacdo do registro da PAM e FC, procedia-se a descida
da micropipeta de vidro na CVLM. Esperava-se 10 minutos e iniciava-se a primeira
microinjecdo de Ang-(1-7) ou Ala’-Ang-(1-7) de concentracdo aleatéria (4 ou 40 ou 140
pmol). Ap6s 20 minutos da primeira microinjecdo, foi realizada a segunda microinjecdo de
Ang-(1-7) ou Ala’-Ang-(1-7) (4 ou 40 ou 140 pmol) na concentracéo ainda nao utilizada.
Apos 20 minutos da segunda microinjecao, foi realizada a terceira microinje¢cdo de Ang-(1-
7) ou Ala*-Ang-(1-7) (4 ou 40 ou 140 pmol) na concentracdo ainda ndo utilizada. Apenas um
peptideo, Ang-(1-7) ou Ala*-Ang-(1-7), foi utilizado em cada animal. A figura 3 sumariza este

protocolo:
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Iniciodo Descidada Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ang-(1-7)

registro da Micropipeta ou Alat-Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) ou Alat-Ang-(1-7)
PAMe FC naCVLM 4 0u 40 ou 140 pmol 4 0u 40 ou 140 pmol 4 ou 40 ou 140 pmol
10 minutos 10 minutos 20 minutos 20 minutos

Figura 3: Protocolo experimental para a avaliacdo dos efeitos cardiovasculares produzidos
pela microinje¢do na CVLM em diferentes concentragdes de Ang-(1-7) ou Ala’-Ang-(1-7) (4,
40 e 140 pmol) em ratos 2R1C ou Sham.

3.11.2. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7) ou Ala’-Ang-(1-7) apés a
microinjecdo de antagonistas angiotensinérgicos na CVLM sobre a PAM e FC

Apb6s o inicio do registro da PAM e FC por cerca de 10 minutos (estabilizacao),
procedia-se a descida da micropipeta de vidro na CVLM. Esperava-se 10 minutos e
microinjetava-se Ang-(1-7) (40 pmol) ou Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol), ap6és 10 minutos
microinjetava-se o antagonista angiotensinérgico A-779 (50 pmol) ou D-Pro’-Ang-(1-7) (50
pmol) ou PD123319 (40 pmol) ou losartana (86 pmol). A microinjecdo do antagonista
angiotensinérgico foi considerada o ponto zero, a partir desse ponto, o tempo foi
cronometrado. Apdés cinco, quinze e trinta minutos do ponto zero, microinjetou-se Ang-(1-7)
ou Ala'-Ang-(1-7) nestes respectivos tempos. Dez minutos apds a Ultima microinje¢do do
peptideo foi microinjetada a salina.

Foram utilizados ratos diferentes para os estudos com a Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7),
sendo que apenas um Unico antagonista angiotensinérgico [A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) ou
PD 123319 ou losartana] foi avaliado por vez em cada animal. A figura 4 sumariza este

protocolo das microinjegdes.

A-779 ou
Descidada D-Pro’-Ang-(1-7) ou
Micropipeta Ang-(1-7) ou PD123319 ou Ang-(1-7) ou Ang-(1-7) ou Ang-(1-7) ou
naCVLM Alal-Ang-(1-7) losartan Alal-Ang-(1-7)  Alal-Ang-(1-7) Alal-Ang-(1-7) Salina
Tempo zero 5min 15 min 30 min 40 min
10 minutos 10 minutos I I I I I

Figura 4: Protocolo experimental para a avaliagdo dos efeitos cardiovasculares produzidos
pela microinjecdo na CVLM de Ang-(1-7) ou Ala’-Ang-(1-7) apdés a microinjecdo de
antagonistas angiotensinérgicos A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) ou PD123319 ou losartana em
ratos 2R1C ou Sham.
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3.11.3. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) apés a
microinjecdo de antagonistas angiotensinérgicos na RVLM sobre a PAM e FC

Com a intencéo de verificar se a microinjecdo de Ala'-Ang-(1-7) na RVLM, assim
como observado na CVLM, poderia induzir algum efeito fisiolégico sobre a PAM e, se esse
possivel efeito seria abolido pela microinjecdo do A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7), foram
adotados os procedimentos a seguir: Apés o inicio do registro da PAM e FC por cerca de 10
minutos (estabilizagéo), procedia-se a descida da micropipeta de vidro na RVLM. Esperava-
se 10 minutos e microinjetava-se Ang-(1-7) (40 pmol) ou Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol), apés 10
minutos microinjetava-se o antagonista angiotensinérgico A-779 (50 pmol) ou D-Pro’-Ang-
(2-7) (50 pmol). A microinjecdo do antagonista angiotensinérgico foi considerada o ponto
zero, a partir desse ponto, o tempo foi cronometrado. Apds cinco minutos do ponto zero,
microinjetou-se novamente Ang-(1-7) ou Ala*-Ang-(1-7). Dez minutos ap6s a Ultima
microinjecéo do peptideo foi microinjetada a salina.

Foram utilizados ratos diferentes para os estudos com a Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7),
sendo que apenas um Unico antagonista angiotensinérgico [A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7)] foi

avaliado por vez em cada animal. A figura 6 sumariza este protocolo das microinjegoes.

Descidada
Micropipeta Ang-(1-7)ou A-779 ou Ang-(1-7)ou
na RVLM Ala'-Ang-(1-7) D-Pro’-Ang-(1-7)  Ala-Ang-(1-7) Salina
Tempo zero 5min 10 min
10 minutos 10 minutos I I I

Figura 5: Protocolo experimental para a avaliagdo dos efeitos cardiovasculares produzidos
pela microinjecdo na RVLM de Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) ap6s a microinjecdo de

antagonistas angiotensinérgicos A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) em ratos Sham.

3.11.4. Efeito das microinjecdes de A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) em diferentes
concentrac6es na CVLM sobre a PAM e FC

O estudo da curva dose-resposta dos antagonistas do receptor Mas, A-779 ou D-
Pro’-Ang-(1-7), microinjetados na CVLM, sobre a PAM e FC, foi feito a partir de
microinje¢des randdmicas com concentragdes de 20, 50 e 100 pmol.

ApOs o inicio do registro da PAM e FC por cerca de 10 minutos (estabilizacao),
procedia-se a descida da micropipeta de vidro na CVLM. Esperava-se 10 minutos e
iniciava-se a primeira microinjecdo de A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) de concentrago aleatoria
(20 ou 50 ou 100 pmol). Apés 20 minutos da primeira microinje¢ao, foi realizada a segunda
microinjecéo de A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) (20 ou 50 ou 100 pmol) na concentracdo ainda
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ndo utilizada. Apdés 20 minutos da segunda microinjecdo, foi realizada a terceira
microinjecéo de A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) (20 ou 50 ou 100 pmol) na concentracdo ainda
ndo utilizada. Apenas um antagonista do receptor Mas, A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7), foi

utilizado em cada animal. A figura 5 sumariza este protocolo:

Inicio do Descidada A-779 A-779 A-779
registro da Micropipeta ou D-Pro’-Ang-(1-7) ou D-Pro’-Ang-(1-7) ou D-Pro’-Ang-(1-7)
PAMe FC naCVLM 20 ou 50 ou 100 pmol 20 ou 50 ou 100 pmol 20 ou 50 ou 100 pmol

10 minutos 10 minutos 20 minutos 20 minutos

Figura 6: Protocolo experimental para a avaliacdo dos efeitos cardiovasculares produzidos
pela microinjecdo na CVLM em diferentes concentrages de A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) (20

ou 50 ou 100 pmol) em ratos 2R1C ou Sham.

3.12. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo da média (EPM). Para
observacdes entre grupos diferentes foi utilizado o teste “t” de Student ndo pareado.
Comparacdes entre diferentes grupos foram realizadas por ANOVA one-way seguido do
teste Newman Keuls. Para comparacfes pareadas entre grupos diferentes foi utilizado o
teste de ANOVA two-way seguido do teste Bonferroni. As andlises foram realizadas no
software Graphpad Prism (versdo 5.00). Foram consideradas diferencas significativas para
p < 0.05.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacdo do modelo de hipertenséo renovascular 2R1C

4.1.1. Avaliacao dos niveis basais de PAM e FC
Os niveis basais de PAM e FC em animais Sham e 2R1C anestesiados estdo

representados na figura 7 e 8. A figura 7 ilustra os tracados tipicos de PAP (mmHg), FC
(bpm) e PAM (mmHg) de ratos Sham e 2R1C. Como mostrado na figura 8 (painel A), a
PAM basal nos ratos 2R1C (138 + 3 mmHg, n=77) foi maior (p<0,0001) do que a PAM basal
dos ratos Sham (105 + 1 mmHg, n=83). Além disso, os valores de FC basal (painel B) dos
ratos 2R1C (395 + 4 bpm, n=77) foram maiores (p<0,05) em relacdo a FC basal dos ratos
Sham (374 + 4 bpm, n=83).

A) Sham B) 2R1C
160 - 160
- |
I 140 - 140
e .
£ 120 -
9(_' :
x 100 -
650: 450 -
2 ([ ettt %0-
O 20 - 20
L 4
250 - 250
o | 160 -
I 4 |
€ 140 - 140 -
£ B PN e AW T LY
E ] 5s 20 5s
o 100 =| e At i NN vy o 100 -

Figura 7: Registros tipicos de pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), frequéncia cardiaca
(FC, bpm) e presséo arterial média (PAM, mmHg) de ratos Sham (painel A) e 2R1C (painel

B) anestesiados com uretana (5s=5segundos).
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Figura 8: Presséao arterial média basal (PAM, mmHg - painel A) e frequéncia cardiaca basal
(FC, bpm - painel B) de ratos Sham (n=83) e 2R1C (n=77). *p<0,05 em comparacao com 0s

ratos Sham (teste t de Student para observagdes ndo pareadas).

4.1.2. Avaliagcédo do peso seco dos rins

Na hipertensdo 2R1C, a avaliagdo do peso dos rins é um dos parametros utilizados
para confirmar a eficiéncia da metodologia empregada para desenvolver esse modelo de
HA. Através dos pesos dos rins pode-se confirmar o grau da constricdo da artéria renal do
rim clipado (esquerdo), essa constricdo leva a reducdo do fluxo sanguineo para o rim
esquerdo (clipado) com consequente aumento (compensatoério) do fluxo sanguineo para o
rim contralateral, ndo clipado.

A figura 9 mostra que o peso do rim clipado dos ratos 2R1C foi menor (p<0,0001)
(0,07 £ 0,002 g/ 100g, n=77) do que o rim esquerdo dos ratos Sham (0,08 + 0,001 g/ 100g,
n=83). Por outro lado, o rim ndo-clipado dos animais 2R1C foi maior (p<0,0001) (0,1 £ 0,002
g/100g, n=77) do que o rim direito dos animais Sham (0,08 + 0,001 g/ 100g, n=83). Além
disso, nos animais 2R1C, o peso do rim néo-clipado foi maior (p<0,0001) que o do rim
clipado. Nos animais Sham, ndo houve diferenca (p>0,05) entre o peso do rim direito e o
esquerdo.
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Figura 9: Comparacgéo entre o peso [(g/ 100g de peso corporal)] do rim esquerdo e direito
de animais Sham (n=83) e 2R1C (n=77). *p<0,05 comparado com o respectivo rim dos
animais Sham. *p<0,05 comparado com o rim esquerdo dos animais 2R1C (AVOVA one-

way seguido de Newman-Keuls).

4.2. Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares produzidos por microinjecbes de
diferentes concentracdes de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM sobre a PAM e FC

Com a intencdo de comparar o efeito sobre a PAM e FC da Ala'-Ang-(1-7) em
relacéo a Ang-(1-7), foi realizado microinjecdes de Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7) na CVLM nas
concentracdes de 4, 40 e 140 pmol (figura 10, 11 e 12). As figuras 10 e 11 ilustram os
registros tipicos das microinje¢fes na CVLM de diferentes concentragdes (4, 40 e 140 pmol)
de Ang-(1-7) (figura 10, painel A e B) e Ala'-Ang-(1-7) (figura 11, painel A e B) em ratos
Sham e 2R1C.

Ao avaliarmos os efeitos induzidos pelas microinjecdes de Ang-(1-7) na CVLM
observamos ndo haver diferenca (p>0,05) entre os efeitos hipotensores induzidos pelas
diferentes concentracdes (4, 40 e 140 pmol) desse peptideo tanto em animais Sham quanto
2R1C (figura 12, painel A). Além disso, ndo foram observadas diferencas (p>0,05) na FC
produzidas pelas microinjecbes de Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na CVLM dos animais
Sham e 2R1C, (figura 12, painel C).

A avaliacdo dos efeitos induzidos pelas microinjecdes de Ala'-Ang-(1-7) na CVLM
sobre a PAM mostrou que esse novo peptideo induziu efeito hipotensor nos animais Sham,
além disso, nao foram observadas diferencas (p>0,05) no efeito hipotensor produzido pelas
diferentes concentracdes de Ala'-Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) microinjetadas na CVLM
(figura 12, painel B). Por outro lado, nos animais 2R1C, o efeito hipotensor induzido pela

microinjecdo na concentracdo de 4 pmol, foi semelhante (p>0,05) ao efeito hipotensor
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induzido pela microinje¢cdo na concentracdo de 40 pmol (figura 12, painel B). No entanto, o
efeito sobre a PAM produzido pela microinjecdo de Ala'-Ang-(1-7) na concentracdo de 140
pmol na CVLM dos animais 2R1C, foi menor (p<0,05) que o efeito hipotensor induzido pelas
microinjecBes de 4 e 40 pmol na CVLM dos respectivos animais (figura 12, painel B). Nao
foram observadas diferencas (p>0,05) na FC produzidas pelas microinjecdes de Ala*-Ang-
(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na CVLM dos animais Sham e 2R1C (figura 12, painel D).
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Figura 10: Registros tipicos das alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg),
frequéncia cardiaca (FC, bpm) e presséo arterial média (PAM, mmHg) produzidas por
microinjecGes de Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na CVLM de ratos Sham (painel A) e 2R1C

(painel B). As setas indicam 0 momento das microinjecdes (5s = 5 segundos).
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Figura 11: Registros tipicos das alteracdes na pressao arterial pulsatii (PAP, mmHg),

frequéncia cardiaca (FC, bpm) e pressédo arterial média (PAM, mmHg) produzidas por
microinjecdes de Ala'-Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na CVLM de ratos Sham (painel A) e

2R1C (painel B). As setas indicam o momento das microinjecdes (5s = 5 segundos).
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Figura 12: Efeito das microinjecbes de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na
CVLM sobre a presséao arterial média (PAM, mmHg - painéis A e B) e frequéncia cardiaca
(FC, bpm - painéis C e D) em ratos Sham (n=5-10) e 2R1C (n=5-8). *p<0,05 comparado
com a microinjecdo de 140 pmol no respectivo grupo (ANOVA two-way seguido de

Bonferroni).

4.3. Efeitos cardiovasculares produzidos pelas microinjecdes de Ang-(1-7), Ala*-Ang-

(1-7) e de antagonistas angiotensinérgicos na CVLM

4.3.1. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7), Ala’-Ang-(1-7) e do antagonista A-
779 na CVLM sobre a PAM e FC

De acordo com o os dados da dose-resposta, optamos por utilizar a concentracdo de
40 pmol, pois nessa concentracdo a Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) apresentaram efeitos
hipotensores na CVLM tanto em ratos Sham como em ratos 2R1C. A figura 13 (painel A)

mostra o efeito sobre a PAM produzido pela microinje¢éo de salina (100 nL), Ang-(1-7) (40
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pmol), Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) e pelo antagonista do receptor Mas, A-779 (50 pmol), na
CVLM de ratos Sham e 2R1C.

O efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na
CVLM foi maior (p<0,001) que o efeito produzido pela microinjegéo de salina na CVLM dos
respectivos animais Sham e 2R1C (figura 13, painel A). Nos animais 2R1C, o efeito
hipotensor produzido pela microinje¢éo do A-779 na CVLM foi maior (p<0,001) que o efeito
sobre a PAM produzido pela microinjecdo de salina (figura 13, painel A). Entretanto, a
microinjecdo do A-779 na CVLM nos ratos Sham, produziu um efeito sobre a PAM similar
(p>0,05) ao induzido pela microinjecdo de salina (figura 13, painel A). N&o foram
observadas alteracdes significativas (p>0,05) na FC ap6s a microinjecédo de Ang-(1-7), Ala’-
Ang-(1-7), A-779 ou salina na CVLM em todos os grupos de ratos Sham e 2R1C (figura 13,
painel B).

PAM FC
B) Sham 2R1C
0T =T \—‘L@—

T

g_ -304

o
-45-

-20- -60-

[ ]salina MEMAng-(1-7) [ Ala-Ang-(1-7) 4 A-779

Figura 13: Alteracbes na pressdo arterial média (PAM, mmHg - painel A) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm - painel B) produzidas por microinje¢cdes de salina (100 nL), Ang-(1-7)
(40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM de ratos Sham (n=6-9) e
2R1C (n=6-10). *p<0,05 em comparacao salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

4.3.2. Efeito do antagonista A-779 na CVLM sobre microinje¢cfes sucessivas de
Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM

Com a intencéo de verificar se o antagonista do receptor Mas, A-779, promoveria
algum bloqueio sobre os efeitos hipotensores produzidos pelas microinje¢ées de Ang-(1-7)
e Ala’-Ang-(1-7), foi avaliado o efeito das microinjecfes sucessivas de Ang-(1-7) e Ala'-
Ang-(1-7) na CVLM apés 5, 15 e 30 minutos da microinje¢do de A-779 (figura 14, painéis A
e B).
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O antagonista A-779 microinjetado na CVLM bloqueou o efeito hipotensor da Ang-(1-
7) na CVLM por até 15 minutos tanto nos animais Sham quanto nos 2R1C (figura 14, painel
A). No entanto, o efeito hipotensor induzido pela microinjecdo de Ang-(1-7), 30 minutos
ap6s a microinjecdo de A-779 na CVLM, foi semelhante (p>0,05) ao efeito hipotensor da
microinje¢do de Ang-(1-7) antes da microinjecdo do A-779 tanto nos animais Sham quanto
nos 2R1C (figura 14, painel A). Por outro lado, o A-779, microinjetado na CVLM néao
bloqueou (p>0,05) o efeito hipotensor induzido pela microinjecdo de Ala'-Ang-(1-7) na
CVLM por até 30 minutos tanto nos animais Sham quanto nos 2R1C (figura 14, painel B).
Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na FC apds as microinjecbes
sucessivas de Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) na CVLM antes e apds a microinjecdo do A-779
na CVLM dos respectivos animais Sham e 2R1C (figura 14, painéis C e D).
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Figura 14: AlteracGes na pressao arterial média (PAM, painéis A e B) e frequéncia cardiaca
(FC, painéis C e D) produzidas pelas microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala*-Ang-(1-7)
(40 pmol) na CVLM antes e ap6s 5, 15, e 30 minutos da microinjecéo de A-779 (50 pmol) na
CVLM de ratos Sham (n=6-9) e 2R1C (n=6-10). 5, 15 e 30’ = tempo (min) apds
microinjecdo de A-779. *p<0,05 comparado com a microinjecdo de Ang-(1-7) antes do A-
779 nos respectivos grupos (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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4.3.3. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7), Ala’-Ang-(1-7) e do antagonista D-
Pro’-Ang-(1-7) na CVLM sobre a PAM e FC

A figura 15 (painel A) mostra o efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de
salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) e pelo antagonista do
receptor Mas, D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol), na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

O efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na
CVLM foi maior (p<0,0001) que o efeito sobre a PAM produzido pela microinje¢éo de salina
nos respectivos animais Sham e 2R1C (figura 15, painel A). A microinjecdo do antagonista
D-Pro’-Ang-(1-7) na CVLM nos ratos Sham e 2R1C produziu um efeito sobre a PAM similar
(p>0,05) ao efeito induzido pela microinjecdo de salina tanto nos animais Sham quanto nos
animais 2R1C (figura 15, painel A). Nao foram observadas alterac¢des significativas (p>0,05)
na FC ap6s a microinjecdo de Ang-(1-7), Ala'-Ang-(1-7), D-Pro’-Ang-(1-7) ou salina na
CVLM em todos os grupos de ratos Sham e 2R1C (figura 15, painel B).

PAM FC
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Figura 15: Alteracbes na pressdo arterial média (PAM, mmHg — painel A) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm — painel B) produzidas por microinje¢cdes de salina (100 nL), Ang-(1-7)
(40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol) na CVLM de ratos Sham
(n=6) e 2R1C (n=5-6). *p<0,05 em comparacdo a salina (ANOVA two-way seguido de

Bonferroni).

4.3.4. Efeito do antagonista D-Pro’-Ang-(1-7) na CVLM sobre microinjecdes
sucessivas de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM

Com a intencdo de verificar se o antagonista do receptor Mas, D-Pro’-Ang-(1-7),
promoveria algum bloqueio sobre os efeitos hipotensores produzidos pelas microinjecdes

de Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7), foi avaliado o efeito das microinjecdes sucessivas de Ang-(1-
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7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM apés 5, 15 e 30 minutos da microinjecédo de D-Pro’-Ang-(1-7)
(figura 16, painéis A e B).

O antagonista D-Pro’-Ang-(1-7) microinjetado na CVLM bloqueou (p<0,0001) o
efeito hipotensor da Ang-(1-7) e Ala’~Ang-(1-7) na CVLM por até 30 minutos tanto nos
animais Sham quanto nos animais 2R1C (figura 16, painéis A e B). Ndo foram observadas
alteracdes significativas (p>0,05) na FC apo6s as microinje¢fes sucessivas de Ang-(1-7) e
Ala'-Ang-(1-7) na CVLM, antes e ap6s a microinjecdo do D-Pro’- Ang-(1-7) na CVLM dos
respectivos animais Sham e 2R1C (figura 16, painéis C e D).
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Figura 16: Alterac6es na pressao arterial média (PAM, painéis A e B) e frequéncia cardiaca
(FC, painéis C e D) produzidas pelas microinjecbes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala'-Ang-(1-7)
(40 pmol) na CVLM, antes e ap6s 5, 15, e 30 minutos da microinjecéo de D-Pro’-Ang-(1-7)
(50 pmol) na CVLM de ratos Sham (n=6) e 2R1C (n=5-6). 5, 15" e 30’ = tempo (min) apds
microinjecdo de D-Pro’-Ang-(1-7). *P<0,05 em comparacdo com Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-
7) antes do D-Pro’-Ang-(1-7) (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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4.3.5. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7), Ala'-Ang-(1-7) e do antagonista PD123319
na CVLM sobre a PAM e FC

A figura 17 (painel A) mostra o efeito sobre a PAM produzido pela microinje¢éo de
salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) e pelo antagonista do
receptor AT2, PD123319 (40 pmol), na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

O efeito sobre a PAM produzido pela microinjecéo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na
CVLM foi maior que o efeito produzido pela microinjecdo de salina nos respectivos grupos
de animais Sham e 2R1C (figura 17, painel A). Nos animais 2R1C, o efeito hipotensor
produzido pela microinje¢do de PD123319 na CVLM foi maior (p<0,0001) que o efeito sobre
a PAM produzido pela microinjecdo de salina (figura 17, painel A). Entretanto, a
microinje¢cdo do PD123319 na CVLM nos ratos Sham produziu um efeito sobre a PAM
similar (p>0,05) ao induzido pela microinjecdo de salina (figura 17, painel A). Ndo foram
observadas alteragdes significativas (p>0,05) na FC ap6s a microinjecéo de Ang-(1-7), Ala’-
Ang-(1-7), PD123319 ou salina na CVLM em todos os grupos de ratos Sham e 2R1C (figura
17, painel B).

FC
B) 15- Sham 2R1C

bpm

-60-
(] Salina W Ang-(1-7) [ Ala-Ang-(1-7) PD123319

Figura 17: Alteracbes na pressao arterial média (PAM, mmHg — painel A) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm — painel B) produzidas por microinje¢cdes de salina (100 nL), Ang-(1-7)
(40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e PD123319 (40 pmol) na CVLM de ratos Sham (n=6-8)
e 2R1C (n=7). *p<0,05 em comparacao a salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

4.3.6. Efeito do antagonista PD123319 na CVLM sobre microinjecdes
sucessivas de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM

Com a intencéo de verificar se o antagonista do receptor AT2 de Ang Il, PD123319,

promoveria algum bloqueio sobre os efeitos hipotensores produzidos pelas microinjecdes
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de Ang-(1-7) e Ala’-Ang-(1-7), foi avaliado o efeito das microinjecdes sucessivas de Ang-(1-
7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM apés 5, 15 e 30 minutos da microinjecdo de PD123319 na
CVLM (figura 18, painéis A e B).

O PD123319, microinjetado na CVLM néo bloqueou (p>0,05) o efeito hipotensor da
Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7) na CVLM por até 30 minutos tanto nos animais Sham quanto nos
2R1C (figura 18, painéis A e B).

Nao foram observadas alteracdes significativas (p>0,05) na FC apds as
microinjecbes sucessivas de Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) na CVLM antes e apds a

microinjecdo do PD123319 na CVLM dos respectivos animais Sham e 2R1C (figura 18,

painéis C e D).
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Figura 18: Alterac6es na pressao arterial média (PAM, painéis A e B) e frequéncia cardiaca
(FC, painéis C e D) produzidas pelas microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala*-Ang-(1-7)
(40 pmol) na CVLM, antes e ap6s 5, 15, e 30 minutos da microinjecao de PD123319 (40
pmol) na CVLM de ratos Sham (n=6-8) e 2R1C (n=7). 5, 15 e 30’ = tempo (min) apds
microinje¢éo de PD123319 (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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4.3.7. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7), Ala*-Ang-(1-7) e do antagonista losartana
na CVLM sobre a PAM e FC

A figura 19 (painel A) mostra o efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de
salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) e pelo antagonista do
receptor AT1, losartana (86 pmol), na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

O efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na
CVLM foi maior (p<0,0001) que o efeito sobre a PAM produzido pela microinje¢éo de salina
nos respectivos animais Sham e 2R1C (figura 19, painel A). No entanto, a microinjecdo da
losartana na CVLM nos ratos Sham e 2R1C induziu um efeito sobre a PAM similar (p>0,05)
ao induzido pela microinjecdo de salina nos respectivos animais (figura 19, painel A).

Nao foram observadas alteracdes significativas (p>0,05) na FC apds a microinjecao
de Ang-(1-7), Ala*-Ang-(1-7), losartana ou salina na CVLM de todos os grupos de ratos
Sham e 2R1C (figura 19, painel B).
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Figura 19: AlteracGes na pressao arterial média (PAM, mmHg — painel A) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm — painel B) produzidas por microinjecdes de salina (100 nL), Ang-(1-7)
(40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e losartana (86 pmol) na CVLM em ratos Sham (n=5-8)
e 2R1C (n=4-6). *p<0,05 em comparacao a salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

4.3.8. Efeito do antagonista losartana na CVLM sobre microinjecdes
sucessivas de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM

Com a intencéo de verificar se o antagonista do receptor AT1 de Ang ll, losartana,
promoveria algum bloqueio sobre os efeitos hipotensores produzidos pelas microinjecdes
de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7), foi avaliado o efeito das microinjecdes sucessivas de Ang-(1-
7) e Ala*-Ang-(1-7) na CVLM ap6s 5, 15 e 30 minutos da microinjecéo de losartana (figura
20, painéis A e B).
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O antagonista losartana microinjetado na CVLM néo bloqueou (p>0,05) o efeito
hipotensor da Ang-(1-7) e Ala’-Ang-(1-7) na CVLM por até 30 minutos tanto nos animais
Sham quanto nos 2R1C (figura 20, painéis A e B).

Ndo foram observadas alteragbes significativas (p>0,05) na FC apds as
microinjecdes sucessivas de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na CVLM antes e apds a

microinjecdo da losartana na CVLM dos respectivos animais Sham e 2R1C (figura 20,

painéis C e D).
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Figura 20: Alterac6es na pressao arterial média (PAM, painéis A e B) e frequéncia cardiaca
(FC, painéis C e D) produzidas pelas microinje¢des de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala'-Ang-(1-7)
(40 pmol) na CVLM antes e apoés 5, 15, e 30 minutos da microinjecdo de losartana (86
pmol) na CVLM de ratos Sham (n=5-8) e 2R1C (n=4-6). 5’, 15’ e 30’ = tempo (min) apos

microinjecdo de losartana (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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4.4. Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares produzidos pelas microinjecdes de Ang-
(1-7), Ala'-Ang-(1-7) e de antagonistas angiotensinérgicos na RVLM de ratos

normotensos

4.4.1. Efeito da microinjecdo de Ang-(1-7), Ala*-Ang-(1-7) e dos antagonistas A-
779 e D-Pro’-Ang-(1-7) na RVLM sobre a PAM e FC

A figura 21 (painel A) mostra o efeito sobre a PAM produzido pela microinje¢éo de
salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) e pelos antagonistas do
receptor Mas, A-779 (50 pmol) e D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol), na RVLM de ratos
normotensos.

O efeito pressor produzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7) na RVLM
foi maior (p<0,0001) que o efeito sobre a PAM induzido pela microinjegdo de salina nos
respectivos animais (figura 21, painel A). No entanto, a microinjecdo do A-779 e do D-Pro’-
Ang-(1-7) na RVLM produziu um efeito sobre a PAM similar (p>0,05) ao efeito induzido pela
microinjecao de salina nos respectivos grupos (figura 21, painel A).

Nao foram observadas alteracdes significativas (p>0,05) na FC apds a microinjecao
de Ang-(1-7), Ala*-Ang-(1-7), A-779, D-Pro’-Ang-(1-7) ou salina na RVLM de todos os
grupos de ratos normotensos (figura 21, painel B).
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Figura 21: Alteracbes na pressdo arterial média (PAM, mmHg - painel A) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm - painel B) produzidas por microinje¢cdes de salina (100 nL), Ang-(1-7)
(40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol) na RVLM
de ratos normotensos (n=3-4). *p<0,05 em comparacdo salina (ANOVA one-way seguido de

Newman-Keuls).
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4.4.2. Efeito do antagonista A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7) na RVLM sobre
microinjecdes de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7) na RVLM

Com a intencéo de verificar se na RVLM os antagonistas do receptor Mas, A-779 e
D-Pro’-Ang-(1-7), apresentariam o mesmo padrdo de bloqueio observado na CVLM sobre
os efeitos induzidos pelas microinjecdes de Ang-(1-7) e Ala'-Ang-(1-7), foi avaliado o efeito
das microinjecdes de Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7) na RVLM apds 5 minutos da microinjecéo
de A-779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) nos animais normotensos (figura 22, painéis A e B).

Semelhantemente ao observado para CVLM, observamos que o antagonista A-779
microinjetado na RVLM bloqueou somente o efeito pressor da Ang-(1-7) na RVLM por até 5
minutos e ndo bloqueou (p>0,05) o efeito pressor induzido pela microinjecdo de Ala'-Ang-
(1-7) na RVLM (figura 22, painel A). Além disso, também observamos que o antagonista D-
Pro’-Ang-(1-7) microinjetado na RVLM blogueou tanto o efeito pressor da Ang-(1-7) como o
da Ala'-Ang-(1-7) na RVLM por até 5 minutos (figura 22, painel A).

Nado foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na FC apds as
microinjecdes de Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7) na RVLM antes e ap6s a microinjecdo do A-
779 ou D-Pro’-Ang-(1-7) na RVLM dos respectivos animais normotensos (figura 22, painel
B).
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Figura 22: Alteragfes na presséo arterial média (PAM, painel A) e frequéncia cardiaca (FC,
painel B) produzidas pelas microinjeces de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol)
na RVLM antes e apdés 5 minutos da microinjecdo de A-779 (50 pmol) ou D-Pro’-Ang-(1-7)
(50 pmol) na RVLM de ratos normotensos (n=3-4) *p<0,05 em comparag¢do com antes no

respectivo grupo (ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls).
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4.5. Avaliacao dos efeitos cardiovasculares produzidos por diferentes concentracdes
de A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7) na CVLM sobre a PAM e FC

Com a intencéo de avaliar porque o D-Pro’-Ang-(1-7) e ndo A-779 blogueou o efeito
sobre a PAM induzido pela microinjecdo de Ala'-Ang-(1-7), foi avaliado o efeito de
microinjecées de diferentes concentracées (20, 50 e 100 pmol) de D-Pro’-Ang-(1-7) e A-779
na CVLM sobre a PAM e FC (figura 23, 24 e 25). As figuras 23 e 24 ilustram 0s registros
tipicos das microinje¢cdes na CVLM de diferentes concentragfes (20, 50 e 100 pmol) de A-
779 (figura 23, painel A e B) e D-Pro’-Ang-(1-7) (figura 24, painel A e B) em ratos Sham e
2R1C.

A avaliacdo dos efeitos induzidos pelas microinje¢des do A-779 na CVLM mostrou
gue nos animais Sham, o efeito sobre a PAM induzido pela microinjecdo na concentracao
de 20 pmol, foi semelhante (p>0,05) ao efeito induzido pela microinjecdo na concentracao
de 50 pmol (figura 25, painel A). No entanto, o efeito hipotensor das microinje¢cbes de A-779
na concentragdo de 100 pmol na CVLM dos animais Sham foi maior (p<0,05) que o efeito
sobre a PAM induzido pela microinje¢cdo de 20 e 50 pmol na CVLM do respectivo grupo
(figura 25, painel A). Por outro lado, nos animais 2R1C, ndo foram observadas diferencas
(p>0,05) entre o efeito hipotensor produzido pelas diferentes concentrages de A-779 (20,
50 e 100 pmol) microinjetadas na CVLM (figura 25, painel A). Além disso, ndo foram
observadas diferencas (p>0,05) na FC produzidas pelas microinje¢cdes de A-779 (20, 50 e
100 pmol) na CVLM dos animais Sham e 2R1C, (figura 25, painel C).

A avaliagéo dos efeitos sobre a PAM induzidos pelas microinjecdes de D-Pro’-Ang-
(1-7) na CVLM mostrou que nos animais 2R1C, o efeito sobre a PAM induzido pela
microinje¢do na concentragdo de 20 pmol, foi semelhante (p>0,05) ao efeito sobre a PAM
induzido pela microinjecdo na concentracdo de 50 pmol (figura 25, painel B). No entanto, o
efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de D-Pro’-Ang-(1-7) na concentracdo de 100
pmol na CVLM dos animais 2R1C, foi maior (p<0,05) que o efeito sobre a PAM induzido
pelas microinjecdes de 20 e 50 pmol na CVLM desses animais (figura 25, painel B). Por
outro lado, nos animais Sham, néo foram observadas diferencas (p>0,05) no efeito sobre a
PAM produzido pelas diferentes concentracdes de D-Pro’-Ang-(1-7) (20, 50 e 100 pmol)
microinjetadas na CVLM (figura 25, painel B). Ndo foram observadas diferengas (p>0,05) na
FC produzidas pelas microinjecdes de D-Pro’-Ang-(1-7) (20, 50 e 100 pmol) na CVLM dos
animais Sham e 2R1C (figura 25, painel D).
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Figura 23: Registros tipicos das alteracdes na pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg),
frequéncia cardiaca (FC, bpm) e presséo arterial média (PAM, mmHg) produzidas por
microinjecBes de A-779 (20, 50 e 100 pmol) na CVLM de ratos Sham (painel A) e 2R1C
(painel B). As setas indicam 0 momento das microinjecdes (5s = 5 segundos).
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Figura 24: Registros tipicos das alteracdes na pressao
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arterial pulsatil (PAP, mmHg),

frequéncia cardiaca (FC, bpm) e pressédo arterial média (PAM, mmHg) produzidas por
microinjecdes de D-Pro’-Ang-(1-7) (20, 50 e 100 pmol) na CVLM de ratos Sham (painel A) e
2R1C (painel B). As setas indicam o momento das microinjec¢des (5s = 5 segundos).
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Figura 25: Efeito das microinjecdes de A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7) (20, 50 e 100 pmol) na
CVLM sobre a presséao arterial média (PAM, mmHg - painéis A e B) e frequéncia cardiaca
(FC, bpm - painéis C e D) em ratos Sham (n=6-8) e 2R1C (n=5-8). *p<0,05 comparado com
as microinjecbes de 20 e 50 pmol no respectivo grupo (ANOVA two-way seguido de

Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, de forma geral, mostramos que a microinjecdo na CVLM e na
RVLM do recém-descoberto analogo da Ang-(1-7), Ala’-Ang-(1-7), na concentracdo de 40
pmol, induziu, respectivamente, efeitos hipotensores e pressores, similares aos induzidos
pela microinjecdo de Ang-(1-7), mostrando uma evidéncia fisiolégica desse novo analogo da
Ang-(1-7). No entanto, a avaliacdo do bloqueio dos receptores angiotensinérgicos por
diferentes antagonistas [A-779, D-Pro’-Ang-(1-7), PD123319 e losartana] na CVLM mostrou
que somente o antagonista do receptor Mas, D-Pro’-Ang-(1-7) bloqueou o efeito induzido
pela Ala*-Ang-(1-7). Porém, tanto o D-Pro’-Ang-(1-7) como o A-779 bloquearam o efeito
hipotensor induzido pela Ang-(1-7) na CVLM. Similarmente, na RVLM, somente o D-Pro’-
Ang-(1-7) aboliu o efeito pressor induzido pela Ala'-Ang-(1-7), enquanto tanto o D-Pro’-Ang-
(1-7) como o A-779 bloquearam o efeito pressor induzido pela Ang-(1-7). Em conjunto,
nossos dados sugerem que apesar da similaridade entre os efeitos cardiovasculares
induzidos pela Ang-(1-7) e seu anélogo, a Ala'-Ang-(1-7) microinjetados na CVLM ou
RVLM, esses peptideos agem através de interacfes distintas com o receptor Mas, ou com
outro possivel subtipo de receptor.

Apesar da reconhecida importancia atribuida aos componentes (enzimas, vias de
sinalizacéo, peptideos e receptores) do SRA na manutencdo da homeostase corporal,
desde sua descoberta no final do século XIX até os dias de hoje, o entendimento das
interagbes desses componentes bem como a identificacdo de novos componentes tem
ampliado nossa visdo sobre o funcionamento desse importante sistema. Atualmente, as
interagBes que ocorrem entre 0s peptideos angiotensinérgicos, seus receptores e as vias de
sinalizagdo, apontam para o entendimento do SRA como um sistema contrarregulatorio
complexo, onde as angiotensinas exercem ac¢des modulatorias entre si (Donoghue et al.,
2000; Ferrario et al., 2005a; Ferrario et al., 2005b). A recente descoberta do novo peptideo
integrante do SRA, a Ang A (Jankowski et al., 2007), apresentou uma similaridade de agdes
fisiolégicas entre a Ang A e a Ang I, no entanto, apesar dessa similaridade de acdes, a Ang
A quando comparada com a Ang |l apresentou diferencas quanto a afinidade de interacdo
aos receptores AT1 e AT2 (Jankowski et al., 2007). Juntamente a descoberta da Ang A,
somado as acbes modulatérias e as vias de sintese dos diferentes peptideos
angiotensinérgicos do SRA, abre-se a possibilidade para que novos componentes sejam
adicionados neste complexo sistema.

Trabalhos de nosso grupo mostraram que a microinje¢do de Ang-(1-7) na CVLM
induziu efeitos similares em ratos com hipertensdo renovascular 2R1C (Cangussu et al.,
2009), SHR (Ferreira et al., 2008) e ratos normotensos (Sham). Semelhantemente, os
dados do presente estudo mostraram que o efeito hipotensor induzido pela microinjecéo da

Ang-(1-7), em diferentes concentragdes utilizadas (4, 40 e 140 pmol), na CVLM nos animais

42



2R1C foi similar ao observado nos animais Sham. Por outro lado, a microinjecdo de
diferentes concentracdes (4, 40 e 140 pmol) de Ala’-Ang-(1-7) na CVLM mostrou que nos
animais 2R1C a concentracdo de 140 pmol induziu um efeito sobre a PAM que foi
significativamente menor em relacao aos efeitos hipotensores induzidos por esse peptideo
nas concentracdes de 4 e 40 pmol. Ja esta bem estabelecido na literatura que a CVLM
possui interneurdnios excitatérios glutamatérgicos (Matsumoto et al., 1994; Suzuki et al.,
1997) e inibitérios GABAérgicos (Dampney, 1994a; Sved et al., 2000; Pilowsky e Goodchild,
2002) sendo que o balanco da atividade desses interneurdnios, excitatérios e inibitérios
resulta na ativacdo de uma via neuronal inibitéria GABAérgica ascendente para 0s
neurbnios simpatoexcitatérios da RVLM (Blessing, 1988; Agarwal e Calaresu, 1991;
Masuda et al., 1992). Nossa hipétese para explicar nossos presentes dados € que tanto a
Ang-(1-7) como a Ala'-Ang-(1-7) possam interagir com receptores em ambos 0s
interneurbnios excitatérios e inibitorios, porém, o balanco entre a ativacdo desses
interneurdnios, favorece a ativacdo da via GABAérgica para RVLM, resultando assim em
um efeito hipotensor induzido por ambos peptideos. No entanto, em ratos 2R1C parece
ocorrer uma alteracdo no balanco da atividade neuronal entre neurbnios excitatorios e
inibitérios induzido pela microinjecdo de Ala*-Ang-(1-7) na concentracdo de 140 pmol,
resultando em uma menor ativacéo da via GABAérgica para RVLM.
Estudos mostraram que o NO possui um papel inibitério no cérebro (Blessing, 1988;
Patel et al., 2001), especialmente em areas relacionadas ao controle cardiovascular como o
PVN (Horn et al., 1994; Zhang e Patel, 1998; Patel et al., 2001), NTS (Tagawa et al., 1994;
Lin et al., 1999; Wang et al., 2007), e RVLM (Zanzinger et al., 1995; Kishi et al., 2001; Kishi
et al., 2003). Kishi et al. (2001) mostraram em ratos SHR stroke-prone (acidente vascular
encefalico), que apresentam aumento na expressdo de eNOS na RVLM, ocorre maior
liberacdo tanto de glutamato quanto de GABA, com predominancia sobre a atividade
GABAérgica, resultando em reducdo da atividade do sistema nervoso simpatico nesses
animais. Em conjunto, esses estudos citados anteriormente mostraram que o aumento dos
niveis do NO no PVN e RVLM leva a redugdes na atividade simpatica e da PA através de
interages entre o NO e neurdnios GABAérgicos. Em adi¢édo, dados da literatura mostraram
também que a inibicdo basal do NO na CVLM induziu reducdo na PA (Shapoval et al.,
1991b; Yang et al., 1996; Lage et al., 1999; De Castro et al., 2012), enquanto a microinje¢cédo
na CVLM do doador de NO, nitroprussiato de sodio (Shapoval et al., 1991b), e/ ou do
precursor de NO, L-arginina (Shapoval et al., 1991b; Lage et al., 1999; De Castro et al.,
2012) induziram aumento na PA. Entretanto, estudos mostraram que os niveis de nNOS
MRNA na CVLM em ratos 2R1C varia durante o desenvolvimento da HA. Krukoff et al.
(1995) mostraram em ratos 2R1C que a expressdo génica de nNOS na CVLM estava
aumentada na terceira semana e reduzida na sexta semana apos a clipagem da artéria
renal. No entanto, estudos recentes de nosso laboratério (De Castro et al., 2012) mostraram
43



uma menor expressao das isoformas de NOS, nNOS e eNOS, na CVLM de ratos 2R1C na
quarta semana apés a clipagem da artéria renal, quando comparados com ratos
normotensos. Considerando esses achados e complementando nossa hipétese para
explicar a falta de efeito hipotensor induzido pela Ala*-Ang-(1-7) na concentracdo de 140
pmol quando comparado com o efeito hipotensor induzido pela Ala*-Ang-(1-7) na
concentracdo de 4 ou 40 pmol microinjetada na CVLM dos ratos 2R1C, seria que na
concentracdo maior, a Ala'-Ang-(1-7) poderia atuar por meio da liberacdo de NO
preferencialmente sobre interneurdnios inibitérios GABAérgicos, resultando em uma
reducdo na atividade dos neur6nios inibitérios GABAérgicos projetados da CVLM para a
RVLM. Em conjunto, esses dados sugerem que a menor resposta sobre a PAM induzida
pela microinjecdo de Ala*-Ang-(1-7), na concentracdo de 140 pmol na CVLM dos animais
2R1C, se deva pelo menos em parte, a uma diferente ativagdo dos componentes do SRA
cerebral nos animais com hipertensdo renovascular 2R1C e de intera¢ges distintas com o
mesmo receptor ou com subtipos de receptores para a Ala'-Ang-(1-7) e Ang-(1-7), uma vez
gue em ratos Sham e 2R1C a Ang-(1-7) na concentracdo de 140 pmol induziu efeito
hipotensor semelhante as demais concentracdes (4 e 40 pmol) utilizadas nesse estudo.

A identificacdo e caracterizacdo de diferentes receptores angiotensinérgicos, bem
como a especificidade dos efeitos induzidos por diferentes peptideos angiotensinérgicos,
vem ampliando a rede de possibilidades de a¢cdes dos componentes do SRA (Chiu et al.,
1989; Wong et al., 1990; Bottari et al., 1992; Santos et al., 2003b; Chai et al., 2004). A
existéncia de um receptor especifico para a ligacdo da Ang-(1-7) tem sido evidenciada
através de resultados obtidos com o uso do antagonista seletivo de Ang-(1-7), o A-779
(Santos et al., 1994). Estudos mostraram que o A-779 bloqueou o efeito vasodilatador
induzido pela Ang-(1-7) no leito vascular mesentérico de ratos SHR (Fernandes et al.,
2001), aboliu o efeito da Ang-(1-7) em potencializar o efeito hipotensor e vasodilatador
induzido pela bradicinina em ratos normotensos e hipertensos (Lima et al., 1997; Fernandes
et al., 2001), blogueou o efeito pressor induzido por microinje¢cdes de Ang-(1-7) na RVLM e
na area pressora caudal (CPA) (Fontes et al., 1994) e bloqueou o efeito hipotensor induzido
por microinje¢des de Ang-(1-7) na CVLM em ratos normotensos e com HA (Cangussu et al.,
2009). Alem disso, a caracterizacdo de outro antagonista seletivo para o receptor de Ang-
(1-7), o D-Pro’-Ang-(1-7) (Santos et al., 2003a), tem sido uma importante ferramenta para
confirmar e ampliar os diferentes efeitos induzidos pela Ang-(1-7) em seu receptor
especifico. Estudos de Santos et al. (2003a) mostraram, que a microinjecdo do D-Pro’-Ang-
(2-7) na RVLM bloqueou o efeito pressor induzido pela Ang-(1-7), o efeito antidiurético em
ratos com sobrecarga hidrica e o relaxamento endotélio-dependente em anéis aodrticos de
camundongos induzido por esse peptideo. No entanto, esse antagonista, 0 D-Pro’-Ang-(1-
7), néo interferiu no efeito pressor induzido pela microinje¢do de Ang Il na RVLM, ndo
alterou o aumento da ingestao de agua induzida pela microinjecdo de Ang Il no ventriculo
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lateral e nem modificou o efeito hipotensor induzido pela bradicinina em ratos Wistar
(Santos et al., 2003a).

Becker et al. (2007), através de técnicas de imunofluorescéncia, validaram os
achados anteriores da literatura sobre o importante papel da Ang-(1-7) no controle da PA,
ao identificarem e mostrarem a distribuicdo do receptor Mas em &reas relacionadas ao
controle cardiovascular no SNC de ratos, tais como o NTS, CVLM, RVLM, nucleo olivar
inferior, porcdo parva e magnocelular do nlcleo paraventricular hipotalamico, nacleo supra-
Opticos e area pré-optica. No presente estudo avaliamos também se as acdes hipotensoras
induzidas pela Ala'-Ang-(1-7) microinjetada na CVLM envolveria interacdes especificas com
o receptor Mas de Ang-(1-7). Nossos dados mostraram, de acordo com dados anteriores de
nosso laboratério (Cangussu et al., 2009) que o efeito hipotensor induzido pela Ang-(1-7) na
CVLM foi abolido pelo A-779 por até 15 minutos, tanto nos animais Sham, quanto nos
2R1C. Surpreendentemente, a microinjecdo do A-779 ndo bloqueou o efeito hipotensor
induzido pela Ala'-Ang-(1-7) na CVLM. Entretanto, a microinje¢do do D-Pro’-Ang-(1-7)
aboliu por até 30 minutos, tanto o efeito hipotensor induzido pela Ang-(1-7) quanto pelo seu
analogo Ala'-Ang-(1-7). Similarmente, na RVLM de animais normotensos, o A-779 também
bloqueou somente o efeito pressor da Ang-(1-7) e néo bloqueou o efeito pressor induzido
pela microinjecdo de Ala'-Ang-(1-7). Além disso, assim como na CVLM, observamos que a
microinjecdo de D-Pro’-Ang-(1-7) na RVLM de animais normotensos, bloqueou tanto o
efeito pressor da Ang-(1-7) como o da Ala*-Ang-(1-7).

A diferenca de respostas dos bloqueios induzidos pelos antagonistas do receptor
Mas, A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7), ainda néo esta completamente entendida. Alguns dados da
literatura mostraram que a eficiéncia do A-779 e do D-Pro’-Ang-(1-7) em antagonizar 0s
efeitos da Ang-(1-7) depende do leito vascular e da espécie do animal experimental (Santos
et al., 2003a). Estudos relacionados ao efeito da Ang-(1-7) sobre o leito vascular mostraram
que tanto o A-779, quanto o D-Pro’-Ang-(1-7) foram capazes de bloquear o efeito
vasodilatador induzido pela Ang-(1-7) na aorta de camundongos C57BL (cepa selvagem)
(Lemos et al., 2005), no entanto, na aorta de ratos Sprague-Dawley, apenas o D-Pro’-Ang-
(1-7) e ndo o0 A-779, bloqueou o efeito induzido pela Ang-(1-7) (Silva et al., 2007), por outro
lado, na artéria cerebral de caes, o A-779 nado bloqueou o efeito induzido pela Ang-(1-7)
(Feterik et al., 2000). Adicionalmente, estudos sobre o efeito da microinjecdo de Ang-(1-7)
em areas centrais relacionadas ao controle cardiovascular mostraram que na RVLM tanto a
microinjecéo do A-779 quanto do D-Pro’-Ang-(1-7) aboliram o efeito pressor induzido pela
Ang-(1-7) (Santos et al., 1994; Fontes et al., 1997; Santos et al., 2003a). No presente
estudo, mostramos que tanto a microinjecdo do A-779 quanto a do D-Pro’-Ang-(1-7) na
CVLM e RVLM de ratos Fisher, aboliram o respectivo efeito hipotensor e pressor induzido
pela Ang-(1-7). No entanto, a auséncia de inibicdo pelo A-779 sobre o efeito hipotensor e
pressor induzido pela Ala'-Ang-(1-7) na CVLM e RVLM respectivamente, sugere que 0s
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efeitos induzidos pela Ala'-Ang-(1-7) possam ocorrer através de um provavel subtipo de
receptor que é sensivel ao D-Pro’-Ang-(1-7) e insensivel ao A-779 nessas areas, tanto em
animais normotensos como em animais hipertensos.

Dados da literatura tem sugerido que o balangco entre a classica via pro-
vasoconstritora, pro-fibrotica e proliferativa do SRA (envolvendo o eixo ECA/ Ang I/
receptor AT1) e a via pro-vasodilatadora, antifibrotica e antiproliferativa envolvendo o eixo
ECA2/ Ang-(1-7)/ receptor Mas (Xu et al., 2011), particularmente no cérebro, constitui um
fator determinante para o estabelecimento da HA (Danilczyk e Penninger, 2006; Xu et al.,
2011). Adicionalmente, estudos mostraram que em animais hipertensos ocorre um
desbalanco entre os eixos ECA/ Ang I/ receptor AT1 e ECA2/ Ang-(1-7)/ receptor Mas em
areas simpatoexcitatérias como a RVLM e o PVN, sendo esse desbalanco relacionado a
predominancia do eixo ECA/ Ang II/ receptor AT1 nessas regifes (Hu et al., 2002; Agarwal
et al., 2011; Chen et al., 2011). No entanto, pouco ainda se conhece sobre as contribuicbes
do balanco entre essas vias do SRA (ECA/ Ang ll/ receptor AT1 e ECA2/ Ang-(1-7)/
receptor Mas) na CVLM para a contribuicdo no estabelecimento da HA. No presente estudo
e corroborando com estudos anteriores de nosso laboratério, mostramos que a microinjecao
do A-779 (Cangussu et al., 2009) e do PD123319 (Rodrigues et al., 2007) induziram um
maior efeito sobre a PAM em relacéo ao efeito induzido pela salina somente nos ratos com
hipertensdo 2R1C e ndo em ratos Sham. A possivel hip6tese para explicar esses resultados
seria que na HA, possa ocorrer um predominio na atividade e/ ou ocorréncias de
interneurdnios excitatérios e/ ou inibitérios e/ ou uma alteracdo na expressdo no receptor
Mas de Ang-(1-7) e do receptor AT2 de Ang Il, ou ainda na via enzimatica envolvida na
producdo de peptideos angiotensinérgicos na CVLM. Estudos da literatura mostraram que
em certas condicdes, a Ang Il endégena tem um efeito simpatoinibitério ou
simpatoexcitatério na RVLM (Fontes et al., 1997; Sheriff et al., 2006). Foi mostrado que em
condigcbes de normoxia, o bloqueio bilateral induzido pelo antagonista de receptor AT1,
candesartan, na RVLM n&o induziu alteragfes significativas na PA e na RSNA de ratos
(Sheriff et al., 2006). No entanto, em condi¢cfes de hipOxia sistémica, condicdo em que
ocorre ativagdo de quimiorreceptores periféricos e aumento da atividade dos neurdnios pre-
motores simpaticos da RVLM (Dampney, 1994b; Guyenet, 2006), o bloqueio dos receptores
AT1 na RVLM pelo candesartan induziu um aumento na PA e RSNA (Sheriff et al., 2006).
Além disso, sob condi¢des de hipoxia e apds o bloqueio de receptores GABA na RVLM, a
microinjecdo de candesartan na RVLM resultou em uma redugdo na RSNA (Sheriff et al.,
2006). Em conjunto esses dados sugerem que na condi¢cdo de hipdxia sistémica a Ang Il
promove um efeito simpatoinibitério na RVLM, que é dependente de receptores GABA.
Fontes et al. (1997) mostraram que o bloqueio bilateral do receptor AT1, pela losartana, na
RVLM resultou em um aumento na PA somente em ratos acordados, ndo sendo observado

este efeito em ratos anestesiados. Além disso, em ratos transgénicos acordados, que
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possuem baixos niveis de angiotensinogénio cerebral, ndo foi observado efeito pressor
apo6s bloqueio do receptor AT1 na RVLM pelo antagonista especifico, CV-11794, sugerindo
que o efeito pressor induzido pelo bloqueio do receptor AT1, depende do nivel enddégeno de
Ang Il cerebral (Baltatu et al., 2001). Diante dessas questdes, considerando o papel tdnico
inibitério GABAérgico sobre os neurbnios depressores da CVLM (Shapoval et al., 1991a), e
fazendo uma analogia ao ja descrito na literatura em relacdo a RVLM, nossa hip6tese € que
na HA possa ocorrer um aumento no numero de receptores nos interneurdnios ou na
ativacdo de receptores Mas de Ang-(1-7) e AT2 de Ang Il, levando a um aumento
prevalente na atividade ténica de interneurdnios inibitérios na CVLM, com consequente
reducdo na capacidade da CVLM em contrabalancear a elevada atividade dos neurdnios
simpatoexcitatérios da RVLM (Blessing et al., 1981; Dampney, 1994a). Desta forma, o
blogueio enddégeno na CVLM da Ang-(1-7), pelo A-779 e da Ang Il, pelo PD123319,
resultaria em uma maior ativacdo da via GABAérgica para RVLM, resultando em queda na
PA nos animais hipertensos. Além disso, semelhante ao observado nos estudos na RVLM,
mencionados por Baltatu et al. (2001), € possivel que a modulacéo tdnica da CVLM sobre a
RVLM dependa dos niveis endégenos de Ang-(1-7) e Ang Il (agindo nos receptores Mas e
AT2 respectivamente), uma vez que foram observados efeitos hipotensores apds a
microinjecdo de A-779 e PD123319 na CVLM apenas nos animais com hipertenséo
renovascular 2R1C, sendo que esse modelo de HA é caracterizado por apresentar uma
hiperatividade dos componentes do SRA cerebral (Lazartigues et al., 2002; Lazartigues et
al., 2004). Por outro lado, mostramos que a microinjecdo de A-779 na RVLM de ratos Sham
ndo induziu alteragéo significativa na PA, entretanto, em dados n&do publicados de nosso
laborat6rio observamos que a microinjecdo de A-779 e PD123319 na RVLM nao induziram
alteracOes significativas sobre a PA de ratos 2R1C e Sham. Isto pode sugerir que as
alteracdes na concentragdo de peptideos e/ ou receptores angiotensinérgicos na CVLM de
ratos 2R1C possam contribuir para uma menor capacidade da CVLM em contrabalancear o
aparente aumento da atividade intrinseca dos neurénios da RVLM em animais hipertensos
(Smith e Barron, 1990; Muratani et al., 1993; Sved et al., 2000; Pinho et al., 2006).

Em relagdo aos nossos presentes dados sobre a microinjecdo de concentracdes
diferentes dos antagonistas de Ang-(1-7), mostramos que as microinjecdes de A-779, na
concentracdo de 20, 50 e 100 pmol, induziram efeitos hipotensores significativos nos
animais 2R1C, no entanto, nos animais Sham, apenas a microinjecdo de A-779 na
concentracdo de 100 pmol induziu um maior efeito sobre a PAM, quando comparado com
as concentracdes de 20 e 50 pmol. Por outro lado, as microinjecdes de D-Pro’-Ang-(1-7),
na concentracdo de 20, 50 e 100 pmol, ndo induziram efeitos sobre a PAM significativos
nos animais Sham, entretanto, nos animais 2R1C, apenas a microinjecéo de D-Pro’-Ang-(1-
7) na concentragdo de 100 pmol induziu um efeito hipotensor, quando comparado com as
concentracdes de 20 e 50 pmol. Assim, esses resultados reforcam nossa afirmacao anterior
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que o nivel enddgeno dos peptideos angiotensinérgicos e/ ou a distribuicdo dos receptores
angiotensinérgicos exer¢ca um efeito modulatorio diferente sobre as populacdes de
interneurdnios excitatérios e inibitérios da CVLM. Estudos mostram que dependendo da
concentracdo utilizada a Ang-(1-7) pode promover efeitos ndo especificos como a ligagéo
deste heptapeptideo em receptores AT1 (Santos et al., 2000). Adicionalmente, Kucharewicz
et al. (2002) e Fraga-Silva (2008) mostraram que o efeito antitrombotico induzido pela
infusdo intravenosa Ang-(1-7) pode ser abolido com a utilizacdo de doses de maior
concentracdo desse peptideo (100 pmol/ kg/ min e 1 umol/ kg/ min, respectivamente). Desta
forma, uma possivel hipétese seria que na CVLM o A-779 teria uma maior afinidade ao
receptor Mas, blogueando assim, somente o efeito da Ang-(1-7) tanto nos animais Sham
quanto nos 2R1C, e por outro lado, o D-Pro’-Ang-(1-7), embora capaz de bloquear o efeito
da Ang-(1-7), teria também afinidade com outro possivel receptor da Ala'-Ang-(1-7),
bloqueando desta forma o efeito hipotensor da Ang-(1-7) e da Ala'-Ang-(1-7). Mais estudos
precisam ser realizados para confirmar essa hipétese.

Uma questdo ainda ndo muito bem estabelecida é se outros receptores poderiam
contribuir para alguns efeitos da Ang-(1-7). Estudos sugerem que em determinadas
situacdes os efeitos vasculares da Ang-(1-7) podem ocorrer através de um mecanismo
complexo e ainda néo elucidado envolvendo um cross-talk entre os receptores Mas de Ang-
(1-7) e receptores AT1 ou AT2 de Ang Il (Castro et al., 2005; Walters et al., 2005). No
entanto, estudos em ratos mostraram que microinjecbes na RVLM ndo apresentaram
interacbes entre os receptores Mas e AT1 ou, Mas e AT2, uma vez que o efeito pressor
induzido pela Ang-(1-7) ndo foi bloqueado nem pelo antagonista do receptor AT1 (losartana)
(Santos et al., 1994; Fontes et al., 1997) e nem pelo antagonista do receptor AT2 (CGP
42112A) (Santos et al., 1994). Nossos presentes dados mostram que na CVLM tanto a Ang-
(1-7) como a Ala*-Ang-(1-7) néo se ligam aos receptores AT1 e AT2 de Ang Il, uma vez que
nem a losartana e nem o PD123319 aboliram o efeito hipotensor induzido tanto pela Ang-(1-
7) ou pela Ala*-Ang-(1-7) microinjetadas na CVLM, tanto nos animais Sham quanto nos
animais 2R1C. No entanto, em nosso estudo nédo foram avaliados se os efeitos pressores
induzidos pela microinjecdo de Ang-(1-7) e pela Ala*-Ang-(1-7) na RVLM envolvem
interagBes com os receptores AT1 e/ ou AT2 de Ang Il

Em resumo, os novos achados do presente estudo acrescentam importantes
informagdes sobre as interagbes do conhecido peptideo do SRA, Ang-(1-7), em neurdnios
da CVLM e RVLM, além disso, mostram os efeitos cardiovasculares de um novo anélogo da
Ang-(1-7), a Ala’-Ang-(1-7), sobre neurdnios da area depressora CVLM e pressora RVLM.
Adicionalmente, mostramos que o0s efeitos hipotensores e pressores induzidos pela
microinjecdo de Ang-(1-7) e da Ala'-Ang-(1-7), respectivamente na CVLM e RVLM, apesar
de serem semelhantes, parecem envolver interacdes distintas entre 0 mesmo receptor ou

com subtipos de receptores e que, pelo menos na CVLM, esses efeitos ndo envolvem os
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receptores AT1 e AT2 de Ang Il. Nossos achados abrem uma nova perspectiva para
intensas investigagdes sobre os componentes do SRA. No entanto, mais estudos precisam
ser realizados para analisar a contribuicdo enddégena deste novo peptideo sobre a
regulacdo do SRA cerebral, sobretudo sobre as acdes contrarreguladoras da Ang Il.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo mostramos que apesar da similaridade entre os efeitos
cardiovasculares induzidos pelas microinjecbes de Ang-(1-7) e de seu analogo recém-
descoberto, a Ala'-Ang-(1-7) na CVLM (efeitos hipotensores) e RVLM (efeitos pressores),
esses peptideos parecem envolver interacfes distintas entre 0 mesmo receptor ou com
subtipos de receptores. Adicionalmente, mostramos que, pelo menos na CVLM, os efeitos
induzidos pela Ala*-Ang-(1-7) ndo envolvem os receptores AT1 e AT2 de Ang Il. Por fim, o
antagonista do receptor Mas D-Pro’-Ang-(1-7), e ndo o antagonista A-779, foi capaz de
bloquear os efeitos cardiovasculares da Ala*-Ang-(1-7) na CVLM e RVLM, sugerindo que
este peptideo exerce suas acgdes através de um receptor que é sensivel ao D-Pro’-Ang-(1-
7).
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ANEXOS

A- Tabelas: Efeitos sobre a PAM e FC induzidos por microinjecées no bulbo

ventrolateral

Tabela 1: Alteracbes na pressao arterial média (APAM, mmHg) produzidas por
microinjecdes de Ang-(1-7) e Ala’-Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na CVLM de ratos Sham e
2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Peptideo 4 pmol 82 -11+3 A11+1 -12 + 3¢
Peptideo 40 pmol -13+1 -16 £ 4 101 -10 £ 3*
Peptideo 140 pmol -15+1 9+£3 -13+3 -0,1+3
n 5 10 5 8

Valores expressos em média + EPM. *p<0,05 comparado com a microinjecdo de 140 pmol
no respectivo grupo (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 2: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas por microinjecdes de
Ang-(1-7) e Ala*-Ang-(1-7) (4, 40 e 140 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Peptideo 4 pmol 742 -3+14 5+5 5+5
Peptideo 40 pmol 14+ 7 1527 -20+ 11 -19+18
Peptideo 140 pmol -85 -12+9 -12+7 -5+3
n 5 10 5 8

Valores expressos em média + EPM (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 3: Alteracfes na presséo arterial média (APAM, mmHg) ap6s microinjecao de salina
(100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM de
ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina 4+1 3+1 3+1 3+1
Peptideo 12+ 1% 13+ 2% 13+ 2% 12 + 1%
A-779 5+1 3+1 12+ 1% 13+ 2%
n 9 6 10 6

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala*-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. *p<0,05 em comparacéo a salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 4: Alteragbes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) apés microinjecdo de salina (100
nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM de ratos
Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina 0,03+1 2+1 2+1 -0,3+4
Peptideo -05+1 -15+9 -1+3 -9+5
A-779 5+5 2+2 32 44
n 9 6 10 6

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) no respectivo
grupo (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 5: Alteragbes na pressdo arterial média (APAM, mmHg) produzidas pelas
microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a
microinje¢&o do A-779 (50 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala*-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes do A-779 -1211 -13+2 -13£2 121
A-779 5+1 -3+1 12+1° -13+2°
5 min ap6s A-779 -4+ 1% 1242 -4+ 1* 1142
15 min apds A-779 S5+ 1* -11+2 -4+ 1* -13+3
30 min ap6s A-779 -10+2 -10+3 1142 1142
n 9 6 10 6

Valores expressos em média £+ EPM. min = minutos apds microinjecdo de A-779. *p<0,05
em comparacio a Ang-(1-7) microinjetada antes do A-779 no respectivo grupo. “p<0,05 em
comparacdo a microinjecdo de salina (ndo mostrada) (ANOVA two-way seguido de
Bonferroni).

Tabela 6: Alteracfes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas pelas microinjecdes de
Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e ap6s a microinjecdo do A-
779 (50 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)

Antes do A-779 05+1 -21+14 -05+3 22+ 11
A-779 -5%5 212 312 -3+4

5 min apds A-779 -4+1 -4+4 -3+4 -13+6
15 min apés A-779 22 3+5 2+3 6+5
30 min ap6s A-779 -0,1+2 -9+6 -4+3 -12+6

n 9 6 10 6

Valores expressos em média £+ EPM. min = minutos ap6s microinje¢do de A-779 (ANOVA
two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 7: Alteragcfes na presséo arterial média (APAM, mmHg) ap6s microinjecao de salina
(100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol) na
CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina 4+1 3+1 3+1 3+1
Peptideo 11+ 1* 12 + 2% 12 + 1% 12 + 1%
D-Pr07-Ang-(1-7) 3+x1 -4+2 5+1 -5+2
n 6 6 5 6

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala*-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. *p<0,05 em comparacédo a salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 8: Alteragfes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) apés microinjecdo de salina (100
nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol) na CVLM
de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7)  Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina -1+1 2%+2 121 121
Peptideo -13+6 -10+9 -8+8 -8+4
D-Pro’-Ang-(1-7) 11 2+2 3+2 8+4
n 6 6 5 6

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 9: Alteragbes na pressdo arterial média (APAM, mmHg) produzidas pelas
microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a
microinjec&o do D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)

Antes do D-Pro 111 -12+2 -12+1 121
D-Pro 31 4%2 5+1 5%2

5 min ap6s D-Pro SE2 5+ 2% -3+ 1% -4+ 1*
15 min apds D-Pro -4 x2* 5+ 1* -5+ 1% -3+1*
30 min ap6s D-Pro 31 -3+ 1* -3£1* -4 £ 1*

n 6 6 5 6

Valores expressos em média + EPM. D-Pro = D-Pro’-Ang-(1-7). min = minutos apds
microinjecéo de D-Pro’- Ang-(1-7). *P<0,05 em comparacdo a microinjecdo de Ang-(1-7) ou
Ala*-Ang-(1-7) antes do D-Pro’-Ang-(1-7) (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 10: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas pelas microinjecdes
de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apés a microinje¢do do
D-Pro’-Ang-(1-7) (50 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes do D-Pro -13+6 -10+9 -8+8 8+4
D-Pro -1+1 2%2 3+2 8+4
5 min ap6és D-Pro -1 x7 -3£3 -02+1 3+2
15 min apés D-Pro -5+4 -3+3 A+4 4+4
-3+£3 -1+1 1+1 -4+3

30 min apds D-Pro
n 6 6 5 6

Valores expressos em média + EPM. D-Pro = D-Pro’-Ang-(1-7). min = minutos apds

microinjecdo de D-Pro’- Ang-(1-7). (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 11: Alteracdes na presséo arterial média (APAM, mmHg) apds microinjecdo de
salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e PD123319 (40 pmol) na
CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina 4+1 3+1 3+1 3+1
Peptideo -13 £ 1% -14 + 2% -14 + 3* -15 + 3*
PD123319 4+1 542 -16 + 3* -15 + 4*
n 8 6 7 7

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala*-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. *p<0,05 em comparacéo a salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 12: Alteragfes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) ap6s microinjegédo de salina (100
nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e PD123319 (40 pmol) na CVLM de ratos
Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7)  Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina -4+3 1+£2 35 212
Peptideo 10+3 -12+7 -13+8 -26+9
PD123319 42 -13+6 -13+6 -14+6
n 8 6 7 7

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) no respectivo
grupo (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 13: Alteracbes na pressdo arterial média (APAM, mmHg) produzidas pelas
microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a
microinje¢&o do PD123319 (40 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala*-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes do -13+1 14 %2 14 +3 -15+3
PD123319
PD123319 4+1 5+2 -16 + 3" -15+ 47
5 min ap6s -11+3 1242 20+5 -15+5
PD123319
15 min ap6s -10+2 1142 22+3 -13+4
PD123319
30 min ap6s -13+2 16+ 4 -18+3 132
PD123319
n 8 6 7 7

Valores expressos em média £ EPM. min = minutos apdés microinjecdo de PD123319.
"P<0,05 em comparacéo a salina (ndo mostrada) (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 14: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas pelas microinjecdes
de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a microinje¢do do
PD123319 (40 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes do -10+3 12+7 -13+8 -26+9
PD123319
PD123319 4 +2 -13+6 -13+6 -14+ 6
5min ap6s -15+7 -10+5 29+ 12 -3+3
PD123319
15 min apos 12+5 -16 +8 -31+8 S12+7
PD123319
30 min apds 8+4 24 + 16 -19+6 11+4
PD123319
n 8 6 7 7

Valores expressos em média + EPM. min = minutos apdés microinjecdo de PD123319
(ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 15: Alteracdes na presséo arterial média (APAM, mmHg) apds microinjecdo de
salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) e losartana (86 pmol) na
CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7)  Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina 5+1 3+1 -6+0,4 4+1
Peptideo 12+ 1% 11+ 2% -15 + 3* 13+ 2%
Losartana 5zx1 3zx1 5=x1 -4+0,3
n 8 5 6 4

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala*-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. *p<0,05 em comparacéo a salina (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 16: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) apds microinjecao de salina (100
nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) e losartana (86 pmol) na CVLM de ratos
Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7)  Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina -7+£6 1+1 -4+£3 -1+1
Peptideo -14+5 -4+5 -13+8 -7+3
Losartana -2+5 3+3 1+3 1+3
n 8 5 6 4

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) no respectivo
grupo (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 17: Alteracbes na pressdo arterial média (APAM, mmHg) produzidas pelas
microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a
microinjecdo de losartana (86 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes da losartana -12+1 -11+£2 -15 +£3 -13+2
Losartana 6+1 31 5+1 -4+0,3
5 min apds losartana -12+£2 -15+1 -15+3 -11+3
15 min ap6s losartana -12+£2 -[11+1 -16 +3 112
30 min apés losartana -10+2 -11+2 -12+2 -16 +2
n 8 5 6 4

Valores expressos em meédia + EPM. min = minutos ap0s microinjecdo de losartana
(ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 18: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas pelas microinjecdes
de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala'-Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a microinjecdo de
losartana (86 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes da losartana -14+5 -4+5 -13+38 -7+3
Losartana -1+4 3+3 1+3 1+3
5 min apds losartana -10+4 -5%5 127 2+2
15 min ap6s losartana -19+9 -9+9 -10+5 -11+6
30 min apés losartana -13+7 414 -6+4 1+2
n 8 5 6 4

Valores expressos em média + EPM. min = minutos ap0s microinjecdo de losartana
(ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 19: AlteragGes na presséo arterial média (APAM, mmHg) apds microinjecéo de

salina (100 nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e D-Pro’-
Ang-(1-7) (50 pmol) na RVLM de ratos Sham.

Sham (Grupo A-779) Sham [Grupo D-Pro’-Ang-(1-7)]

Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina 4+1 2+1 1+1 2+1
Peptideo 13+2 11+1 11+1 12+1
A-779 3x1 4+1 --- -
D-Pro’-Ang-(1-7) 3+1 3+0,3
n 4 4 3 3

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. Grupo A-779 = animais em que o A-779 foi utilizado como antagonista. Grupo D-
Pro’-Ang-(1-7) = animais em que o D-Pro’-Ang-(1-7) foi utilizado como antagonista.
*p<0,05 em comparacéo a salina (ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls).

Tabela 20: Alteragcbes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) apds microinjecéo de salina (100

nL), Ang-(1-7) (40 pmol), Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e D-Pro’-Ang-(1-7) (50
pmol) na RVLM de ratos Sham.

Sham (Grupo A-779) Sham [Grupo D-Pro’-Ang-(1-7)]

Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Salina) 1+2 1+1 2+2 3+2
Peptideo 512 -1+3 5+6 -8+3
A-779 1+1 -1+1
D-Pro’-Ang-(1-7) 31 -0,3+3
n 4 4 3 3

Valores expressos em média + EPM. Peptideo = Ang-(1-7) ou Ala'-Ang-(1-7) no respectivo
grupo. Grupo A-779 = animais em que o A-779 foi utilizado como antagonista. Grupo D-

Pro’-Ang-(1-7) = animais em que o D-Pro’-Ang-(1-7) foi utilizado como antagonista.
(ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls).
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Tabela 21: Alteracbes na pressdo arterial média (APAM, mmHg) produzidas pelas
microinjecdes de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala*-Ang-(1-7) (40 pmol) na RVLM antes e apds a
microinjecdo do A-779 (50 pmol) ou do D-Pro’-Ang-(1-7) na RVLM de ratos Sham.

Sham (Grupo A-779) Sham [Grupo D-Pro’-Ang-(1-7)]
Ang-(1-7) Ala*-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala*-Ang-(1-7)

Antes do A-779 132 11+1
A-779 3+1 4+1
5 min ap6s A-779 3x1* 12+2

Antes do D-Pro 11+1 12+1

D-Pro -=-= ---- 31 3+0,3

5 min ap6s D-Pro 4+1* 3+1*
n 4 4 3 3

Valores expressos em média = EPM. min = minutos. D-Pro = D-Pro’-Ang-(1-7). Grupo A-
779 = animais em que o A-779 foi utilizado como antagonista. Grupo D-Pro’-Ang-(1-7) =
animais em que o D-Pro’-Ang-(1-7) foi utilizado como antagonista. *p<0,05 em comparac&o
com o respectivo peptideo microinjetado antes do antagonista. (ANOVA one-way seguido
de Newman-Keuls).

Tabela 22: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas pelas microinjecdes
de Ang-(1-7) (40 pmol) e Ala’-Ang-(1-7) (40 pmol) na RVLM antes e apds a microinje¢do do
A-779 (50 pmol) ou do D-Pro’-Ang-(1-7) na RVLM de ratos Sham.

Sham (Grupo A-779) Sham [Grupo D-Pro’-Ang-(1-7)]
Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ala'-Ang-(1-7)
Antes do A-779 5+2 -1+3
A-779 1+1 -1£1
5 min apds A-779 01+3 94
Antes do D-Pro 5+6 -8+3
D-Pro -—-- ---- -2x2 12

5 min apds D-Pro
n 4 4 3 3

Valores expressos em média + EPM. min = minutos. D-Pro = D-Pro’-Ang-(1-7). Grupo A-
779 = animais em que o A-779 foi utilizado como antagonista. Grupo D-Pro’-Ang-(1-7) =
animais em que o D-Pro’-Ang-(1-7) foi utilizado como antagonista. (ANOVA one-way
seguido de Newman-Keuls).
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Tabela 23: Alteracbes na pressdo arterial média (APAM, mmHg) produzidas por

microinjecdes de A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7) (20, 50 e 100 pmol) na CVLM de ratos Sham e
2R1C.

Sham 2R1C

A-779 D-Pro’-Ang-(1-7) A-779 D-Pro’-Ang-(1-7)

Antagonista 20 61 2+1 -16+3 -4+1
pmol
Antagonista 50 6+1 241 16+ 4

4£0,4
pm_ol
Antagonista 100 19 + 3* 32 133 10+ 1%
pmol
n 8 6 8 5

Valores expressos em média + EPM. *p<0,05 comparado com a microinjecdes de 20 e 50
pmol no respectivo grupo (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 24: Alteracdes na frequéncia cardiaca (AFC, bpm) produzidas por microinje¢cfes de

A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7) (20, 50 e 100 pmol) na CVLM de ratos Sham e 2R1C.

Sham 2R1C

A-779 D-Pro’-Ang-(1-7) A-779 D-Pro’-Ang-(1-7)

Antagonista 20 2+1 1+2 -11+6 2+2
pmol
Antagonista 50

0,22 -1+04 -9+5 5+2
pm_ol
Antagonista 100 6+4 04+3 8+3 2+3
pmol
n 8 6 8 5

Valores expressos em média £+ EPM. (ANOVA two-way seguido de Bonferroni).
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