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RESUMO

O sistema renina-angiotensina pode ser inibido em varios pontos, incluindo a renina,
que leva a reducdo da conversao do angiotensinogénio em Angiotensina I,
diminuindo os niveis de Angiotensina Il (Ang Il). No entanto, essa inibicdo também
causa reducdo dos niveis de Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], que possui acdes
frequentemente opostas aquelas atribuidas a Ang Il. Assim, nesse estudo foi
investigado o efeito da combinacdo de um inibidor de renina com o composto de
incluséo formado por Hidroxipropil B-ciclodextrina (HPBCD)/Ang-(1-7) na reducéo da
PA e lesbes em orgdos-alvo. Ratos hipertensos transgénicos heterozigotos
TGR(mRen2)27 foram tratados durante 15 dias em trés protocolos diferentes: Grupo
PEP: tratado com pepstatina A (inibidor de renina) via subcutédnea, na dose de
5ug/Kg/dia; Grupo A7: tratado com o composto HPBCD/Ang-(1-7) por via oral, na
dose de 30upg/Kg/dia; e Grupo PEPA7: tratado com ambos o0s compostos
simultaneamente, nas mesmas doses e vias de administracdo. A pressao arterial
meédia (PAM), sistélica (PAS), diastolica (PAD) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
mensuradas através de sistema de telemetria. Apds o periodo de tratamento, 0s
animais foram eutanasiados para retirada de sangue, coracdo e rim. Nossos dados
mostram que os trés tratamentos promoveram uma reducdo da PAM, PAS e PAD
durante o dia e a noite, sendo mais proeminente no 2° e 1° dia de tratamento,
respectivamente. No entanto, a PA foi retornando gradativamente ao valor basal,
antes do final do tratamento. A FC nao sofreu alteracdo na maior parte do
tratamento durante o dia e durante a noite foi reduzida do 2° ao 15° dia nos trés
grupos. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos, indicando a auséncia
de um efeito aditivo/sinérgico entre eles. Com o retorno da PA, foi investigado o
papel do tdbnus cardiaco simpatico, que mostrou estar reduzido no grupo PEP, e
parassimpatico, que esta aumentado no grupo PEPA7, ambos reduzindo a relacao
simpatico/parassimpatico. Mesmo com a PA nos niveis basais, houve reversao da
deposicao de colageno perivascular no ventriculo esquerdo dos animais de todos os
grupos em comparagcdo com o controle. Houve reducdo do diametro dos
cardiomiécitos somente dos animais do grupo A7. A atividade da renina plasmatica
foi reduzida, como esperado, nos grupos tratados com pepstatina.

Surpreendentemente, também foi reduzida no grupo A7. Esses dados sugerem que



a auséncia de um efeito sinérgico dos tratamentos pode ser devido a inibicdo da
liberacdo e/ou sintese de renina pela Ang-(1-7).

Palavras-chave: Angiotensina-(1-7); inibidor de renina; pepstatina A; hipertensao.



ABSTRACT

The renin-angiotensin system (RAS) can be inhibited at various points, including the
renin, which will lead to a reduction of the conversion of the angiotensinogen to
Angiotensin |, decreasing Angiotensin Il (Ang II) levels. However, this inhibition also
causes reduction of Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] levels, whose actions are often
opposite to those attributed to Ang Il. Thus, in this study we investigated the efficacy
of the combination of a renin inhibitor with Hydroxypropyl B-cyclodextrin (HPBCD) /
Ang-(1-7) inclusion compound in reducing high blood pressure and end-organ
damage. Hypertensive heterozygous TGR(mRen2)27 rats were treated during 15
days according to three different protocols: PEP group: treated with pepstatin A
(renin inhibitor) through osmotic mini-pumps, 5ug/Kg/day; A7 group: oral
administration of HPBCD-Ang-(1-7), 30ug/Kg/day; and PEPA7 group: both
treatments simultaneously, in the same doses. The mean arterial pressure (MAP),
systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and heart rate (HR)
were measured by a radiotelemetry system in unanesthetized rats. After the
treatment period, the animals were euthanized to remove blood, heart and kidney.
The three treatments reduced MAP, SBP and DBP during light and dark periods,
which were maximally reduced in 2™ and 1% treatment day, respectively. However,
the arterial pressure progressively returned to baseline values, before the end of the
treatment. The HR was not altered by any treatment in the light period, while in the
dark period it was reduced from the 2" to the 15" day of treatment by all three
treatments. No statistical difference were detected between the treatments, indicating
the absence of additive/synergic effects between them. At the 15" day of treatment,
we investigated the cardiac sympathetic tonus, which was reduced in the PEP group,
and the parasympathetic, which was increased in the PEPA7 group, both reducing
sympathetic/parasympathetic ratio. Even though arterial pressure tends to return to
baseline, there was a reversal of the perivascular collagen deposition in the left
ventricle with all treatments, compared to control. There was a reduction of the
cardiomyocytes diameter only in the animals of the A7 group. The plasma renin
activity was reduced, as expected, in the pepstatin-treated groups. Strikingly, it was

also reduced in the A7 group. These data suggest that absence of additive/synergic



effects of pepstatin and Ang-(1-7) may be related to the inhibition of the renin release
and/or synthesis by Ang-(1-7).

Key-words: Angiotensin-(1-7); renin inhibitor; pepstatin A; hypertension.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertensao arterial

Hipertensdo € uma disfuncao fisioldégica que acarreta elevacdo da pressao arterial
(PA) fora dos padrdes da homeostase, impondo uma sobrecarga crénica ao sistema
cardiovascular. Quando néo tratada, a hipertensdo pode resultar em insuficiéncia
cardiaca, infarto do miocardio (McARDLE; KATCH; KATCH, 1998; HUA et al., 2009),
alteracdes precoces na funcdo renal, tendéncia para intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina, hipertrofia ventricular esquerda com alteracdo da funcao
diastélica do ventriculo esquerdo, diminuicdo da complacéncia arterial e varias
outras consequéncias (RIBEIRO, 1997; ANDRADE & NOBRE, 2010). A maioria das
alteracdes cardiovasculares decorrentes da hipertensdo é desencadeada por
mecanismos compensatorios provocados diretamente pela pressao elevada, como a
hipertrofia ventricular, ou provocados indiretamente devido a lesdo causada nos
vasos, como a aterosclerose (CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001).

A hipertensdo é um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares. Cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo foram
atribuidas a elevacdo da PA (54% por acidente vascular encefalico e 46% por
doenca isquémica do coracdo) no ano de 2001. No Brasil, tem sido a principal causa
de morte (ANDRADE & NOBRE, 2010).

A hipertensdo pode ser classificada como priméria e secundaria. A primaria, ou
essencial, representa o maior numero de casos. Sua origem € multifatorial, por isso
ndo é possivel identificar uma causa responsével pela elevacdo da presséao arterial
(NOBRE et al., 2013). A secundaria tem baixa prevaléncia (3% a 5%) e consiste na
elevacdo da pressao como consequéncia de algum disturbio. Suas principais causas
sdo o hiperaldosteronismo primario, hipotireoidismo, hipertireoidismo, acromegalia,
hipertensdo renovascular, doenca renal crbnica, dentre outras (ANDRADE &
NOBRE, 2010).
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1.2 Sistema Renina-Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) € um dos principais sistemas reguladores da

PA e do equilibrio hidro-eletrolitico.

Quando a PA é reduzida, a pressdo de perfusdo renal também diminui, causando a
estimulagdo dos barorreceptores localizados nas arteriolas aferentes e estimulando,
consequentemente, a secrecdo de renina pelas células justaglomerulares renais. A
renina atua hidrolisando o Angiotensinogénio, produzido principalmente pelo figado,
no decapeptideo Angiotensina | (Ang I) (Asp-Arg-Val-Tir-lle-His-Pro-Fen-His-Leu). A
remoc¢do de dois aminoacidos da porcao carboxi-terminal pela Enzima Conversora
de Angiotensina (ECA), presente em varios tecidos, gera 0 octapeptideo
Angiotensina 1l (Ang Il) (Asp-Arg-Val-Tir-lle-His-Pro-Fen), como mostrado na figura
1.

A Ang ll, que é considerada o principal peptideo desse sistema, atua induzindo
diversas respostas, principalmente através do seu receptor do tipo 1 (AT,), tal como
a estimulacdo da secrecdo de aldosterona pelo cortex adrenal — que aumenta a
reabsorcdo de Na’ pelos rins; estimulagdo da sede, secre¢do da vasopressina e
vasoconstricdo arteriolar. Todas essas respostas induzem a menor excrecao de
sbédio e consequentemente agua pelos rins, maior ingestdo de agua e aumento da
resisténcia periférica, levando ao aumento da PA (BERNE & LEVY, 2009; KEIDAR
et al.; 2007; UNGER et al.; 2011). A Ang Il, quando atua através do receptor AT,
expresso principalmente em tecidos fetais, inibe o crescimento celular, promove
vasodilatacdo e protecdo contra isquemia, dentre outros efeitos (ZAMAN et al.;
2002).

Outra via importante desse sistema resulta na formacdo do heptapeptideo
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] (Asp-Arg-Val-Tir-lle-His-Pro). Ao mesmo tempo em
gue a Ang | pode ser hidrolisada pela ECA gerando Ang Il, ela também pode ser
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hidrolisada pela Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) (TIPNIS et al., 2000;
DONOGUE et al.; 2000) gerando a Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] (DONOGUE et al.;
2000), um peptideo que ja foi descrito como tendo importante efeito anti-hipertréfico
cardiaco (OCARANZA et al.; 2010). A Ang-(1-9), ao ser clivada pela ECA, gera a
Ang-(1-7). Além disso, a ECA2, algumas carboxipeptidases e endopeptidases
possuem alta capacidade de hidrolisar a Ang Il e também formar Ang-(1-7)
(SCHINDLER et al.; 2007), que exerce uma série de acdes mediadas pelo receptor
Mas (SANTOS et al.,, 2003; KEIDAR et al.; 2007) e na maioria das vezes sao
opostas a Ang ll, tais como vasodilatacdo e acao antiproliferativa (SANTOS et al;

2000), entre varias outras funcoes.

Além do cérebro, os componentes do SRA foram identificados em varios 0rgaos, tais
como coracdo, pancreas, tecido adiposo, sistema reprodutor e nos vasos
sanguineos (SIMOES E SILVA & FLYNN; 2011).

Angiotensinogénio J

Tonina RENINA Ang- (1 9)
Catepsina G |

ECA2
v
[ Ang-|

NE

ECA
Quimase Ang- (1 7) Ang (1-5)

Catepsina A
ECA2
\4 v
PEP, PCP
Mas

Ang-ll

[ \\> f;\_@ = \@ ~

Vasodllatagao
Funqao endotelial;

V Proliferagéao

V Hipertrofia

V Fibrose

Ang-lll

Vasoconstrigcao;
Disfungao endotelial;

Proliferagao/Hipertrofia  Trombose
Ang IV Fibrose
\ Trombose
Figura 1 — Vias metabdlicas do SRA. ECA: Enzima Conversora de Angiotensina; AMP:

Aminopeptidase; Ang: Angiotensina; AT: receptores de angiotensina Il; Mas: receptor de Ang-(1-7);
NEP: endopeptidase neutra; PCP: prolil-carboxipeptidase; PEP: prolil-endopeptidase. Modificado de
SANTOS & FERREIRA, 2007.
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1.2.1 Angiotensina-(1-7)

Como descrito anteriormente, a Ang-(1-7) pode ser formada a partir da clivagem da
Ang | por endopeptidases ou através da Ang-(1-9) por acdo de endopeptidases e da
ECA ou pode também ser originada diretamente da Ang Il atravées de
endopeptidases e da ECA2 (SANTOS & FERREIRA, 2007).

Os 26 anos de pesquisas intensas sobre a Ang-(1-7) (SANTOS et al., 2013 d;
SANTOS et al.,, 1988) revelaram varias acdes benéficas desse peptideo no
organismo, que, hoje em dia, tem sido avaliado como um potente alvo terapéutico

para varias doencas, ndo somente das cardiovasculares e renais.

A Ang-(1-7) estd presente no cérebro, em &reas como hipotalamo, hipocampo e
amigdala (XU et al., 2011). Atuando através do receptor Mas, possui efeito dilatador
e simpato-inibitorio, por aumentar os niveis de oxido nitrico (ZIMMERMAN, 2011).
Desde as primeiras infusdes centrais de Ang-(1-7) mostrando reducdo da PA e FC
(CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 1989) e melhora do baroreflexo (CAMPAGNOLE-
SANTOS et al., 1992), véarios outros trabalhos foram desenvolvidos desde entéo
mostrando diversos efeitos benéficos desse peptideo, entre eles a reversdao do
comportamento de ansiedade (KANGUSSU et al., 2013) e atenuacao das alteracoes
metabdlicas induzidas por dieta rica em frutose (GUIMARAES et al., 2014). A Ang-
(1-7) também parece prevenir a sindrome metabdlica, aumentar a captacdo de
glicose e proteger as células contra o estresse oxidativo, que pode induzir a
resisténcia a insulina (PASSOS-SILVA et al., 2013).

No coracdo, a Ang-(1-7) parece prevenir ou reduzir a hipertrofia ocasionada pela
Ang Il através do receptor AT, (GROBE et al., 2007; SANTOS & FERREIRA, 2007) e
estimular a atividade da oOxido nitrico sintase (COSTA et al., 2010), além de ter
efeitos anti-arritmogénicos (SANTOS & FERREIRA, 2007). Além disso, existem

evidéncias do grande papel da Ang-(1-7) na fibrose cardiaca. Esse peptideo foi
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descrito como sendo capaz de reverter essa fibrose, por provocar apoptose de
células precursoras dos fibroblastos, que produzem colageno, inibir a proliferacéo e
diminuir a secrecéo de colageno (WANG et al., 2012; PASSOS-SILVA et al., 2013).
Além disso, parece reduzir a fibrose também nos rins, pulméo e figado (PASSOS-
SILVA et al., 2013).

Nos rins, a Ang-(1-7) parece ter um papel de protecao renal, por inibir a fosforilacéo
induzida pela Ang Il nas células tubulares proximais (SANTOS & FERREIRA, 2007).
Possui efeito diurético e natriurético, associado com o aumento da taxa de filtragéo
glomerular, estimulacdo da liberacdo de prostaglandinas (SCHINDLER et al., 2007;
FERRARIO et al., 1998) e relaxamento arteriolar aferente (SCHINDLER et al., 2007).
De forma contraria, animais com delecdo do gene para o receptor Mas possuem
retencdo de sodio e agua, microalbuminuria e fibrose renal (DILAURO & BURNS,
2009; PINHEIRO et al., 2009). Além disso, os elevados indices de excrec¢do da Ang-
(1-7) em humanos indica que esse peptideo, produzido localmente, parece estar
relacionado com a funcéo renal (FERRARIO et al., 1998; SCHINDLER et al., 2007).
Estudo recente realizado em humanos demonstra que a infusdo de Ang-(1-7) nos
rins promove vasodilatacéo renal (TWIST et al., 2013).

Nos leitos vasculares, o endotélio € o principal alvo das a¢gBes desse peptideo
(SANTOS & FERREIRA, 2007). Promove vasodilatagdo (SCHINDLER et al., 2007,
KEIDAR et al.,, 2007), como consequéncia da estimulacdo da liberacdo de
prostaglandinas dilatadoras, 6xido nitrico e potencializacdo dos efeitos dilatadores
produzidos pela bradicinina (SCHINDLER et al., 2007; SANTOS & FERREIRA,
2007).

Outros trabalhos mostram a importancia da Ang-(1-7) no processo ovulatorio, na
producdo de testosterona e na modulacdo da espermatogénese. Além disso,
mostram também efeitos anti-proliferativos e anti-angiogénicos, podendo ser alvo no
tratamento do cancer (PASSOS-SILVA et al., 2013).
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1.2.2 Angiotensina-(1-7) e Ciclodextrina

Diversos sistemas de administracdo de farmacos tém surgido com a finalidade de
melhorar a liberacédo, absorcao e estabilidade do farmaco, tal como as ciclodextrinas
(CD’s). Esses sistemas surgiram da necessidade de reduzir os problemas com as
vias de administragao tradicionais, tal como a administracido oral de medicamentos,
em que a destruicdo parcial do principio ativo pelo trato gastrointestinal diminui
significativamente a biodisponibilidade e atividade do mesmo (DUCHENE et al.;
1999).

As CD'’s sao oligossacarideos na forma de estruturas conicas que possuem grupos
hidrofilicos voltados para o exterior e grupos hidrofobicos voltados para o interior de
sua cavidade, o que permite encapsular moléculas hidrofobicas de forma reversivel
e ser solivel em meio aquoso. As CD’s naturais possuem seis, sete e oito unidades
de glicose e sao denominadas a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextina (B-CD) e y-
ciclodextrina (y-CD), respectivamente (CUNHA-FILHO & SA-BARRETO; 2007)
(figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Férmula estrutural das ciclodextrinas naturais: a-CD, B-CD e y-CD. Modificado de
OLIVEIRA et al.; 2009.
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Figura 3 - Estrutura da B-ciclodextrina. Modificado de OLIVEIRA et al.; 2009.

Além das CD’s naturais, tém sido desenvolvidos varios derivados semi-sintéticos das
CD’s atraveés da introducdo de grupos funcionais, com a finalidade de aumentar o
reconhecimento molecular, a capacidade de complexacgao e a solubilidade (CUNHA-
FILHO & SA-BARRETO; 2007; OLIVEIRA et al.; 2009). Alguns exemplos incluem a
hidroxi-propil-3-CD (HPRCD), a hidroxi-propil-y-CD (HPyCD), a sulfo-butil-éter-R-CD
(SBRCD) e a metil-R-CD randomizada (RMRCD) (CUNHA-FILHO & SA-BARRETO;
2007). A HPRCD é utilizada para inibir a taxa de cristalizacdo de farmacos pouco
hidrossoluveis durante seu armazenamento e melhorar a absorcdo de farmacos
através das membranas celulares (OLIVEIRA et al.; 2009), sendo amplamente
utilizada nas formulagbes farmacéuticas. Ela também se difere das outras por
apresentar caracteristicas como pureza, capacidade de inclusdo de farmacos e
preco excelentes (CUNHA-FILHO & SA-BARRETO; 2007).

A Ang-(1-7) incluida em Hidroxi-propil-3-ciclodextrina (HPRCD) possui a vantagem
de ser administrada por via oral sem prejuizos em suas ag¢des sistémicas. Trabalhos
realizados com esse composto mostraram uma melhora no metabolismo lipidico
guando associado com atenolol (SANTOS et al., 2013 a), a reducdo do peso e
massa adiposa no figado, diminuicdo do colesterol plasmético total e triglicérides
(FELTENBERGER et al., 2013), diminui¢cdo de citocinas pro-inflamatorias no figado
e a prevencao da obesidade (SANTOS et al.; 2013b). Além disso, esse composto
também se mostrou capaz de prevenir a hiperglicemia no diabetes (SANTOS et al.,
2013 c), reverter danos no corpo cavernoso (FRAGA-SILVA et al., 2013), atenuar o
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remodelamento causado pelo infarto do miocardio (MARQUES et al.; 2012) e atuar
como um cardioprotetor, demonstrando que esse composto € uma alternativa viavel
para a administragéo oral de Ang-(1-7) (MARQUES et al.; 2011).

1.3 Inibidores do SRA

A alteracdo da atividade do SRA, tal como sua ativacdo cronica, possui fator
importante no desenvolvimento da hipertensdo arterial, disfuncdo cardiaca e
doencas renais (ISRAILI et al.; 2010). H& aproximadamente 20 anos, o tratamento
da hipertenséo arterial é feito principalmente por meio de farmacos bloqueadores do
SRA (GEBRU et al.; 2013), que possuem melhores efeitos clinicos comprovados na
reducdo da PA e na diminuigdo das lesdes dos 6rgdos-alvo. As drogas utilizadas
mais comumente incluem agentes que inibem a ECA (OIGMAN & FRITSCH, 1998;
ANDRADE & NOBRE, 2010), que sdo antagonistas do receptor AT; da Ang Il
(OIGMAN & FRITSCH, 1998; ANDRADE & NOBRE, 2010) e que inibem a renina
(ANDRADE & NOBRE, 2010).

Os inibidores da ECA (iIECA) atuam ligando-se ao sitio ativo dessa enzima e
impedindo a ligagdo da mesma em seus substratos, Ang | e bradicinina. Dessa
forma, a Ang | ndo é clivada em Ang Il e a bradicinina, que normalmente é
convertida em metabolitos inativos pela ECA, permanece intacta nos fluidos
bioldgicos (ZAMAN et al.; 2002). A reducdo dos niveis de Ang Il e o0 aumento dos
efeitos vasodilatadores ocasionados pela bradicinina s&o os principais fatores que
levam a queda da PA em pacientes hipertensos. Essa classe de inibidores tambéem
tem sido eficaz em atenuar o remodelamento cardiaco e melhorar a funcéo
ventricular em pacientes com disfuncdo cardiaca e infarto do miocardio (SHEARER
et al.; 2013).

Os bloqueadores do receptor AT; de angiotensina (BRA) ocupam o sitio de ligacdo
no receptor, impedindo a ligacdo da Ang Il e, consequentemente, reduzindo as
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respostas ocasionadas por essa ligagdo (ZAMAN et al.; 2002). Como nao ha
acumulo de bradicinina, ndo ocorre tosse como efeito adverso, fazendo com que
esse tipo de farmaco possa ser mais bem tolerado que os inibidores da ECA
(SHEARER et al.; 2013).

Os variados inibidores e bloqueadores diferem em regibes especificas de sua
estrutura, resultando em diferentes tempos de inibicdo, meia-vida, absorcdo e
metabolismo (ZAMAN et al.; 2002).

Os inibidores de renina compdem uma recente classe de inibidores do SRA. Eles
atuam bloqueando o sitio ativo da renina e impedindo a clivagem do
angiotensinogénio. Dessa forma, como pouca renina ativa esta disponivel, baixos
niveis de Ang | e consequentemente Ang Il sdo formados (GEBRU et al.; 2013;
OPARIL, 2007).

Os inibidores de renina foram considerados uma o6tima alternativa no tratamento da
hipertenséo arterial e protecdo dos orgaos-alvo. Além de inibirem completamente o
SRA (ja que a clivagem do angiotensinogénio pela renina € um passo chave para o
restante da cascata), eles mantém baixa a atividade da renina, diferente das outras
classes de inibidores, onde ocorre uma contra regulacdo a inibicdo do sistema e um
consequente aumento dos niveis de renina, que pode limitar sua eficacia
(FRIEDRICH & SCHMIEDER; 2013).

1.3.1 Alisquireno

O Alisquireno é um composto nado peptidico que foi o primeiro farmaco representante
da classe de inibidores de renina a ser licenciado pela Federal Drug Administration
(FDA) nos EUA e pela European Medicines Agency (EMEA) na Europa em 2007
(GEBRU et al.; 2013; FRIEDRICH & SCHMIEDER; 2013). Possui alto peso
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molecular e alta afinidade pelo sitio ativo da renina. O composto absorvido quase
ndo é metabolizado e é excretado lentamente, o que confere uma meia-vida longa
de até 40h ao ser administrado por via oral (GEBRU et al., 2013), mantendo a
pressdo controlada por aproximadamente 24h (SEN et al., 2013). A dose maxima
que promove reducdes na pressdo arterial média (PAM) é de 300mg, e ainda assim
esse composto € bem tolerado pela populacdo hipertensa, incluindo pacientes
idosos. Os efeitos adversos mais comuns sao dor de cabeca, tonteira e diarreia, que
ocorrem em baixa incidéncia, em valores similares as outras classes (SEN et al.,
2013). Além disso, ndo apresenta diferencas no tratamento relacionadas com o
sexo, peso corporal ou raca (TRIMARCHI, 2011).

Estudos clinicos mostram efeitos benéficos na associacdo do Alisquireno com outras
classes de farmacos, principalmente com BRA'’s. Por exemplo, na combina¢cdo com
losartan, apresentou reducdo da albuminuria e reducdo da massa ventricular
esquerda, sem aumento dos efeitos adversos (FRIEDRICH & SCHMIEDER; 2013).
Também reduziu a excre¢do de proteina em pacientes com nefropatia diabética
(LIZAKOWSKI; 2013). Em combinacdo com o ramipril IECA), produziu melhor efeito
na PA em comparagao com os tratamentos isolados (SEN et al., 2013).

No entanto, o estudo ALTITUDE (Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using Cardio-
Renal Endpoints) apontou efeitos adversos muito graves. Esse estudo foi realizado
com mais de 8.000 pacientes com diabetes tipo 2 que tinham alto risco de
desenvolver complicacdes cardiovasculares e renais, em que recebiam 300mg de
Alisquireno diariamente juntamente com outra classe, iECA ou BRA (SHEARER et
al.; 2013; FRIEDRICH & SCHMIEDER; 2013). Em dezembro de 2011 esse estudo
foi interrompido por ocasionar disfuncao renal aguda, hipercalemia e hipotensdo em
parte dos pacientes participantes (LIZAKOWSKI; 2013).
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1.3.2 Pepstatina A

Pepstatina A é um potente e especifico inibidor de aspartil proteases (HELM et al.,
1989; UMEZAWA et al., 1970). Foi descoberta em 1970 em extratos de culturas de
varias espécies de bactérias do género Actimomyces, e desde entdo tem sido
sintetizada e se mostrado capaz de inibir varias proteases, como pepsina humana e
suina, renina, catepsina D, quimosina bovina, gastricsina humana e protease B (de
Aspergillus niger) (MARCINISZYN et al.; 1976). Com baixo peso molecular (685,9), é
caracterizada quimicamente como um hexapeptideo (Isoleucina-valina-L-valina-L-
valina-estatina-L-alanina-estatina) que contém dois residuos de um incomum
aminoacido, a estatina [acido (3S,4S)-4-amino-3-hidroxi-6-metileptandico]
(UMEZAWA et al.; 1970; MARCINISZYN et al.; 1976; EVIN et al.; 2001).
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Figura 4 — Estrutura da pepstatina A. Fonte: UMEZAWA et al.; 1970.

A pepstatina possui baixissima toxicidade. Doses intraperitoneais capazes de matar
50% da populacdo amostrada (LDsp) sdo de 1.090mg/Kg para camundongos,
875mg/Kg de ratos, 820mg/Kg para coelhos e 450mg/Kg para cachorros
(UMEZAWA et al.,, 1970; GROSS, 1971). Por via oral, a LDsy € maior que
2.000mg/Kg para todas essas espécies. Ratos tratados com dose diaria de
250mg/Kg por via oral durante 180 dias n&o apresentaram sinais de toxicidade
(UMEZAWA et al.; 1970).

Poucos trabalhos envolvendo pepstatina séo realizados in vivo. A maior parte deles
€ realizada in vitro, devido a sua conhecida acédo na inibicdo de proteases (JUNAID
et al.; 2000; HELM et al.; 1989; LOH; 1988).
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1.4 Modelo animal utilizado

Dentre os modelos experimentais utilizados no estudo e tratamento da hipertenséo,
a linhagem de animais hipertensos transgénicos TGR(mRen2)27 ¢é bastante
utilizada. Esses ratos, desenvolvidos por Mullins e colaboradores (MULLINS et al.;
1990), expressam um gene adicional de renina, o gene murino Ren-2, que foi
adicionado ao genoma de ratos Sprague-Dawley (SD) para gerar essa nova
linhagem (PETERS et al.; 1993; BADER et al.; 1992). Com isso, esses animais
desenvolvem hipertensdo acentuada por terem elevada expressao de renina e um
concomitante aumento de Ang Il. A maior expressao da renina foi encontrada na
glandula adrenal, seguida por timo, cérebro, partes do sistema gastrointestinal,
genital e pulméo (BADER et al.; 1992; WILSON et al.; 1996; LANGHEINRICH et al.,
1996).

Os elevados indices de mortalidade de animais homozigotos estao associados aos
elevados niveis de PA (290mmHg em machos e 250mmHg em fémeas), fazendo
com que os ratos heterozigotos, ou seja, que contem coOpia do transgene em
somente um cromossomo sejam 0s mais utilizados (BADER et al.; 1992; LEE et al.;
1996). A hipertenséo ja esta evidente em ratos heterozigotos entre 4 e 5 semanas
de idade, chegando aos seus valores maximos (240mmHg em machos 200mmHg
em fémeas) entre 8 e 9 semanas de idade (LEE et al.; 1996).

1.5 Justificativa

Um inibidor de renina, além de inibir a formacdo de Ang I, também reduz os niveis
de Ang-(1-7), que como € sabido possui efeitos contra-reguladores aos da Ang I,
como vasodilatacdo periférica e coronariana, acao celular antiproliferativa, melhora
do barorreflexo, aumento do fluxo sanguineo renal, modulagédo do ténus simpatico,
acao anti-hipertréfica e antiarritmica (SANTOS et al.; 2000; SANTOS et al.; 2008 b,
SIMOES E SILVA & FLYNN; 2011). Inibindo as diversas vias do SRA, a Ang-(1-7)
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estarq também impedida de desempenhar suas fungbes benéficas para o sistema
cardiovascular, ja que possui papel importante na regulacdo e reducdo da PA.
Dessa forma, nossa proposta foi avaliar os efeitos cardiovasculares da associagao
do inibidor de renina, a pepstatina A (GROSS et al.; 1971), com a Ang-(1-7) em ratos
hipertensos. Essa combinacdo possibilitaria o blogueio do SRA sem impedir as
acOes benéficas da Ang-(1-7).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da combinacdo de um inibidor de renina com o composto de incluséao
formulado por Hidroxi-propil-B-ciclodextrina (HPRCD) e Ang-(1-7) nos niveis de PA
de ratos hipertensos TGR(mRen2)27.

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar as doses de Pepstatina e Ang-(1-7)/ HPBCD a serem utilizadas no

tratamento;

= Avaliar os efeitos cardiovasculares, pressao arterial média (PAM), presséo
arterial sistolica (PAS), presséao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca
(FC), produzidos pelo tratamento com Pepstatina, Pepstatina + Ang-(1-7) e
Ang-(1-7);

= Determinar o efeito dos tratamentos sobre a atividade da renina plasmatica
(ARP);

= Avaliar o efeito dos tratamentos sobre o tbnus autondémico cardiaco e o

blogueio ganglionar;

= Avaliar o efeito dos tratamentos sobre o grau de hipertrofia cardiaca, a

deposicao de colageno no ventriculo esquerdo e no rim.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Hipertensdo - Departamento de
Fisiologia e Biofisica / ICB — UFMG e aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal — CETEA da mesma institui¢do, protocolo n® 293/2012.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos transgénicos TGR(mRen2)27 heterozigotos, com idade entre
3 e 5 meses de idade, obtidos do Biotério de Animais Transgénicos do Laboratorio
de Hipertensdo. Esses animais foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12-12h,

com temperatura e umidade controladas e livre acesso a agua e comida.
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3.2 Drogas e reagentes

Acido Picrico:
Agua deionizada;
Alcool etilico 70%:

Ang-(1-7) incluida em Hidroxipropil-B-ciclodextrina 1:1 — preparado pelo

Departamento de Quimica da UFMG e diluida em agua deionizada;

Atropine Methyl nitrate - Sigma Chemical, diluida em solucdo de cloreto de sdodio
0,9% estéril;

Cloreto de sodio (NaCl) 0,9% estéril,
Cloridrato de Xilazina 2% e Quetamina 10% - Syntec;

Coquetel de inibidores de proteases — na propor¢cédo de 140ul/ml sangue, preparado
com p-hidroximercuribenzoato (POOH - 1mM), Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF -
1mM), Etilendinitrilo tetrassigrave diidrato (EDTA - 7,5%), 1,1 monohidrato de
fenantrolina (30mM) e pepstatina (1mM).

DL- Propranolol HCI - Sigma Aldrich, diluido em solucdo de cloreto de sédio 0,9%

esteril;

EDTA 7,5% — na propor¢cao de 50ul/ml de sangue;

Formaldeido 37% - Synth — diluido em agua deionizada,;

Glutaraldeido 25% - Merck — diluido em agua deionizada;

Hexameténio — diluido em solucao de cloreto de sddio 0,9% estéril;
Hidroxipropil-B-ciclodextrina — CERESTAR — diluida em &4gua deionizada,;
Pentabiético veterinario - Fort Dodge®;

Pepstatina A — Sigma Aldrich — diluida em &lcool etilico absoluto (na propor¢cédo de
5%) e cloreto de sodio estéril (95%));



35

Sirius Red — Sigma Aldrich;
Tiopental sédico — Cristalia;

2,2,2 Tribromoetanol - Sigma Aldrich;

3.3 Materiais e equipamentos

Agulhas e seringas;
Agulha intragastrica de metal (de gavagem) para ratos;

Algodéo, gaze, linha de algodao, cordonet, bastdes plasticos com extremidades

revestidas de algodao;

Autoclave vertical — UPV-50;

Balanca de precisdo — Denver Instrument;
Balanca para pesagem de tecidos — Shimadzu;
Bomba de infusédo - Harvard apparatus;

Bomba osmoética - Alzet® - Modelos 2002, 1002 e 2004 — infusdo de 5ug/Kg/dia;
Centrifuga refrigerada - CR21E — Hitachi;

Cola cirargica de uso veterinario - 3M Vetbond™;
Gel biocompativel — Data Science;

Gelo seco;

ima e radio portatil;

Microscopio Axio Vision — Zeiss;

Microscopio BX41 - Olympus;

Sonicador — Ultrasonic Cleaner by Branson;



Tesouras, pingas, pin¢ga hemostética, agulha de sutura e bisturi;
Transmissores para registro por telemetria — TA — PAC40 - Data Science;
Tubos de polietileno (PE-50 e PE-10) — Becton Dickinson;.

Vidrarias em geral,

Vortex — Genie 2 — VWR Scientific Products;

Papel de celulose - DSI™;

Paquimetro — Vernier Calipers;

Pipetas de volumes variaveis — Gilson;

Placa receptora para telemetria — Data Science;

36
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3.4 Padronizagao das doses de Ang-(1-7) e Pepstatin  a

3.4.1 Implantacédo de canulas na Artéria e Veia femo ral

Os ratos foram submetidos a um processo cirargico para implantacdo de uma canula
feita a partir de dois tubos de polietileno (PE-50 e PE-10) na artéria e veia femoral.
Todas as canulas possuiram aproximadamente 18cm de PE-50. As de veia tinham
mais 2cm de PE-10 e as canulas de artéria tinham mais 4cm de PE-10.

Apéds os animais terem sido anestesiados com o anestésico geral Tribromoetanol na
dose de 2,5mg/Kg (via i.p), foi realizada tricotomia e uma pequena incisdo na virilha
do lado esquerdo do rato, para implantacdo das canulas. A implantacéo na artéria foi
realizada para o registro continuo e direto da PA, enquanto a implantacdo da canula

na veia funcionou como a via de entrada das drogas ministradas.

Apés a cirurgia, os animais foram acomodados individualmente e submetidos a um

periodo de recuperagdo que variou entre 18 e 24h.

3.4.2 Registros

Apos o periodo de recuperacao, a PA e a FC foram mensuradas continuamente com

o0 auxilio de um sistema de aquisi¢cdo de dados (Biopac Systems, Inc.)

Apés o registro de no minimo 30 minutos para a coleta dos valores basais, 05
animais receberam Ang-(1-7) incluida em HPBCD por via oral na dose de 30ug/Kg.
O registro foi continuo durante 6h apos a administragcdo do composto, para verificar

o efeito da dose sobre a PA e FC.
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No outro dia ap06s o registro com 30ug/Kg, os animais foram registrados novamente:
foi realizada a coleta dos valores basais por o minimo 30 minutos e eles receberam
Ang-(1-7) incluida em HPBCD por via oral na dose de 100ug/Kg. Da mesma forma, o
registro foi continuo durante 6h apds a administracdo do composto, como mostrado
no esquema da figura 5. Os dados foram expressos como variacdo, ou seja, 0S

valores ponto a ponto (10 em 10 minutos) menos o valor basal.

— Implantagdo das canulas

— Fim da recuperagdo

Registro valores basais

Ang-(1-7)/HPBCD - 30ug/Kg ou 100ug/Kg (v.0)
Fim

|®@— /7
l

) | J | J
18 a 24h Minimo 30min 6h

Figura 5 - Esquema da padronizacdo da dose da Angiotensina-(1-7). v.o: via oral.

Outros ratos (n=5) foram submetidos a implantacédo das canulas na artéria e veia

femoral para testar as doses de 5; 10; 20 e 40 pg/Kg/dia da Pepstatina A.

Para isso, ap0s a recuperacdo da cirurgia, os valores basais também foram
coletados por no minimo 30 minutos e entdo as doses foram administradas por via
intravenosa, em ordem crescente de concentracdo e intervalo de 1h entre cada
dose, com o auxilio de uma bomba de infusdo. Cada dose foi infundida durante 30
minutos em taxa continua de 600ul/hora. Esse protocolo esta resumido na figura 6.
Novamente, os dados foram expressos como variagao, ou seja, os valores de 30

minutos de infusdo de cada dose menos o valor basal.
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— Implantagdo das canulas
— Fim da recuperagdo
— Registro valores basais

r Infusdo 5ug/Kg
Intervalo

Infusdo 10ug/Kg

18 a 24h Minimo  30min 1h Fim
30min
Infusdo
40ug/Kg

Intervalo
Infusdo 20ug/Kg

— Intervalo

Figura 6 - Esquema da padronizacéo da dose da Pepstatina A. Foram injetadas 4 doses crescentes
de pepstatina A (5pg/Kg, 10ug/Kg, 20ug/Kg e 40pg/Kg) por via intravenosa durante 30 minutos na

taxa de 600pul/hora, com intervalo de 1h entre cada dose.

3.5 Grupos experimentais

Os animais foram divididos, entdo, em 03 grupos experimentais:

- Grupo Pepstatina (PEP): tratado com Pepstatina A, 5ug/Kg/dia, via
subcutanea e com o veiculo HPBCD (46ug/Kg/dia).

- Grupo Pepstatina + o composto Ang-(1-7) / HPBCD (PEPA7Y): tratado com
5ug/Kg/dia da pepstatina A (via subcutanea) e com 30ug/Kg/dia do composto (via

oral) simultaneamente;

- Grupo Ang-(1-7) / HPBCD (A7): tratado somente com 30ug/Kg/dia desse

composto por via oral.

E importante ressaltar que a dose de Ang-(1-7) refere-se somente a esse peptideo,
desconsiderando o veiculo. Assim, para que os animais fossem tratados com 30ug

de Ang-(1-7), foi administrado 76ug/Kg do composto de inclusdo formado por Ang-
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(1-7)/HPBCD, uma vez que desse total, 46ug séo referentes a HPRBCD e 30ug ao
peptideo.

3.6 Telemetria

Para a avaliagéo do efeito do tratamento sobre a PAS, PAM, PAD e FC dos animais,
a pressao arterial pulsatil (PAP) foi registrada, continuamente, de 10 em 10 minutos
por 24 horas, consistindo em um transmissor de radiofrequéncia e de um sistema de

aguisicao de dados.

3.6.1 Procedimento cirurgico

Os ratos foram mantidos em jejum por 24h antes da cirurgia, para facilitar a
visualizacdo da aorta abdominal. Todos os materiais utilizados na cirurgia foram
previamente autoclavados e secos, com excec¢ao das pingas e tesouras, que ficaram
imersos em solugdo de alcool etilico 70% durante todo o procedimento. Os
transmissores (figura 7) foram imersos 24h antes da cirurgia em solugdo de
glutaraldeido 2% e imediatamente antes da implantacdo, cada transmissor foi
mergulhado em solugédo salina (NaCl 0,9%) estéril. As cirurgias foram realizadas

pelo técnico cirurgido do laboratério juntamente com um auxiliar.



41

Figura 7 — Transmissor utilizado na telemetria.

Para a implantacdo do transmissor, o rato foi anestesiado com Tribromoetanol na
dose de 2,5 mg/Kg de peso corporeo, via i.p. Foi realizada tricotomia na regido
abdominal do rato, assepsia com solucéo de alcool 70% e uma incisdo longitudinal a

partir da regido pubiana.

Os o6rgaos foram afastados, a artéria aorta foi dissecada e levemente elevada com
auxilio de um cordonet. Com a ajuda de uma agulha (em angulo de 90°), o cateter
ligado ao transmissor foi introduzido na aorta abdominal, abaixo da bifurcagéo das
artérias renais, e fixada com um pequeno pedaco de papel de celulose e cola
cirargica de uso veterinario (Modificado de GUIOL et al., 1992; RUBINI et al., 1993;
BUUSE, 1994) (figura 8). A extremidade do cateter foi preenchida com um gel
biocompativel, para facilitar o sinal do transmissor. Apés a verificacdo de que nao
havia nenhum foco de sangramento, o transmissor foi fixado ao musculo abdominal
por sutura. Imediatamente apos a cirurgia, 48h depois e no sétimo dia consecutivo
foi administrada uma associacao anti-infecciosa polivalente (pentabiotico) de uso

veterinario na dose de 0,1ml/Kg, via intramuscular.
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Cordonet

Papel de celulose Aorta

Transmissor

Figura 8 — Transmissor implantado na aorta abdominal.

3.6.2 Acomodacéao dos animais

Apés a cirurgia, os ratos foram acomodados individualmente (em uma sala onde
permaneceram até o fim do experimento) e foram submetidos a um periodo de

recuperacéo de aproximadamente 10 dias.

Essa sala é isolada e exclusiva aos ratos que estiverem fazendo parte desse
experimento. A limpeza da sala e da caixa dos animais, juntamente com a troca da
agua e reposicao da comida era realizada uma vez por semana, sempre n0 mesmo

dia e aproximadamente no mesmo horario.
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3.6.3 Coleta de dados

Apbs o periodo de recuperacdo, os transmissores foram ligados com auxilio de um
ima e um radio portatil (para verificar o sinal) e os registros de PAP, PAS, PAM, PAD
e FC dos animais foram coletados de 10 em 10 minutos, através de sistema de
aquisicdo e andlise de dados (Dataquest A.R.T. — Gold 2.2). Cada caixa de rato €
colocada em cima de uma placa que capta os dados do transmissor e esta ligada a
uma matriz, que envia todos os dados para o sistema no computador, como

esquematizado na figura 9.

Figura 9 — Esquema mostrando a transmisséo de dados na telemetria.

Fonte: joomquery.com/joomla-solved-the-timezone-could-not-be-found-in-the-database/

Os dados foram coletados no programa Dataquest, porém foram simplificados no
programa Web Telemetry, programado especialmente para a telemetria. Esse
programa € capaz de calcular as médias de 24h de registro ou s6 do dia ou noite de
todas as variaveis: PAM, PAS, PAD e FC. Dessa forma, as médias do dia (06:00 as
17:50h) e da noite (18:00 as 05:50h do dia seguinte) de cada rato foram coletadas
para andlise estatistica. Para analisar os dados de PA basal, foi feita a média dos 3

dias de coleta.
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3.7 Tratamento

As medidas controle foram avaliadas em cada animal, antes do mesmo ser
submetido ao tratamento, a fim de diminuir o niumero de animais utilizados. As
coletas dos valores basais foram realizadas durante 03 dias. Nos proximos 05 dias,
os ratos foram submetidos a gavagem com Aagua deionizada, para que eles
acostumassem com esse procedimento, que seria realizado durante todo o
tratamento. Gavagem € um método de introducéo de liquidos no eséfago do animal
através de uma agulha especifica, sem o risco de perda pela administracdo oral
(figura 10). Dessa forma, nés certificamos de que as alteracdes ocorridas nos

parametros avaliados n&o foram em decorréncia da administracdo em si.

Figura 10 — Procedimento de gavagem em animal de experimentacao.

Fonte: fcfar.unesp.br/laboratorio_christiane_pienna_soares/int_galeria_de_fotos.php

Os animais foram tratados em dose Unica diaria por 15 dias seguidos. No primeiro
dia, as bombas osmoéticas (contendo pepstatina — grupos PEP e PEPA7; salina e
alcool etilico — grupo A7) foram implantadas em todos os animais. Assim que eles se
recuperaram da anestesia geral, foi realizada a administracdo das drogas por via
oral (HPBCD para o grupo PEP e Ang-(1-7)/HPBCD para os grupos PEPA7 e A7).

O tratamento nos outros dias foi realizado através da gavagem, sempre em horario
aproximado. A diluicdo das drogas ministradas era realizada imediatamente antes do

procedimento. O esquema do tratamento € ilustrado na figura 11.
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3.7.1 Implantacdo da bomba osmatica

A pepstatina A foi administrada nos animais através de bomba osmética durante 15
dias. Essa bomba foi totalmente preenchida com uma solucdo da pepstatina A
(grupo PEP e PEPAY) ou solucao salina e etanol absoluto (a 5%) (grupo A7) e foi
implantada no tecido subcutaneo interescapular do rato, que foi anestesiado com
tribromoetanol (2,5 mg/Kg). Cada bomba libera seu conteddo por um periodo e uma
taxa de infusdo pré-determinada, mas sempre totalizando uma concentracdo de

5ug/Kg/dia, durante 15 dias.

As bombas eram preenchidas no dia anterior a implantacdo e permaneciam em

solucéo salina estéril, a temperatura ambiente.

— Implantagdo do transmissor da telemetria
— Fim da recuperagdo

Coleta dos valores basais

Controle da Gavagem (H,0)
Tratamento - 15 dias

Eutandsia
-/ /7 //—O—I

0 10 11 12 13 14 18 19 33 34 Dias

Figura 11 - Esquema de tratamento. Os ratos foram submetidos a cirurgia para implantacdo do
transmissor e recuperaram por um periodo de 10 dias. Depois, os dados basais foram coletados por 3
dias e foi realizada gavagem com agua deionizada por 5 dias, para aclimatacdo. No 19° dia, as
bombas osméticas foram implantadas e o tratamento foi iniciado. Apds 15 dias, os animais foram
submetidos a eutanasia para coleta de sangue e tecidos.

3.8 Eutanasia

No dia seguinte ao fim do tratamento, ou seja, no 16° dia, os transmissores foram
desligados e os animais foram submetidos a eutanasia, com o auxilio de guilhotina.

De cada rato, foi retirado:
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- Sangue: foram coletados aproximadamente 5ml em 3 aliquotas diferentes (com
anticoagulante EDTA, com um coquetel de inibidores de proteases e sem
anticoagulante). Ao final da eutanasia, foram centrifugadas a 3.000 rpm/20min em

centrifuga refrigerada e o plasma foi separado e armazenado em freezer -80°C;

- Ventriculo esquerdo (VE): o coracgdo foi rapidamente retirado e mergulhado em
solucéo salina (NaCl 0,9%), para remover a maior parte do sangue acumulado em
seu interior. Em seguida, foi levemente secado em papel filtro e o ventriculo direito
foi removido. O VE, entéo, foi pesado, dividido em 03 fragmentos. Dois desses foram
congelados em gelo seco, para posterior armazenamento em freezer -80°C e 0 outro
fragmento foi mergulhado em solucdo de formaldeido 10% e armazenado em

temperatura ambiente, para posterior realizacao de cortes histologicos;

- Rins: os rins direito e esquerdo foram rapidamente retirados e limpos de qualquer
gordura superficial. O rim direito foi cortado longitudinalmente e o esquerdo foi
cortado transversalmente para analise histolégica. As fatias foram acondicionadas
em recipientes diferentes e congeladas em gelo seco, para posterior
armazenamento em freezer -80°C. A metade destinada a histologia foi mergulhada
em solugdo de formaldeido 10% e armazenada em temperatura ambiente, para

posterior realizacdo de cortes;

- Pata esquerda: a pata esquerda de cada animal foi retirada e armazenada em
freezer -20°C, para posterior medicdo do comprimento da tibia esquerda com auxilio

de um paquimetro;

- Transmissor: o transmissor foi retirado e posteriormente limpo, para que pudesse

ser implantado em outro animal,

- Bomba osmdética: a bomba osmoética foi retirada para posterior verificacdo de seu

volume restante.
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3.9 Avaliagéo do Toénus Autonémico Cardiaco

Para a verificacdo do ténus autondémico cardiaco, 20 ratos foram enquadrados nos
grupos PEP, PEPA7, A7 ou CTL (controle). Os animais foram submetidos a
gavagem com agua deionizada durante 05 dias e, entdo, tratados com as
respectivas drogas durante 15 dias, da mesma forma como citado anteriormente. Os
animais do grupo CTL nao foram submetidos a gavagem com agua nem a algum
tratamento. Porém, no dia da implantagdo da bomba osmotica (1° dia de tratamento
para 0s outros grupos), o grupo CTL também foi submetido a anestesia geral, uma

pequena incisdo no dorso e a sutura do mesmo, como adotado nos outros grupos.

No 13° dia de tratamento, os animais foram submetidos a implantagdo da canula na
artéria e veia femoral, como citado em item anterior, porém foram anestesiados com
uma solucdo a base de Xilazina e Ketamina, nas doses de 10 e 80mg/Kg,
respectivamente. Os animais foram acondicionados individualmente e passaram por

um periodo de recuperacgdo de 18 a 24h.

No 14° dia, aproximadamente 30 minutos apos a administracdo das drogas do
tratamento, a PA e a FC foram mensuradas continuamente com o auxilio de um
sistema de aquisicdo de dados (Biopac Systems, Inc.). Os valores basais foram
coletados entre 30min e 1h. Apds essa coleta, foi injetado Metil-atropina na dose de
3mg/Kg e a resposta foi acompanhada durante 15min. Em seguida, foi injetado
Propranolol na dose de 4mg/Kg, cuja resposta foi acompanhada por mais 15min. A
metil-atropina € um antagonista de receptores muscarinicos, bloqueando o efeito
parassimpatico (BERNE & LEVY, 2009). O propranolol é um antagonista dos
receptores ($-adrenérgicos, que bloqueia o efeito simpatico (BERNE & LEVY, 2009).

No 15° dia de tratamento, também aproximadamente 30min apdés a gavagem, 0S
ratos foram novamente conectados ao sistema de aquisicdo de dados da PA e FC.
Apods coleta de 30min a 1h dos valores basais, foi injetado Propranolol (4mg/Kg) e,
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apoOs 15 min, injetado Metil-atropina (3mg/Kg), que foi acompanhada durante 15min.

Em seguida, o animal foi desconectado do sistema e mantido no mesmo local.

Como no 1° dia foi injetado metil-atropina, o efeito vagal foi bloqueado, tendo entéo a
FC maxima, ou seja, s6 com o efeito simpético. Em seguida, foi injetado propranolol,
para que com o bloqueio vagal e simpatico a FC intrinseca pudesse ser obtida. No
2° dia a ordem foi invertida: injetou-se primeiramente o propranolol para bloquear o
efeito simpatico e assim determinar a FC minima, ou seja, s6 com a influéncia
parassimpatica. Depois, foi injetado metil-atropina para ter o blogueio duplo

simpatico/vagal e assim determinar a FC intrinseca.

Depois de determinados esses valores, foram realizados céalculos. O tdnus simpético
foi calculado a partir da FC maxima menos a meédia da FC intrinseca e o ténus
parassimpatico foi calculado pela diferenca entre a média da FC intrinseca e a FC

minima.

3.10 Efeito do bloqueio ganglionar

No fim do 15° dia de tratamento, no minimo 7h de intervalo apés a avaliacdo do
tbnus cardiaco, os ratos foram conectados ao sistema de aquisicdo de dados e os
valores basais foram coletados (aproximadamente 20min). Foi injetado hexametonio
na dose de 20mg/Kg, via intravenosa e a resposta foi observada durante 30min. O
hexametdnio é um bloqueador dos receptores nicotinicos, presentes na jungao entre
0S neurdnios pré e pos-ganglionares. Assim, a transmissdo pés-ganglionar simpatica

estaria bloqueada com a administracédo dessa droga (BERNE & LEVY, 2009).

Apés o registro, os animais foram submetidos a eutanasia através da sobredose de
anestésico Tiopental sodico, via i.v. O delta foi calculado a partir da diferenca entre o
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menor valor de pressao apos a injecdo de hexametdnio e o valor basal, mostrando o

guanto a PA foi reduzida.

3.11 Avaliacdo da Atividade da Renina Plasmética po  r Radioimunoensaio (RIE)

Para cada amostra, foram feitos dois ensaios compostos por aliquotas de plasma,
tampéao de Ang I, 8-OH-quinoleina (48mM) e PMSF (16,1mM), que foram incubados
durante 2h. Um ensaio foi incubado no gelo e o outro incubado a uma temperatura
de 37°C, simultaneamente. Depois, as reacdes foram interrompidas e uma aliquota
desses ensaios foi incubada novamente com varios outros tampdes, inclusive com o
anticorpo para Ang |, para depois serem lidos no contador gama (BOTELHO et al.,
1994).

Esse ensaio detecta a quantidade de Ang | na amostra. Através de célculos, é
possivel ter uma medida indireta da atividade da renina plasmatica, pela diferenca
entre o valor da amostra incubada a 37° e o valor do gelo. Os dados foram

expressos em ng/ml/h.

3.12 Histologia do Ventriculo Esquerdo

As fatias centrais dos ventriculos, que estavam fixados em solucdo formol 10%,
foram incluidas em parafina e cortadas no micrétomo em fatias de 6um de
espessura. Foram montadas duas laminas por rato, onde cada uma delas continha

03 cortes, com um intervalo de 40um entre cada corte (FERREIRA et al., 2007).

Uma lamina foi corada com Hematoxilina-Eosina (HE) e a outra foi corada com

Picrosirius red. A inclusdo na parafina, a montagem das laminas e a coloragdo com
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HE foi realizada pela técnica do Laboratério de Apoio Didatico do Departamento de
Morfologia / ICB / UFMG.

O Picrosirius red é formado a partir de uma solucao de Sirius Red e de uma solucdo

de Acido Picrico saturada, que cora colageno no tecido.

3.12.1 Conteudo de colageno perivascular

As fibras de colageno foram visualizadas sobre luz polarizada, na objetiva de 40x
(Microscopio Olympus, BX41). Imagens de todos os vasos dos trés cortes (com
aproximadamente o mesmo diametro) foram captadas através de uma camera
acoplada ao microscépio (Spot Insight Color — modelo 3.2.0), com o auxilio do
programa Spot Basic. Para verificacdo do conteudo de coldgeno perivascular, as
imagens foram analisadas no programa Image J (TAMARAPPOO et al., 2012).

3.12.2 Diametro dos cardiomidécitos

Para a mensuragdo do didmetro dos cardiomiocitos, foram captadas
aproximadamente 10 imagens de cada corte, distantes entre si, totalizando 30
imagens por tecido animal. As imagens foram captadas na objetiva de 40x
(Microscopio Axio Vision — Zeiss), com o auxilio do programa Axio Vision Release
4.8. Foram utilizados somente cardiomidcitos cortados longitudinalmente com nucleo
e limites celulares visiveis. A mensuracdo do diametro foi realizada na regido do
ndacleo em 100 cardiomidcitos, através do programa Image Pr6 Plus (SAVERGNINI
et al.; 2013).
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3.13 Histologia do Rim

A metade superior do rim esquerdo dos animais, que estavam fixadas em solugéo
formol 10%, foram incluidas em parafina e cortados no micrétomo em fatias de 5um
(KUSUNOKI et al.; 2013), com intervalo de 50um. Todo o procedimento restante foi

igual ao adotado para a histologia do ventriculo esquerdo, descrita no item 3.12.

3.14 Andlise Estatistica

Foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) em todos os testes. Quando
apropriado, foi utilizado One-Way ANOVA seguido do pdés-teste de Newman-Keuls
ou Two-Way ANOVA, seguido do poés-teste de Bonferroni, utilizando Prisma 5.0
como software. O nivel de significAncia adotado foi de p<0,05. Os valores foram

expressos como média * erro padrdo da média.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacao das doses da Ang-(1-7) e Pepstatin  a

Para determinar a dose da Ang-(1-7), ratos TGR(mRen2)27 foram submetidos a
registro continuo da PA e FC durante 6h apds a administragdo oral do composto de
inclusdo Ang-(1-7)/HPBCD nas doses de 30 e 100ug/Kg.

A figura 12 e a Tabela 1 mostram a variacédo da PAM e da FC. A dose de 30ug/Kg
promoveu uma maior queda da PAM comparado com a dose de 100ug/Kg (figura
12A) (-16,8 +1,2 vs -7,5 + 0,9 mmHg). Ja a variacdo da FC nao foi diferente entre as
duas doses (figura 12B) (-20,3 £ 2,5 vs -16,7 £ 2,5 bpm). Por isso, a dose de Ang-(1-
7) utilizada no tratamento foi de 30ug/Kg.
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Figura 12 — Variagéo da Presséo Arterial Média (A) e Frequéncia cardiaca (B) em ratos submetidos a
administracdo oral de Ang-(1-7)/HPBCD nas doses de 30ug/Kg (n=5) e 100ug/Kg (n=3), durante 6h
apos a administragcdo. * p<0,05 em relacdo a dose de 100ug/Kg (Two-Way ANOVA, seguido do pos-
teste de Bonferroni).



Tabela 1 — Variagdo da Pressdo Arterial Média (PAM) e Frequéncia cardiaca (FC) de ratos

submetidos a administragdo oral de Ang-(1-7). Valores expressos como média + erro padrao.

A PAM (mmHg) A FC (bpm)
, 30ug/Kg 100ug/Kg 30pug/Kg 100ug/Kg
Tempo apos gavagem (n=5) (n=3) (n=5) (n=3)
Média do tempo total -16,8+1,2 * -7,5+09 -20,3+25 -16,7%+2,5
30min 0,27 £6,6 1,0+3,5 12,8 +3,7 -5,2+ 15,7
1h -13,8+5,7 -11,2+44 -22,0+9,6 -23,3+225
1h30 -12,2+3,4 09+11,0 -15,2+15,5 16,7+22,3
2h -15,1+5,8 -7,1+3,2  -16,4+13,7 -15,1+22,6
2h30 -17,1+ 8,8 -15,2+4,7 -14,0+16,6 -39,4%5,2
3h -18,6 + 11,1 -64+90 -04+16,1 -6,5%14,6
3h30 -19,7+11,5 -99+6,1 -47+190 -189+24>5
4h -26,7+9,8 -13,1+9,8 -31,6+25,2 -18,5+29,1
4h30 -22,3+135 -108+7,8 -25,6+30,2 -26,2+22,0
5h -21,7+13,8 -12,1+6,5 -27,2+34,6 -24,7+26,2
5h30 -24,0+ 15,8 3,6+3,9 -37,9+33,0 -30,6+23,3
6h -6,9+6,3 -5,4+0,7 -71,5+16,1 -38,8%+35,5

*p<0,05 em relagdo a dose de 100ug/Kg (Two-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni).

Para determinar a dose da pepstatina, doses crescentes (5; 10; 20 e 40ug/Kg) foram
infundidas nos animais com intervalo de 1h entre cada uma. A figura 13 (Ae B) e a
tabela 2 mostram que ndo ha diferenca significativa entre as quatro doses, em
relagdo a variagdo da PAM e FC durante 30 minutos de infusdo. Dessa forma, a
dose de pepstatina estabelecida para o tratamento foi de 5ug/Kag.
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Figura 13 — Variacao da Pressao Arterial Média (A) (n=5) e Frequéncia Cardiaca (B) (n=5) em ratos
submetidos a infusdo i.v. de 5; 10; 20 e 40ug/Kg de Pepstatina A durante 30 minutos, na taxa de
600ul/hora. One-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Newman-Keuls.

Tabela 2 — Variagdo da Pressao Arterial Média (A) e Frequéncia Cardiaca (B) de ratos submetidos a
infuséo i.v. de diferentes doses de Pepstatina A. Valores expressos como média + erro padréao.

Doses Variaveis
A PAM (mmHg) A FC (bpm)
5ug/Kg -10,4+5,0 -14,1+7,7
10pg/Kg -8,1+1,9 -8,8+ 19,6
20pg/Kg -13,7+9,0 -20,9 + 26,6
40ug/Kg -17,7+5,3 -35,8+21,1

One-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Newman-Keuls.
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4.2 Efeito do tratamento na Pressao Arterial e Freq  uéncia Cardiaca

Para avaliar o efeito do tratamento na PAM, PAS, PAD e FC os animais foram

monitorados através do sistema de telemetria.

A figura 14 e a tabela 3 mostram que a gavagem com agua deionizada nao
promoveu alteracdo da PAM durante os cinco dias anteriores ao inicio do

tratamento, mostrando que o estresse da gavagem nao induz alteracdo significante

na PAM.

Pressao Arterial Média

180~
e PEP
= PEPA7
s 170 e A
E e \__\.\ T o e —
E 1606__ \¥, i_ s i
s & 1T I —
< 8 ]
o
150
140 ' . . ; .
0 1 2 3 4 5

Figura 14 — Pressao Arterial Média durante cinco dias de gavagem com agua deionizada, antes do
inicio do tratamento (n=9/grupo). Two-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni.
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Tabela 3 — Valores da Presséo Arterial Média durante o dia dos trés grupos de tratamento durante a
gavagem com agua deionizada, cinco dias antes do inicio do tratamento. Valores expressos como

média + erro padréao.

Dias PEP PEPA7 A7
0 160,3+5,4 161,4+2,9 156,5+2,4
1 162,1+6,8 164,2+4,4 160,4 £ 2,7
2 159,1 +4,8 159,6 + 2,7 155,4 +3,8
3 158,7 +4,6 163,4 £3,8 158,4 + 2,5
4 161,0+4,9 165,0+3,6 158,8 + 2,6
5 161,9+5,8 162,6 +3,1 157,2+2,9

Two-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni

O tratamento com o inibidor de renina (pepstatina — PEP) ou com a combinacéo
(PEPA7) promoveu uma reducao na PAM do 2° ao 10° dia de tratamento, € 0 grupo
tratado com a Ang-(1-7) incluida em HPBCD (A7) reduziu a PAM do 2° ao 7° dia de
tratamento durante o periodo diurno (figura 15A). Durante o periodo da noite, 0
grupo PEP reduziu a PAM do 1° ao 9° dia de tratamento, enquanto oS grupos
PEPA7 e A7 reduziram do 1° ao 7° dia de tratamento, sem apresentar diferenca
estatistica entre os grupos (figura 15B).

A FC foi aumentada durante o 1° dia de tratamento pelos trés grupos, retornando
aos valores basais a partir do 2° dia, no periodo diurno (figura 15C). Durante a noite,
a FC foi reduzida pelos trés grupos a partir do 2° dia, mantendo-se mais baixa

durante o restante do tratamento (figura 15D).

A figura 16 mostra a PAS durante o dia (A) e durante a noite (B). Durante o dia, os
trés grupos reduziram a PAS do 2° ao 7° dia de tratamento. Ja durante a noite,

reduziram do 1° ao 9° dia de tratamento, sem diferenca entre 0os grupos.
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A PAD apresentou-se menor do 2° ao 7° dia de tratamento durante o periodo diurno
(figura 16C) de forma semelhante em todos os grupos. Durante a noite e também
sem diferenca entre os grupos, a PAD foi reduzida do 1° ao 8° dia de tratamento

(16D).

As tabelas mostram os valores agrupados por dia (Tabela 4) e noite (Tabela 5) da

PAM, FC, PAS e PAD.
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Dias de tratamento Dias de tratamento
. . D énci i
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X - Noite -
- Dia -
390 *
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Figura 15 — Pressao Arterial Média (PAM) durante o dia (A) e a noite (B) e Frequéncia Cardiaca (FC)
durante o dia (C) e a noite (D) de ratos TGR(mRen2)27 tratados com pepstatina (PEP, n=9), com
pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=9) e com Ang-(1-7) (A7, n=9) durante 15 dias. PAM reduzida no
periodo diurno do 2° ao 10° dia pelos grupos PEP e PEPA7 e do 2° ao 7° dia pelo grupo A7. Durante
a noite, a PAM foi reduzida do 1° ao 9° dia de tratamento pelo grupo PEP e do 1° ao 7° dia pelos
grupos PEPA7 e A7. A FC foi aumentada no 1° dia pelos trés grupos durante o periodo diurno e a
noite foi reduzida do 2° ao 15° dia de tratamento. * p<0,05 em relacdo ao valor basal, representado

como dia 0 (Two-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni).
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Figura 16 — Pressao Arterial Sistélica (PAS) durante o dia (A) e a noite (B) e Pressao Arterial
Diastélica (PAD) durante o dia (C) e a noite (D) de ratos TGR(mRen2)27 tratados com pepstatina
(PEP, n=9), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=9) e com Ang-(1-7) (A7, n=9) durante 15 dias. A
PAS diurna foi reduzida pelos trés grupos do 2° ao 7° dia e durante a noite foi reduzida do 1° ao 9° dia
de tratamento. A PAD diurna foi reduzida do 2° ao 7° dia, enquanto a noturna foi reduzida do 1° ao 8°
dia de tratamento. * p<0,05 em relacdo ao valor basal, representado como dia 0 (Two-Way ANOVA,

seguido do pés-teste de Bonferroni).
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Tabela 4 — Valores da Pressdo Arterial Média (PAM), Frequéncia cardiaca (FC), Pressao Arterial
Sistélica (PAS) e Presséo Arterial Diastolica (PAD) durante o dia de ratos TGR(mRen2)27 tratados
com pepstatina (PEP, n=9), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=9) e com Ang-(1-7) (A7, n=9)
durante 15 dias. Valores expressos como média + erro padrao.

DIA
PAM FC

Dias PEP PEPA7 A7 PEP PEPA7 A7
0 160,354 161,429  156,5t2,4  305,1%6,4 320,617,7 312,8t7,6
1 156,0£7,2  157,2¢3,6  148,6%4,4  3551+10,3* 367,7t10,3* 339,9+6,5*
2 132,2¢6,0*  134,3+4,8* 137,4+4,8* 330,246,5 337,1#10,2  330,9t8,6
3 139,6+7,0%  144,1#4,3* 140,9t+4,6* 307,6%3,8 323,4%7,5 315,946,4
4  147,7+6,6*%  147,0+4,3* 147,4+4,0* 311,5%5,3 323,816,2 316,1%7,1
5  147,6+6,5*  150,4+4,1* 147,6t£3,3* 308,1%4,5 330,7+14,3  311,1%6,2
6  148,6%6,2*  150,1#3,3* 150,5t3,3* 292,05,7 320,4+16,3  302,4t7,6
7  151,3%6,7*  153,8#3,3* 152,5+3,0* 298,0%4,5 323,1#14,5  309,316,8
8  154,0¢6,1*  155,2#2,8* 1552+3,0  305,746,1 316,949,0 317,046,5
9  155,0¢7,5*%  155,2#2,9* 152,5+2,6  304,616,2 317,9+7,7 310,5+7,4
10  152,5¢6,4*  156,7#3,3* 153,7£2,4  301,3%5,2 317,148,6 307,816,4
11  153,8t6,5  159,2#2,5  155,6+2,4 311,1#10,7  316,6%7,2 307,815,5
12  154,8456  159,4+19  158,3+2,3  307,18,4 315,818,0 308,0+4,7
13 153,6¢55  158,2+2,3  157,3t2,1  306,316,8 318,9+7,3 309,55,4
14  155,0¢55  158,7+2,3  1558%2,1  304,1%7,1 319,746,0 307,246,5
15  155,4+56  158,9+2,6  156,1#2,5  298,2+4,2 309,616,9 308,0+4,4

PAS PAD

Dias PEP PEPA7 A7 PEP PEPA7 A7
0 182,7¢+6,4  1855%3,1 178,8t2,2  136,9%4,8 138,4+2,9 131,8+2,8
1 179,248,7  182,5¢3,7 171,544 132,865 134,543,4 125,0+4,3
2 155,6¢6,5*  157,9%5,0* 159,7+4,4* 112,0#5,0*  112,2¢+4,5%  115,2+4,7*
3 160,4t7,9*  166,2t+4,7* 162,9+4,6* 118,0¢6,4*  122,3+3,9*  118,7+4,5*
4  168,2+8,1*  174,0+6,5* 168,7+3,7* 124,6+6,2*  133,3+10,0* 123,7+3,9*
5  167,9+8,2*  173,5¢+4,3* 168,8+3,1* 123,846,3*  129,3+3,8*  123,2+3,6*
6  170,1+7,7*  172,1+4,0* 172,2+3,2* 126,8+54*  128,3+2,8*  126,9+33*
7  173,3:8,0*  176,5t4,3* 174,9+2,5% 129,5#5,9*  131,7+2,9*  128,5+3,1*
8 176,074  178,1#3,9  177,0£2,1  131,845,5 132,8£2,6 130,33,0
9 177,488  178,4t4,0  175,4+2,2  133,3%6,4 132,4+2,1 128,7+2,8
10 175,5¢7,6 180,342  176,5t2,1  131,0%5,5 134,03,1 129,8+2,6
11  176,5¢7,5  183,4#3,1  178,2t1,7  131,745,8 136,2+2,4 131,442,5
12 177,1¢6,6  182,7+2,9  181,0£1,8  132,115,1 136,611,7 133,3£2,8
13  175,4+6,5  181,1#3,4  180,1#1,5  130,8%5,4 135,1£2,0 132,1£2,3
14 177,1%6,5  182,5¢3,0  179,3t1,7 132,752 136,3+1,9 132,0£2,7
15 177,7¢6,6  182,2#3,1  179,6+2,4  133,5%5,0 136,5£2,5 132,3£2,8

* p<0,05 em relacdo ao valor basal, representado como dia 0 (Two-Way ANOVA, seguido do pos-

teste de Bonferroni).
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Tabela 5 — Valores da Presséo Arterial Média (PAM), Frequéncia cardiaca (FC), Presséo Arterial
Sistélica (PAS) e Presséao Arterial Diastolica (PAD) durante a noite de ratos TGR(mRen2)27 tratados
com pepstatina (PEP, n=9), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=9) e com Ang-(1-7) (A7, n=9)
durante 15 dias. Valores expressos como média + erro padréo.

NOITE
PAM FC
Dias PEP PEPA7 A7 PEP PEPA7 A7
0 157,8t53  149,8£3,6  146,3#2,3  360,9%6,0 366,1%6,5 361,316,6
1 138,7+7,5%  134,1+4,0% 134,4+4,8* 374,481 378,7¢10,4  367,0£10,0
2 137,6¢6,3*  139,6t4,6* 137,4+2,9%* 346,045,9*  349,3+6,5*  353,9+7,9*
3 142,6+7,4*  144,1+4,5* 140,2+3,4* 341,6+52*  349,8t6,6*  349,5+7,0*
4  140,6+7,1*  142,0+4,7* 138,2+3,8* 342,1¢6,3*  343,5¢59*  353,4+87*
5  142,9+6,9*  142,7+4,7* 1359+3,5* 326,1+12,1* 347,7+20,0* 330,9%15,9*
6  140,6t6,9*  142,6t3,8* 138,7+3,4* 339,4+5,3*  3580%9,9* 351,248 1*
7  141,9+6,7*  143,4+3,3* 139,4+2,9* 336,5#5,1*  353,3+8,6*  349,79,1*
8  142,8t6,5*  146,2+2,5  140,9+2,5  334,9+4,9*  348,9+7,5*% 345,18 7*
9  145,6+7,3* 148,5+2,4  142,6+3,0  329,2+4,9*  344,3+6,9* 343,98 8*
10 146,359  150,5¢3,3  144,3+2,4  340,4+6,5*  349,1+81*  344,9+9,2*
11 146,159  149,3+3,1  1452+2,4  337,4+49*  348,5t65* 347,18 5*
12 147,5#53  148,1#2,6  1456+2,3 338,4%6,3*  345,6%6,2*  349,1+10,1*
13 146,9+51  150,5+2,5  145,1+2,9  342,3+7,7*  348,3t7,4*  354,06,8*
14 146,8t4,9  150,8£2,2  144,9+3,0  336,1%5,3*  346,9+7,9*  353,9+82*
15  147,9¢51  150,8#2,4  1453%1,6  333,5#5,3*  347,7¢6,2*  350,8+8,5*
PAS PAD
Dias PEP PEPA7 A7 PEP PEPA7 A7

0 172,3t7,1  174,5#3,7 169,3+2,1  126,1%5,6 125,7£3,5 121,742,5
1 162,1#8,7*  160,9+3,7* 157,5¢4,1* 114,5¢7,0*  110,3%+3,9*  110,2+4,2*
2 158,8+7,1*  163,0£52* 160,3#3,1* 115,2+5,9*  117,7¢4,1*  115,5+2,8*
3 163,1#8,5*  167,4%5,1* 162,243,6* 119,4+6,6*  121,0¢+4,0*  116,8+3,5*
4  162,3+8,1*  166,2+4,8* 161,1+4,0* 118,8+6,2*  120,2¢3,7*  115,2+3,7*
5  165,2+8,5*  165,9+4,6*% 158,4+3,8* 122,5#59*  121,7#3,9%*  113,8%3,3*
6  162,7¢8,1*  166,5t4,7* 161,8+3,6* 119,4+6,0*  120,6+3,1*  116,1+3,2*
7 163,7¢7,9*  166,9+4,2* 162,0+2,8* 120,6+5,8*  121,1+2,8*  116,0+2,9*
8  164,7t7,7*  169,8+3,3* 163,5+2,5* 121,35,8*  123,8+2,3*  117,8+2,3*
9  167,9+8,7*  172,2#2,8* 165,13,0* 124,246,3 125,4+2,4 119,4+2,6
10 168,9t7,2  175,0#3,4  166,5t2,3  123,8%5,2 127,743,6 120,1+2,6
11  168,8t7,1  174,0£3,7 168,6£2,4 124,15, 126,1+2,9 121,6%2,6
12 169,1¢6,7  171,8#3,1  168,3t2,6  124,9+4,8 125,242,9 120,9+2,7
13 169,3t6,1  1753#3,1  168,5+2,7  124,9+4,6 127,8+2,3 121,9+3,0
14  168,9+6,2  175,1#2,8  168,3t3,0  124,5+4,5 128,2+2,0 121,343,1
15 170,6¢6,3  1752+2,8  168,8+2,1  126,3%4,6 127,8+2,5 121,4+1,6

* p<0,05 em relagdo ao valor basal, representado como dia 0 (Two-Way ANOVA, seguido do pos-

teste de Bonferroni)
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4.3 Toénus Autondmico Cardiaco

O Toénus autondémico cardiaco foi mensurado através do bloqueio farmacoldgico de
receptores muscarinicos e B-adrenérgicos, para determinar a FC maxima, minima e
intrinseca. A partir disso, foi calculado o tébnus cardiaco simpatico, parassimpatico e

o indice simpatico/parassimpatico.

A figura 17A mostra que os animais tratados durante 15 dias com pepstatina
apresentaram um menor ténus cardiaco simpatico do que os animais controle (sem
tratamento). Os outros grupos de tratamento ndo apresentaram diferenca estatistica.
O tdnus cardiaco parassimpatico apresentou um aumento significativo promovido
pelo grupo PEPA7. Os grupos PEP e A7 ndo apresentaram diferenca estatistica do
controle (figura 17B). Assim, a relacdo Simpatico/Parassimpatico cardiaco (figura
17C) dos grupos PEP e PEPA7 foram menores em comparacdo ao controle. O
grupo A7 apresentou reducdo, porém nao estatisticamente diferente em comparacéo

com o controle.

Os grupos tratados ndo apresentaram diferenca em relacdo ao controle quanto a FC
intrinseca, FC basal e PAM (figura 17D, E e F, respectivamente). A tabela 6

apresenta o resumo desses dados.
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Figura 17 — Ténus Autondmico Cardiaco de ratos TGR(mRen2)27 controle (CTL, n=5), tratados com
pepstatina (PEP, n=3), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=4) e com Ang-(1-7) (A7, n=4) durante
15 dias. * p<0,05 em relagdo ao grupo CTL (One-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Newman-

Keuls).
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Tabela 6 — Valores do Ténus Cardiaco Simpatico e Parassimpatico, indice Simpatico/Parassimpatico,
frequéncia cardiaca intrinseca, basal e PAM média de ratos TGR(mRen2)27 controle (CTL, n=5),
tratados com pepstatina (PEP, n=3), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=4) e com Ang-(1-7) (A7,
n=4) durante 15 dias. Valores expressos como média + erro padréo.

Tonus Cardiaco Frequéncia cardiaca
Simp. (S) Paras.(P) indiceS/P Intrinseca  Basal (bpm) PAM
(bpm) (bpm) (bpm) (bpm) (mmHg)

CTL 100,7+7,1 41,7+53 2,5%0,3 348,6 £4,2 346,2+4,6 155,2+4,6
PEP 39,4+126* 41,4+3,2 08+03* 336,7+9,5 3223+17,1 152,0 £ 6,2
PEPA7 75,5+15,6 61,4+3,2* 1,2+0,2* 348,2+59 337,8+9,6 148,8 £4,5
A7 93,5+9,5 51,2+3,1 18+0,1 341,3+3,9 334,3+16,2 158,0+1,7

*p<0,05 em relacao ao grupo CTL (One-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Newman-Keuls).

4.4 Efeito do bloqueio ganglionar

O bloqueio dos receptores nicotinicos pelo hexametdnio foi realizado para verificar a
influéncia do tbnus autondmico periférico sobre a PA. Os trés grupos de tratamento,
PEP (-77,25 £ 2,6), PEPA7 (-79,86 = 6,2) e A7 (-78,46 £ 5,6) ndo apresentaram
variagdo da PAM estatisticamente diferente do grupo CTL (-85,17 + 5,5), como

mostrado na figura 18.
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Figura 18 — Variacdo da Pressao Arterial Média de ratos TGR(mRen2)27 controle (CTL, n=5),
tratados com pepstatina (PEP, n=5), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=5) e com Ang-(1-7) (A7,
n=5) durante 15 dias. One-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Newman-Keuls.
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4.5 Atividade da Renina Plasmatica (ARP)

A ARP foi mensurada por radioimunoensaio nos grupos controles SD e
TGR(mRen2)27, e no 2° e 7° dias de tratamento.

A figura 19 e a tabela 7 mostram que os ratos TGR(mRen2)27 sem tratamento
apresentam, como esperado, uma ARP aumentada em relacdo ao grupo
normotenso SD. No 2° dia de tratamento, apenas os grupos PEP e PEPA7
apresentaram uma ARP reduzida em relagdo ao grupo néo tratado mRen. J& no 7°
dia de tratamento, os trés grupos apresentaram reducdo da ARP em comparacgéo

com o controle mRen.

Atividade da Renina Plasmatica

ng/ml/h
N
S

H

- #
Q-le==m [ 1_{ |'
SD mRen PEP PEPA7 A7 PEP PEPA7 A7
| ] | ] | |

Controles 2° dia 7° dia

Figura 19 — Atividade da renina plasmatica de ratos SD controle (SD, n=4), TGR(mRen2)27 controle
(mRen, n=2), tratados durante 2 dias com pepstatina (PEP, n=3), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7,
n=2) e com Ang-(1-7) (A7, n=2); e tratados durante 7 dias com pepstatina (PEP, n=3), com
pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=3) e com Ang-(1-7) (A7, n=2). * p<0,05 em relacdo ao grupo SD; #
p<0,05 em relacéo ao grupo mRen (One-Way ANOVA, seguido do p6s-teste de Newman-Keuls).
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Tabela 7 — Valores da atividade da renina plasmatica de ratos SD controle (SD, n=4), TGR(mRen2)27
controle (mRen, n=2), tratados durante 2 dias com pepstatina (PEP, n=3), com pepstatina+Ang-(1-7)
(PEPA7, n=2) e com Ang-(1-7) (A7, n=2); e tratados durante 7 dias com pepstatina (PEP, n=3), com
pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, n=3) e com Ang-(1-7) (A7, n=2). Valores expressos como média + erro

padrao.

Grupos Controle 22 dia 72 dia
SD 9,8+3,1 - -
TGR(mRen2)27 300,4+21,0* - -
PEP - 20,7 £+ 8,7 # 85,1+20,3#
PEPA7 - 18,3+13,6 # 48,7 + 13,7 #
A7 - 266,3 + 23,3 125,8+7,3 #

* p<0,05 em relagéo ao grupo SD; # p<0,05 em relacdo ao grupo TGR(mRen2)27 (One-Way ANOVA,

seguido do pos-teste de Newman-Keuls).
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4.6 Efeito do tratamento na morfologia do Ventricul o Esquerdo (VE) e Rim

O tratamento com o inibidor de renina (grupo PEP) promoveu uma redugéao do peso
do VE em relacdo ao controle, o que ndo ocorreu com 0S outros grupos de

tratamento (figura 20).

Peso do Ventriculo Esquerdo
0.04-

0.034

0.024

0.014

0.00-

CTL PEP = PEPA7 A7

VE/Comprimento da tibia (g/mm)

Figura 20 — Peso do ventriculo esquerdo corrigido pelo comprimento da tibia esquerda de ratos
TGR(mRen2)27 controle (CTL, n=4), tratados com pepstatina (PEP, n=8), com pepstatina+Ang-(1-7)
(PEPA7, n=8) e com Ang-(1-7) (A7, n=8) durante 15 dias. * p<0,05 em relacdo ao grupo CTL (One-
Way ANOVA, seguido do pOs-teste de Newman-Keuls).

Outro aspecto avaliado foi a hipertrofia dos cardiomiocitos do VE. O grupo A7
promoveu uma reducdo do didmetro dessas células em comparacdo com todos o0s
outros grupos avaliados (figura 21). Os grupos PEP e PEPA7 ndo apresentaram

diferenca em relacdo ao grupo controle, como mostrado na figura 21.
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Figura 21 — Diametro dos cardiomiocitos do VE de ratos TGR(mRen2)27 controle (CTL, A, n=6),
tratados com pepstatina (PEP, B, n=6), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7, C, n=8) e com Ang-(1-7)
(A7, D, n=7) durante 15 dias. * p<0,05 em relacdo ao grupo CTL; # p<0,05 em relacdo aos outros
grupos (One-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Newman-Keuls).

Lesbes pre-fibroticas no VE, representada pela deposicdo de colageno perivascular,
estdo mostradas na figura 22. Ao final dos 15 dias de tratamento, os trés grupos

reduziram a deposicéo de colageno em comparagao ao grupo controle, ndo tratado.

A figura 23 mostra a deposicdo de colageno perivascular no rim esquerdo dos
animais. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle

no fim dos 15 dias de tratamento.
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Deposicao de Colageno Perivascular
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Figura 22 — Deposicao de colageno perivascular no VE de ratos TGR(mRen2)27 controle (A - CTL,
n=>5), tratados com pepstatina (B - PEP, n=6), com pepstatina+Ang-(1-7) (C - PEPA7, n=7) e com
Ang-(1-7) (D - A7, n=9) durante 15 dias, representados como a porcentagem da area corada pelo
Picrosirius red. *p<0,05 em relagdo ao grupo CTL (One-Way ANOVA, seguido do pos teste de
Newman-Keuls).
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Figura 23 — Deposicao de colageno perivascular no rim esquerdo de ratos TGR(mRen2)27 controle
(A - CTL, n=5), tratados com pepstatina (B - PEP, n=4), com pepstatina+Ang-(1-7) (C - PEPA7, n=4) e

com Ang-(1-7) (D - A7, n=4) durante 15 dias, representados como a porcentagem da area corada
pelo Picrosirius red. One-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Newman-Keuls.
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A tabela 8 apresenta os valores do peso do VE, diametro dos cardiomidcitos e

deposicao de colageno no VE e rim.

Tabela 8 — Peso do ventriculo esquerdo (VE) (g/mm), didmetro dos cardiomidcitos (um) e deposicdo
de colageno perivascular (% colageno na area corada) no VE e rim de ratos TGR(mRen2)27 controle
(CTL), tratados com pepstatina (PEP), com pepstatina+Ang-(1-7) (PEPA7) e com Ang-(1-7) (A7)
durante 15 dias. Valores expressos como média + erro padréo.

Grupos  Peso VE (g/mm) Diametro (um) Deposigao de Deposigao de
colageno-VE (%) colageno—-Rim (%)
CTL 0,0363 £ 0,0017 15,27 + 0,09 22,5+4,2 7,5+0,9
PEP  0,0306 +0,0009 * 15,29 + 0,08 53+0,9* 9,4+0,9
PEPA7  0,0332 +0,0011 15,31 £ 0,07 71+£15* 9,0+2,2
A7 0,0336 + 0,0007 13,74 £ 0,07*# 50+£1,0* 9,5+0,7

* p<0,05 em comparacao ao grupo CTL; # p<0,05 em comparagcdo com 0s outros grupos (One-Way

ANOVA, seguido de pés-teste de Newman-Keuls).
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo mostramos que o tratamento com pepstatina ou Ang-(1-7),
isoladamente ou em associagdo produziram a queda similar da PA, que nao se
manteve durante o periodo de tratamento, retornando aos valores basais; a
alteracdo da PA é acompanhada por reducdo da FC durante o periodo da noite;
reducdo da deposicdo de colageno perivascular no VE e auséncia de efeito aditivo
entre os tratamentos. Além disso, mostramos reducdo da razdo
simpético/parassimpatico nos grupos PEP e PEPA7 e a inibicdo da ARP pelo grupo

A7 no 7° dia, além dos grupos tratados com pepstatina.

Como mostrado nos resultados de padronizagdo das doses, utilizamos a dose de
30ug/Kg/dia de Ang-(1-7) incluida em HPBCD por apresentar um efeito agudo na PA
mais pronunciado do que a dose de 100ug/Kg/dia. Apesar da dose utilizada ter-se
baseado em administracdo aguda, outros trabalhos envolvendo o tratamento cronico
com a Ang-(1-7) (SANTOS, 2008 a; BERTAGNOLLI, 2013) mostraram que a dose
de 30ug produz efeito hipotensor significante, melhora da funcdo cardiaca em
coracgOes infartados (MARQUES, 2011), diminuicdo do ténus simpatico cardiaco e
melhora do tbnus parassimpatico cardiaco em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) (BERTAGNOLLI, 2013). Além disso, estudo anterior do nosso laboratério
mostrou que a dose de 30ug/Kg de Ang-(1-7) induziu efeito anti-trombotico (FRAGA-
SILVA, 2011).

A pepstatina A € um peptideo sintético que ndo é muito utilizado em estudos in vivo.
Por isso, pela falta de dados na literatura sobre a melhor dose a ser utilizada, foi
realizado experimento prévio para verificar o efeito agudo de doses crescentes no
mesmo modelo animal em que seria realizado o tratamento. Como mostrado na
figura 13, ndo houve diferenca estatistica entre as doses de 5; 10; 20 e 40ug/Kg
testadas na PAM ou FC. Por isso, optamos por utilizar a menor dose, 5ug/Kg, ja que
uma dose menor reduz as chances de reacdes adversas no organismo. Por outro

lado, como a pepstatina ndo € especifica para a renina e atua sobre outras
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proteases (MARCINISZYN et al.; 1976), o uso de uma dose menor reduz a
possibilidade do efeito estar relacionado a inibicdo de outras proteases, ou ainda,
efeitos indesejados induzidos pela inibicdo dessas enzimas. Além disso, como a
renina esta presente em grande quantidade, aumenta a chance da sua inibicao pela

pepstatina.

O tratamento com o inibidor de renina ou com a Ang-(1-7) isoladamente ou com a
associacdo de ambos ocasionou uma queda na PA, tanto média quanto sistolica e
diastdlica, que foi gradativamente retornando ao valor basal, de forma que no 15° dia
os valores ja estavam similares aqueles observados antes do tratamento. A maior
queda foi observada no 2° dia de tratamento no periodo diurno e no 1° dia de
tratamento no periodo noturno. A auséncia de diferenca entre 0os grupos mostra que
ndo ha efeito aditivo ou sinérgico entre os tratamentos, ou seja, que a associacao
entre o inibidor de renina e a Ang-(1-7) ndo promove um efeito mais pronunciado
que os dois tratamentos isolados. Estranhamente, o efeito hipotensor produzido
pelos trés tratamentos ndo se manteve ao longo do periodo de tratamento,
sugerindo que outros mecanismos ou vias estejam compensando a queda da PA. Se
esse fato esta relacionado apenas a animais transgénicos com excesso de renina
[TGR(MRen2)27] ou a outros modelos de hipertenséo arterial, ainda precisam ser
investigados. Outra possibilidade seria que o efeito hipotensor observado estivesse
relacionado a administracdo do veiculo HPBCD. No entanto, estudos anteriores
mostraram que esse veiculo ndo ocasiona efeito na PA ou FC (SANTOS, 2008 a).

Quanto a FC durante o dia, os trés grupos elevaram a frequéncia no 1° dia de
tratamento, retornando ao valor basal nos proximos dias. Esse breve aumento da FC
pode estar relacionado, provavelmente, ao efeito do estresse da cirurgia para
implantagcdo da bomba osmdética que continha a pepstatina, uma vez que ocorreu
apenas no 1° dia de tratamento. Durante a noite, a FC foi reduzida do 2° ao 15° dia
de tratamento nos trés grupos. Embora ndo tenha ocorrido diferenca entre os
tratamentos, € interessante observar que a alteracdo de FC ocorreu no periodo de
vigilia do animal e que a PA tenha se normalizado independentemente da queda da
FC.
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E interessante notar que durante a noite, ou seja, no periodo de vigilia, h4 uma
predominancia do ténus simpdético e redugcdo do tdnus parassimpético, que é mais
pronunciado no periodo de sono. Os tratamentos podem ter promovido a reducéao do
tbnus simpatico ou aumentado o ténus parassimpatico durante a noite, reduzindo
consequentemente a FC durante a maior parte do tratamento. Corroborando com
essa hipoétese, verificamos que o grupo PEP reduziu o tbnus simpatico para o
coracao (figura 17A) e o grupo PEPA7 aumentou o tdnus parassimpatico (figura

17B), reduzindo entdo a relacdo simpatico/parassimpatico desses grupos.

Dados mostram que na hipertensdo humana primaria, o sistema nervoso simpatico
(SNS) esta ativado no coracdo, rins e musculatura vascular, principalmente em
pacientes jovens (ESLER, 2000). O aumento do SNS cardiaco possui um efeito pré-
arritmico e trofico, talvez contribuindo para a hipertrofia ventricular esquerda (MANN
et al., 1992). A reducdo da quantidade de colageno perivascular (figura 22) e a
reducdo do peso do ventriculo esquerdo (figura 20) estdo provavelmente

relacionadas com a reducgéo do ténus simpatico cardiaco no grupo PEP.

Dados na literatura mostram que esse modelo de rato hipertenso apresenta ciclo
circadiano invertido para a PA, sendo mais alta durante o periodo de sono e mais
baixa durante o periodo de vigilia. A explicacdo para essa inversdo ainda ndo esta
definida, mas o que os autores acreditam é que seja devido ao aumento da atividade
simpatica (LEMMER, 2005; SCHIFFER, 2001; LEMMER, 2000; LEMMER, 1993). Os
tratamentos ndo normalizaram essa inversdo, pois talvez 15 dias nédo tenha sido

suficiente para reverter essa alteragao.

O aumento do tdnus parassimpatico promovido pelo tratamento com a combinacéo
(grupo PEPA7Y) deve-se provavelmente ao efeito da Ang-(1-7). Alguns trabalhos na
literatura mostram que a Ang-(1-7) melhora o ténus parassimpatico (BERTAGNOLLI
et al., 2014; GARCIA-ESPINOSA et al., 2012), inclusive quando administrada por via
oral (BERTAGNOLLI et al., 2014), o que poderia explicar esse aumento.

Estranhamente, o grupo A7, no entanto, apresentou um pequeno aumento no ténus
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parassimpatico e reducdo da relacdo simpético/parassimpético, que nao foi

estatisticamente significativa.

Para testar se o tbnus simpatico ndo estaria aumentado na periferia dos animais
tratados em comparagdo com o grupo controle, levando a um efeito vasoconstritor
cronico, um bloqueador ganglionar foi infundido nos animais. O hexameténio aboliu
a atividade do SNS poés-ganglionar, resultando em vasodilatacdo aguda dos vasos
sanguineos, reducdo na resisténcia vascular sistémica e queda da PA (SEALS &
DINENNO, 2004). Uma maior queda na PA representaria uma maior influéncia do
SNS, o que ndo ocorreu, mostrando que todos 0S grupos possuem a mesma

influéncia que o controle (figura 18).

O RIE mostrou que o tratamento com a pepstatina foi eficaz na inibicdo da renina.
Os grupos PEP e PEPA7 apresentaram ARP reduzida em relacdo ao grupo mRen
no 2° e no 7° dia de tratamento. O grupo A7 ndo apresentou alteracdo da ARP no 2°
dia em comparagdo com o mRen sem tratamento. No entanto, interessantemente o
tratamento com Ang-(1-7) isolado induziu reducdo da ARP no 7° dia de tratamento,
em comparacdo com o mRen. Esse efeito pode estar relacionado a acado da Ang-(1-

7) sobre o mecanismo de liberagdo de renina.

A renina é sintetizada, armazenada e secretada nas ceélulas Justaglomerulares (JG),
localizadas na arteriola aferente renal. Na maioria das células secretérias, a
secrecdo é estimulada pelo aumento da concentracéo de célcio ([Ca?']) intracelular.
Nas células JG ocorre o contrario: qualquer fator que reduza a [Ca®'] intracelular,
estimulara a atividade de adenilil ciclases, aumentando a sintese do monosfostato
de adenosina ciclico (AMPc) e estimulando a fusédo dos granulos contendo renina na
membrana plasmética (BERNE & LEVY, 2009; ATCHISON & BEIERWALTES, 2013;
ORTIZ-CAPISANO et al., 2013).
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De forma contréaria, qualquer fator que aumente a [Ca®'] extracelular estimulara os
receptores acoplados a proteina G que séo sensiveis ao calcio (CaSR), localizados
na membrana dessas células. A ativacdo desses receptores provocara a
estimulacéo da fosfolipase C (PLC), gerando o trifosfato de inositol (IP3). O IP3 ir4 se
ligar ao seu receptor localizado na parede do reticulo endoplasmatico abrindo os
canais de calcio e liberando o estoque intracelular desse ion, resposta que pode ser
potencializada pelo receptor de rianodina, que aumenta a liberacdo de calcio. Essa
elevacdo na [Ca®] intracelular reduzird a atividade da adenilil ciclase (AC),
diminuindo a sintese e aumentando a degradacdao do AMPc, diminuindo a secrecéo
de renina (BERNE & LEVY, 2009; ATCHISON & BEIERWALTES, 2013; ORTIZ-

CAPISANO et al., 2013). A figura 24 mostra um esquema desse mecanismo.

Ca*

Ca**

Ca.‘
Ca;'
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Ca** I S ]

"""
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Célula Justaglomerular

Figura 24 — Mecanismo da liberacdo de renina promovido pelo aumento da concentracdo de calcio
extracelular. CaSR: receptor sensivel ao calcio; PLC: fosfolipase C; IP3: trifosfato de inositol; RE:
reticulo endoplasmatico; AC: adenilil ciclase; AMPc: monofosfato de adenosina ciclico. Modificado de
ATCHISON & BEIERWALTES, 2013.

Em 2012, Liu e colaboradores mostraram que em células tubulares renais caninas
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), que sdo modelo de pesquisa renal, a Ang-(1-
7) promove aumento da concentracdo de calcio intracelular, por aumentar a entrada
do Ca®" extracelular nessas células e por estimular a liberac&o desse ion do reticulo
endoplasmatico (principal estoque de Ca?* das células MDCK), através da ativacdo

da fosfolipase C.
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Dessa forma, podemos sugerir que nas células JG, a Ang-(1-7) esteja promovendo o
mesmo efeito. Como o aumento da [Ca?'] intracelular das células JG resulta na
inibicdo da liberacdo da renina, a Ang-(1-7) poderia estar provocando esse aumento
e inibindo a liberacdo dessa enzima. Além disso, ela pode estar atuando em outras
células responsaveis pela liberacdo de renina nesse modelo animal e ainda poderia
atuar na transcricdo do transgene. Isso explicaria o resultado encontrado no RIE,
onde o0s animais tratados somente com Ang-(1-7) apresentaram reducdo da
atividade da renina. Além disso, a inibicdo da ARP pela Ang-(1-7) pode explicar a
auséncia de efeito sinérgico dos tratamentos sobre a PA. No entanto, experimentos

adicionais serdo necessarios para elucidar esse mecanismo.

Mesmo tendo a PA retornado aos valores basais ao final do tratamento, foi
investigado o efeito dos tratamentos sobre o ventriculo esquerdo e o rim dos
animais. Para um tratamento mais eficaz da hipertensdo, é necessario tanto o
controle da PA quanto a reducdo dos danos aos orgaos-alvo. Tecidos como cérebro,
vasos sanguineos, olhos, rins e coragdo sdo sensiveis ao aumento da pressado
(HEGGERMONT & HEYMANS, 2012; SCHMIEDER, 2010).

Ressalta-se que apenas os animais que foram tratados somente com Ang-(1-7)
(grupo A7) apresentaram reducéo do diametro dos cardiomiocitos do VE comparado
ao grupo sem tratamento, sugerindo que esse efeito seja independente de alteracéo
da carga pressorica. A Ang-(1-7) é conhecida por seus efeitos cardioprotetores, tais
como reducao da hipertrofia ocasionada pela Ang Il (GROBE et al., 2007; SANTOS
& FERREIRA, 2007) ou pelo isoproterenol (MARQUES et al.,, 2011), reducao de
arritimias (SANTOS & FERREIRA, 2007), estimulacdo da atividade da 6xido nitrico
sintase (COSTA et al., 2010) e reducao da fibrose cardiaca (WANG et al., 2012;
PASSOS-SILVA et al., 2013).

Um fato intrigante € que os animais tratados somente com a Ang-(1-7) apresentaram
reducdo do diametro, porém os animais tratados com a combinacéo (que continha a

mesma dose desse peptideo na mesma via de administragdo) ndo apresentaram a
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mesma resposta. Os resultados apontam uma possivel interacdo entre esses
compostos, anulando, de alguma forma, o efeito da Ang-(1-7) na presenca da
pepstatina quanto ao diametro dessas células. De qualquer forma, mais

experimentos sdo necessarios para esclarecer essa interacao.

Em relacdo a fibrose cardiaca, os trés grupos de tratamento reduziram
significativamente a deposicdo de colageno perivascular no VE, comparado com o
grupo controle. Interessantemente, essa resposta foi alcancada independente de
uma reducdo mais prolongada na PA, ja que a avaliagdo morfolégica foi realizada
com 15 dias de tratamento, periodo em que a PA ja tinha retornado aos niveis
basais. Trabalhos mostram uma dissociacdo da reducdo da PA e a melhora nos
orgdos-alvo, ou seja, em que ha uma melhora de parametros cardiovasculares e/ou
renais independente de um efeito na PA (ROTHERMUND et al., 2003; WAGNER et
al., 1997; MELLO et al., 2012).

Nossos dados estdo de acordo com estudo de Mello e colaboradores (2012), que
trataram durante oito semanas ratos da linhagem TGR(mRen2)27 com o inibidor de
renina Alisquireno, com uma dose que néo alterou a PA. No entanto, houve uma
reducdo da fibrose perivascular no VE desses animais (MELLO et al., 2012),

semelhante ao que foi encontrado em nosso estudo.

Ratos TGR(mRen2)27 apresentam elevados niveis de Ang I, levando ndo somente
a hipertensdo, mas também ao estresse oxidativo, inflamacéo, hipertrofia e fibrose
cardiacas (XU et al.,, 2010). O estiramento mecanico por si s6 ja é capaz de
aumentar a expressao dos genes do angiotensinogénio, renina e ECA nos
cardiomidcitos, aumentando a producéo cardiaca (local) de Ang Il (MALHOTRA et
al., 1999). E possivel que os trés tratamentos tenham reduzido a fibrose perivascular
por um efeito local no coracdo. Assim, os tratamentos poderiam inibir o SRA tecidual
no coracado, diminuindo os niveis de Ang Il e assim reduzindo a deposicao de
coldgeno. Evidéncias dessa hipotese sdo encontradas no trabalho de Mello e
colaboradores (2012), onde o tratamento com o inibidor de renina também reduziu
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0s niveis de Ang Il no ventriculo esquerdo, sem, no entanto, reduzir os niveis
plasmaticos desse peptideo. Mendes et al. (2005) também mostraram que o

tratamento com Ang-(1-7) reduz os niveis de Ang Il no coracéo.

Apesar da grande reducdo do colageno perivascular do ventriculo esquerdo e
reducdo da hipertrofia pela Ang-(1-7), essa reducédo nao refletiu na diminuicdo do
peso do VE nos grupos PEPA7 e A7. Uma hipotese para tal fato € que o colageno
intersticial, que nao foi avaliado, ndo tenha sido reduzido, fazendo com que 0 peso

do VE também nao diminuisse.

Os tratamentos ndo alteraram a deposicdo de coldgeno perivascular no rim dos
animais. E possivel que o tempo de tratamento (15 dias) ndo tenha sido suficiente

para reverter essas alteracdes.

Estudos futuros serdo necessarios para investigar o efeito dos tratamentos sobre os
niveis plasmaticos de outros peptideos, esclarecer a influéncia dos tratamentos na
inervacdo simpatica e elucidar o mecanismo de atuacdo da Ang-(1-7) sobre a

inibicdo da renina.
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6 SUMARIO E CONCLUSOES

A dose de 30ug/Kg de Angiotensina-(1-7)/HPBCD apresentou maior efeito
hipotensor e foi utilizada no tratamento;

A dose de 5ug/Kg da Pepstatina A apresentou resposta similar a doses

maiores e por isso foi utilizada no tratamento;

Os trés tratamentos reduziram a PAM, PAS e PAD durante o dia e a noite,

que foi retornando ao valor basal antes do fim do tratamento;

Os tratamentos reduziram a FC durante a noite do 2° ao 15° dia de

tratamento;

Nao houve efeito aditivo entre os tratamentos;

O grupo PEP apresentou reducédo do ténus cardiaco simpatico, enquanto o
grupo PEPA7Y apresentou melhora do ténus cardiaco parassimpatico, ambos
reduzindo o indice simpatico/parassimpatico cardiaco;

N&o houve diferenca entre os grupos tratados e o controle quanto ao ténus

autondémico periférico;

O grupo tratado somente com a Ang-(1-7) também apresentou reducdo da

atividade da renina plasmatica;

Somente o grupo PEP apresentou reducéo do peso do ventriculo esquerdo;

Somente o grupo A7 apresentou reducdo do didmetro dos cardiomiocitos;

Os trés tratamentos apresentaram reducdo da deposicdo de colageno

perivascular no ventriculo esquerdo, comparado ao controle;

Nao houve alteracdo na deposicdo de colageno perivascular no rim dos

animais tratados, comparado com o controle.
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Podemos concluir que ndo houve efeito aditivo/sinérgico dos tratamentos,
provavelmente pela inibicdo da liberacdo e/ou sintese de renina pelo grupo que
recebeu s6 Ang-(1-7). Além disso, os tratamentos ndo mantiveram a PA reduzida
por todo o periodo de 15 dias, provavelmente por um efeito compensatério dos
animais, que ainda necessita ser esclarecido. Mesmo assim, os trés tratamentos
reduziram a deposicdo de colageno perivascular no ventriculo esquerdo dos
animais, no periodo em que a PA ja tinha retornado ao valor basal. Esses dados
também sugerem que tanto a Ang-(1-7) quanto a pepstatina produzem efeitos
benéficos no coracdo, que pareceu independente da reducdo da PA. Foi obtida
também evidéncia de que os efeitos cardiovasculares da Ang-(1-7) podem estar

relacionados a reducao da sintese e liberacdo de renina.
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