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RESUMO



A Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] € um nonapeptideo formado pela hidrolise da
Ang | via ECA 2, que parece ter agdes contra-regulatorias do eixo classico do
SRA. Estudos recentes sugerem que a Ang-(1-9) exerce seus efeitos via
receptor AT,, contudo, a ferramenta farmacoldgica que vem sendo utilizada
para avaliar a interagdo Ang-(1-9) com o receptor AT,, o PD123319,
recentemente foi descrito como antagonista ndo especifico do receptor AT»,
interagindo também com o receptor MrgD. Sendo assim, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar a participacdo dos receptores AT, Mas e MrgD nos efeitos
cardiovasculares da Ang-(1-9). Foram realizadas técnicas de reatividade
vascular, experimentos de transfeccdo de receptores em culturas celulares e
avaliacdo de parametros cardiovasculares in vivo. A Ang-(1-9) produziu um
relaxamento vascular dose-dependente em anéis de aorta de ratos Sprague-
Dawley (SD), que néo foi modificado pelo antagonista seletivo do Mas (A779),
resultados similares foram observados com o antagonismo farmacoldgico dos
receptores AT, e MrgD PD123319. Houve uma atenuacdo da vasodilatacdo
induzida pela Ang-(1-9) nos anéis de aorta de camundongos Mas nocaute
guando comparado com os animais WT, mas a resposta ndo foi abolida. N&o
houve diferenca na resposta relaxante entre os camundongos AT, nocaute e
WT. Além disso, a Ang-(1-9) ndo estimulou a producdo de NO em células CHO
transfectadas de forma estavel com receptor Mas, AT, ou MrgD. In vivo, apés 6
horas de uma Unica dose de Ang-(1-9) injetada na veia femoral observou-se
atenuacdo da hipertensdo com diminuicdo significativa da presséo arterial
meédia (15.16 +1,217) de ratos espontaneamente hipertensos (SHR-SP). Em
contrapartida, ndo observamos efeitos cardiovasculares em ratos SHR-SP
através da administracao de doses crescentes da Ang-(1-9) em curto prazo. Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que Ang-(1-9) ndo induz seus efeitos
bioldgicos por interagir com o receptor AT,. Além disso, os efeitos induzidos
pela Ang-(1-9) ndo sdo mediados pelos receptores angiotensinérgicos Mas e
MrgD. Sendo assim podemos sugerir que a Ang-(1-9) realiza suas ac¢des
através de outro receptor, ainda nao identificado, que em algumas situacfes
poderia ser sensivel a PD123319.

Palavras-chave: Angiotensina-(1-9), Mas, AT,, MrgD.



ABSTRACT



Angiotensin-(1-9) is a nonapeptide formed by the hydrolysis of angiotensin | by
ACE2 that seems to counter-regulate the classical RAS axis. Recent studies
suggest that Ang-(1-9) acts via AT, receptors (AT2R), however the
pharmacological tool used to asses this Ang-(1-9) /AT2R mediated interaction,
is the AT2R antagonist, PD123319, that appears to have a great deal of
inespecificity . Two other candidates for the ligation of Ang-(1-9), that have
protective effects similar to the AT2R are the MAS and the recently described
MrgD receptor. Thus, in this study we addressed if Ang-(1-9) could be a ligand
for AT,, MAS or MrgD receptors using aortic rings taken from AT, and Mas
knockout mice and AT2R or MrgD-transfected CHO cells. Materials and
methods: The endothelium-dependent vasodilatory response to Ang-(1-9) was
tested in aortic rings taken from Wild-Type, AT2KO and MASKO mice and
Sprague-Dawley rats, pre-contracted with phenylephrine (0.1 umoles/L). NO
release from AT2R or MrgD stable transfected CHO cells was evaluated using
the NO indicator 4-amino-5 methylamino-2, 7 difluorofluoresceindiacetate (DAF-
FM) after Ang-(1-9) stimulation. Analyzed the in vivo cardiovascular parameters
were recorded by a signal sent to a transducer connected to the cannula
inserted into the abdominal aorta through the femoral artery, through data
acquisition system (Biopac System, model MP150).Results: In aortic rings from
SD rats Ang-(1-9) produced a dose-related relaxation which was not modified
by A-779, the Mas/MrgD antagonist D-Pro7-Ang-(1-7); or by PD123319. In
aortic rings taken from Mas KO there was a minor attenuation of the Ang-(1-9)
vasorelaxant effect when compared to the WT. No difference between AT,KO
and WT mice was observed regarding the vasorelaxation produced by Ang-(1-
9). Moreover, the vasorelaxing effect of Ang-(1-9) was not affected by the
association of PD123319 and D-Pro7-Ang-(1-7).In addition, the nonapeptide did
not stimulate NO production in AT2R-stably transfected CHO cells or MrgD
stably transfected cells. In vivo, we observed in SHR-SP rats cardiovascular
effects of increasing doses of Ang-(1-9) within (20 min) injected into the carotid
artery. But when injected into the femoral vein after 6hrs, we observed a
significant decrease in mean arterial pressure. As attenuated the action of Ang
Il in the neurogenic model in mice.

Keywords: Angiotensin-(1-9), Mas, AT,, MrgD.



l. INTRODUCAO



Introducgéo

1.1 SRA Cléssico

O complexo processo da regulacdo da pressao arterial (PA) envolve
diferentes mecanismos, uma rede integrada de 6rgdos e sistemas que para
manutengcao da homeostase, trabalham de forma associada. O controle da PA
ocorre de forma redundante por sistemas de controle de feedback e
feedforward, que atuam a curto, médio e a longo prazo. Nestes sistemas
participam o sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico, horménios
circulantes e mecanismos de auto-regulacdo locais (fatores metabdlicos e
endoteliais), que interagem para controlar o debito cardiaco e a resisténcia
vascular, mantendo a PA estavel (Dampney et al., 2002).

Atualmente as doencas cardiovasculares (DCV) s&o as principais causa
de morbidade e mortalidade no mundo, sendo que 32,8% das mortes, em
2008, nos Estados Unidos foram em decorréncia de DCV, segundo a
“‘American Heart Association” (Lloyd-Jones et al., 2010). O principal fator de
risco para o desenvolvimento dessas doencas € a hipertenséo arterial, sendo a
mesma uma das patologias com maior prevaléncia no mundo, levando a 6bito
cerca de 7,5 milhdes de pessoas a cada ano (Roger et al., 2012).

No periodo de instauracdo da hipertensédo arterial, a faixa de variacdo da
PA (set point) é deslocada de forma sustentada para um nivel superior. Esta
mudanca decorre de alteracbes periféricas mantidas constantes, como
aumento da resisténcia vascular periférica total e/ou aumento do débito

cardiaco. Estas alteracOes periféricas sdo desencadeadas por alteracbes
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centrais, como alteragcdes na sensibilidade barorreflexa (Veerasingham and
Raizada, 2003), aumento na atividade do sistema nervoso simpatico (Esler,
2000) e alteracGes na atividade do sistema renina angiotensina (SRA), que
desempenham um papel chave na patogénese da hipertenséo arterial (Britto et
al., 1997; Ferrario, 1990; Santos et al., 1989).

O sistema renina-angiotensina (SRA) €& um sistema hormonal
amplamente estudado, o qual desempenha um papel importante na regulacdo
central e periférica da pressao arterial e no equilibrio hidro-eletrolitico, além de
estar envolvido na fisiopatologia de varias doencas cardiovasculares(Peach,
1977; Santos et al., 2000).

Os primeiros estudos relacionados ao SRA foram realizados por
Tiegerstedt e Bergman (1898). Esses autores observaram que extratos néo
purificados do coOrtex renal causavam um aumento prolongado da pressao
arterial de coelhos anestesiados, e denominaram a substancia responsavel por
esse aumento da pressao arterial de renina (Tiegerstedt e Bergman, 1898;
Basso and Terragno, 2001; Inagami, 1998).

Pouco interesse foi atribuido a essas descobertas até a década de 30.
Em 1934 Goldblatt e cols. demonstraram pela primeira vez ser possivel
produzir uma elevacdo mantida da pressdo arterial restringindo o fluxo
sanguineo para os rins. Embora fosse reconhecido que o aumento da presséo
arterial poderia ser causado por uma substancia presente no sangue. Goldblatt
e cols. ndo associaram este efeito a renina, ja que nem citaram o trabalho de
Tiegerstedt e Bergman (1898) (Goldblatt et al., 1934).

Ja em 1940, Braun-Menendez e cols., na Argentina, e Page e Helmer,
nos Estados Unidos, trabalhando de forma independente descreveram que o
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peptideo pressoérico ndo era a renina, e sim um produto da acdo enzimatica
dessa substancia sobre uma proteina plasmatica (Braun-Menendez et al.,
1940; Page and Helmer, 1940). O primeiro grupo denominou esse produto de
hipertensina e o segundo de angiotonina. Posteriormente o termo angiotensina,
resultado da agregacgao entre os termos “hipertensina”, originado na Argentina
e “angiotonina”, nos Estados Unidos, passou a ser usado na tentativa de
unificar essa terminologia (Braun-Menendez and Page, 1958).

Aproximadamente dez anos apOs os trabalhos desses dois grupos de
pesquisadores, foram identificadas duas formas de angiotensina, a
angiotensina | (Ang I) e a angiotensina Il (Ang Il), sendo a primeira resultado da
hidrolise do angiotensinogénio e a segunda resultado da quebra enzimatica da
Angiotensina | (Skeggs et al., 1954). Skeggs e cols. em 1956 elucidaram a
cascata de formacdo da angiotensina Il, demonstrando tratar-se de um
octapeptideo formado pela enzima conversora de angiotensina (ECA) (Skeggs
et al., 1956).

Na visdo classica do SRA, seus principais componentes sao
angiotensinogénio, renina, Angiotensina | (Ang 1), enzima conversora de
angiotensina (ECA) e Angiotensina Il (Ang II). A renina € uma aspartil protease
secretada por células justaglomerulares da arteriola aferente. A secrecdo da
renina € estimulada por queda da pressdo de perfusédo renal, diminuicdo da
concentracdo de sddio nos tubulos distais do néfron e por excitacdo do nervo
simpético renal via estimulagao B1-adrenérgica das células justaglomerulares e
retroalimentacdo negativa por uma acdo direta da Ang Il nas células justa

glomerulares (Atlas, 1998).
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O octapeptideo Ang Il é o principal componente do SRA e sua formacao
consiste em dois estagios. Inicialmente, ocorre clivagem da alfa-glicoproteina
angiotensinogénio, liberada pelo figado, através da acdo da enzima renina,
formando o decapeptideo Ang I. A Ang | é biologicamente inativa e, sob a acéo
da ECA, forma a Ang Il (Atlas, 2007; Lentz et al., 1956). Atualmente, € aceito
que Ang a Il também pode ser formada a partir de vias independentes de
renina/ECA, e que Ang | e Ang Il podem ser convertidas em peptideos
angiotensinérgicos menores, biologicamente ativos, como a Ang lll, Ang IV e
Ang-(1-7) (Santos et al., 2005).

A Ang Il medeia seus efeitos atuando principalmente através de dois
subtipos de receptores: AT1 e AT2. Estes sdo receptores metabotropicos que
podem ser distinguidos através do uso de antagonistas seletivos. Receptores
AT1 sdo antagonizados seletivamente por bimefilmidazoles, como losartana,
enquanto tetra-hidroimidasopiridinas como o PD123319, antagonizam o0s
receptores AT2. A Ang Il também pode exercer seus efeitos biol6gicos atuando
de forma indireta através da liberacdo de outros fatores ou através de cross-
talk com cascatas de sinalizacdo intracelulares de outros agentes vasoativos,
fatores de crescimento e/ou citocinas (Berry et al., 2001).

Os receptores AT1 medeiam a maioria das acfes classicas da Ang Il
nos tecidos dos sistemas cardiovascular e neuroendoécrino, onde se encontram
amplamente distribuidos. Dentre as principais acdes da Ang Il, via ATy,
destacam-se: vasoconstricdo, aumento na retencdo de sédio e agua (por acéo
direta ou via liberacdo de aldosterona e vasopressina), aumento da sintese de
renina, diminuicdo da sensibilidade do reflexo pressorico, proliferacdo celular
(angiogénese, remodelamento da matriz extracelular, liberacdo de
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noradrenalina pelas terminacfes simpatica e adrenal, aumento da atividade
simpatica no sistema nervoso central, hipertrofia de musculo liso e
cardiomidcitos, estimulacdo de fibrose no miocardio e vasos sanguineos e
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Cheng et al., 2005; Keidar et

al., 2007).

Figura 1: llustracdo esquematica do sistema renina-angiotensina mostrando a via

Angiotensinogénio

Tonina Renina
Catepsina G

Angl

ECA
Quimase
Catepsina A

&L

y

AMPl

“classica” de formagao da angiotensina Il e seu receptor. ECA, Enzima Conversora de

Angiotensina; AT1, Receptor de Angiotensina Il.

Enguanto os receptores AT1 sdo amplamente distribuidos, a expressao
dos receptores AT, é mais limitada. Sabe-se que esses receptores estédo
presentes principalmente em tecidos fetais em desenvolvimento, o que sugere

uma possivel participacdo na morfogénese dos orgdos (Kim and lwao, 2000).



Introducéo

Em adultos, o AT, é encontrado no utero, em células granulosas do ovario, na
medula adrenal, em diferentes nucleos cerebrais, cardiomiocitos, células da
musculatura lisa vascular e células endoteliais (Kim and Iwao, 2000; Matrougui
et al., 1999). Estudos sugerem que a interacdo da Ang Il com o receptor AT,
desencadeia, na maior parte das vezes, efeitos contrarios aos observados pela
interacdo da Ang Il com o receptor AT, (Berry et al., 2001; Carey et al., 2001).
Neste sentido, Tsutsumi e cols. em 1999 sugeriram que a ativacdo dos
receptores AT,, nNos vasos sanguineos, pode desencadear uma resposta
vasodilatadora dependente da sintese de cininas e 6xido nitrico (NO) (Tsutsumi
et al., 1999). Estudos in vivo, baseando-se na superexpressdo ou delecéo
genética do receptor AT,, demonstraram que este receptor é capaz de inibir
vérias acdes mediadas pelo receptor AT, (Hein, 1998). Abdalla et al. em 2001,
demonstraram que o receptor AT, pode formar heterodimeros com o receptor
AT1 independentemente da ligacdo da Ang Il, sugerindo que a interacao entre
esses dois receptores possa promover uma alteracdo conformacional em AT,
impossibilitando a ativacao de suas vias de sinalizacdo. Apesar destes achados
literarios, a importancia funcional dos receptores AT2 em humanos e os
mecanismos envolvidos na transducdo de sinal ndo estdo ainda claramente

elucidados (AbdAlla et al., 2000; Carey et al., 2001).

1.2 Enzima Conversora de Angiotensina 2
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Em 2000, uma nova carboxipeptidase foi descoberta a ECA2 (Donoghue
et al., 2000). A ECA 2 possui uma estrutura similar a ECA endotelial humana,
apresentando aproximadamente 40% da sua homologia com essa enzima. A
expressdo da ECA2 foi mostrada no endotélio das coronarias e vasos intra-
renais, coracao, rim, testiculos e em células musculares lisas (Turner et al.,
2002).

Estruturalmente, o gene que codifica a ECA2 possui 18 exons e as
varias similaridades entre a sequéncia genémica da ECA2 e a sequéncia da
ECA, sugere uma relacéo evolutiva entre esses dois tipos de genes (Turner et
al., 2002). Porém, a especificidade da ECA2 é diferente da ECA. A ECA2
hidrolisa a Ang |, a Ang Il e o metabdlito da bradicinina [des-Arg9], mas nao
hidrolisa a bradicinina. Sugerindo que a especificidade da ECA2 parece estar
relacionada a sua funcdo como carboxipeptidase com uma preferéncia por um
residuo hidrofébico C-terminal, ou seja, uma acado com carboxipeptidase A(CP-
A) o que justifica a auséncia de hidrélise da bradicinina, que apresenta um
residuo basico na porcao C-terminal (Vickers et al., 2002). Estruturalmente,
entretanto a ECA2 é diferente da CP-A e da ECA e tal distincdo é comprovada
pelo fato da ECA2 nao ser inibida por inibidores classicos da ECA (captopril,
lisinopril, enalapril) e nem por inibidores da CP-A. Mais importante nesse
contexto € que ao hidrolisar a Ang Il e a Ang |, a ECA2 apresenta uma via
metabdlica para a formacédo de Angiotensina—(1-9) [Ang-(1-9)] e Angiotensina-
(2-7) [Ang-1-7] (Vickers et al., 2002), dessa forma a caracterizacdo da ECA2
possibilitou a divisdo dos dois eixos distintos de formacdo de peptideo no

sistema, cujas as a¢des sdo aparentemente modulatorias.
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Em 2003, Santos e cols. identificaram o receptor Mas como um receptor
funcional, especifico, seletivo para a Ang-(1-7). O receptor Mas possui sete
dominios transmembrana e é acoplado a proteina G (GPCR) (Santos et al.,
2003). Este receptor € altamente expresso nos testiculos e cérebro (Metzger et
al., 1995; Walther et al., 2000). Santos e cols. em 2003 fizeram uma ampla
caracterizacdo do receptor Mas e demonstraram que: (1) ha um Unico sitio
especifico de ligacdo para Ang (1-7) e estudos com o0 antagonista seletivo
deste heptapeptideo, A-779, indicaram a existéncia de um receptor especifico
da Ang- (1-7), (2) a delecéo genética deste receptor aboliu a ligacdo da Ang-(1-
7) em rins de camundongos, (3) camundongos deficientes para o receptor Mas
perderam completamente a acdo antidiurética induzida pela Ang-(1-7) apos
uma sobrecarga aguda de agua, (4) a Ang-(1-7) interage com o receptor Mas
em células transfectadas promovendo liberacdo de acido araquidénico e (5)
animais deficientes para receptor Mas tem o relaxamento vascular na aorta
induzida pela Ang-(1-7) abolido. Estudos indicam que varios efeitos
cardiovasculares da Ang-(1-7) podem ser completamente abolidos pelo
antagonista seletivo do receptor Mas, A-779, sugerindo um papel importante do
eixo Ang-(1-7)-Mas no sistema cardiovascular (Santos et al., 2000, 2003,

2005).
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Figura 2: Visdo atualizada simplificada e do sistema renina-angiotensina. ACE
indica a enzima conversora da angiotensina; AMP, aminopeptidase; Ang,
angiotensina; AT1, o de receptor de angiotensina tipo 1; AT2, receptor de
angiotensina tipo 2; D-Amp, dipeptidilaminopeptidase I-lll; IRAP, aminopeptidase
regulada pela insulina; Mas, receptor Mas; MrgD receptor relacionado ao Mas, do tipo
D acoplado a proteina G; NEP, endopeptidase neutra; PCP, carboxipeptidase prolilo; e
PEP, prolyl endopeptidase. (Santos, 2014).

1.3 Angiotensina-(1-9)

Antes mesmo da descoberta da ECA2, em 1985 Snyder & Wintroub
descreveram a ang-(1-9) como angiotensina | Des-leu®, um peptideo formado
nas plaquetas via carboxipeptidase, oriunda da acdo des-leu de um tipo
especifico de plaqueta que ainda nao havia sido identificada (Snyder et al.,
1985). J4 em 1986 Snyder & Wintroub propuseram a Angiotensina | Des-leu®
como um componente contra regulatorio da Ang I, agindo como antagonista da
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ECA, e compara a magnitude de seus efeitos vasoativos aos da bradicinina
(Snyder and Wintroub, 1986). Em 1989, John H. buscando uma forma de
quantificar concentracbes da Ang-(1-9), registra pela primeira vez através de
radioimunoensaio a presenca de ang-(1-9) no plasma de ratos, atribuindo sua
formacao a uma acao de carboxpeptidase (Johnson et al., 1989).

A Ang-(1-9) € um nonapeptideo formado a partir da conversédo da Ang |
através de peptidases, incluindo a carboxipeptidase A (CxA), catepsina A (CpA)
e ECA2 (Ocaranza et al., 2014a) (Fig. 2). Além desta bioconversdo, a ECA 2
degrada Ang Il em Ang- (1-7), prevenindo desta forma, o acimulo de Ang Il
enquanto favorece a formagédo de Ang-(1-7) (Donoghue et al., 2000; Ye et al.,
2004). Apesar da Ang (1-9) ter uma afinidade, aproximadamente, 100 vezes
menor do que Ang Il para o receptor AT,, esta atividade mostrou-se importante
com os atuais modelos de sinalizagdo farmacoldgica de receptores acoplados a
proteina G (Ocaranza and Jalil, 2012).

Estudos recentes sugerem que a Ang-(1-9) atua via receptores AT2,
desempenhando importante papel no sistema cardiovascular, como:
vasodilatacdo, acao anti-hipertréfica em cardiomiocitos, acdo anti-hipertensiva
e anti-proliferativa (Flores-Mufioz et al., 2011, 2012; Flores-Munoz et al., 2012;
Ocaranza and Jalil, 2012; Ocaranza et al., 2014a, 2014b). Contudo a
ferramenta farmacoldgica que vem sendo utilizada para avaliar a interacéo
Ang-(1-9)/AT,, € o antagonista do receptor AT,, PD123319, o qual
recentemente foi demonstrado que esse antagonista pode também antagonizar
o receptor MrgD (Lautneret al., 2013). Levando-nos a hipotese de que a Ang-
(1-9), pode desencadear suas a¢fes por meio de um receptor diferente do que
vem sendo descrito na literatura.

11



Introducéo

Tanto o receptor AT,, quanto o receptor Mas, e 0 mais recentemente
descrito o MrgD, parecem ter efeitos similares contra-regulando e/ou
modulando os efeitos induzidos pela interacdo da Ang Il com receptor AT1 no
sistema cardiovascular (Lautner et al., 2013). Sendo assim, possiveis

candidatos a receptores do peptideo Ang-(1-9).
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Obijetivos

2.10bjetivo geral:

Avaliar a participacdo dos receptores AT, Mas e MrgD; nos efeitos

cardiovasculares da angiotensina-(1-9).

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Avaliar os mecanismos envolvidos na vasodilatagdo induzida pela Ang-

(1-9) em anéis de aorta de ratos e camundongos.

2.2.2 Avaliar os efeitos do peptideo Ang-(1-9) sobre os niveis pressoricos e

frequéncia cardiaca em ratos espontaneamente hipertensos acordados.

2.2.3 Avaliar os efeitos do peptideo Ang-(1-9) nos receptores Mas, AT,, MrgD.

14
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Materiais e Métodos

3.1 Animais Experimentais

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados camundongos
machos FVBN/WT (tipo selvagem). FVBN com delecdo genética do receptor
Mas (Mas Ko) e Camundongos FVBN com delecdo genética do receptor AT,
(AT, Ko); com idade entre 10 a 12 semanas.

Também  utilizamos Ratos Sprague-Dawley (SD) e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR-SP), machos com peso entre 250-300
gramas.

Os animais foram provenientes do Biotério de Animais Transgénicos do
Laboratério de hipertensao do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de

Etica em Experimentacédo Animal - UFMG

3.2 Montagem e preparacao dos vasos

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, subsequente retirada
de um seguimento da artéria aorta descendente toracica de 2 a 3 cm isolada,
dissecada de tecidos conjuntivos e gorduras e retirados anéis de 3 mm de
comprimento. Os anéis foram montados entre duas hastes de metal inseridas
no limen da artéria para produzir tensdo. Uma das hastes conecta-se a um
suporte fixo ajustavel e a outra a um transdutor para registro de forca. A tensao
isométrica foi registrada através de transdutor acoplado a um sistema
computadorizado. O sistema foi montado em cuba para 6rgéo isolado contendo
10 mL de solucéo fisiologica de Krebs, com a seguinte composicdo (em

mmol/L): NaCl 135,0; KCI 5,0; KH,PO,4 1,17; CaCl, 2,5; MgSO4 1,4; NaHCO3
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20; glicose 11,0; em pH 7,4 sob gaseificacdo com mistura carbogénica (95% O,
e 5% CO.,), e temperatura controlada a 37°C. As preparacdes permaneceram
em repouso por 60 minutos, sob tensdo basal constante de 0,5 g em
camundongos e 1g pra ratos, durante este periodo foram lavadas com a
solucéo de Krebs em intervalos de 15 minutos.

Apbs o periodo de estabilizacdo, a viabilidade da preparacao foi testada
utilizando fenilefrina (Phe) (100 nmol/L) e a integridade do endotélio foi
verificada com a administragcéo de acetilcolina (ACh - 1umol/L). De acordo com
0 protocolo experimental, o endotélio foi preservado. Averificacdo da presenca
do endotélio foi demonstrada pelo relaxamento a acetilcolina em anéis de aorta
pré-contraidos com fenilefrina. As preparacdes com endotélio vascular s6
foram utilizadas quando apresentaram no minimo 80% de relaxamento para
acetilcolina.

As repostas foram registradas usando-se transdutores de tensao
isométrica (ADlinstruments, PtylLtd. Bela Vista,Australia) conectados a um
amplificador (QUAD Bridge, PtyLtd. Bela Vista, Australia). O programa Power

Lab verséo 7.1 foi utilizado para aquisicdo dos dados.
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Figura 3: Esquema representativo da conexdo dos vasos as hastes metdlicas e

sistema de aquisicado de dados da reatividade vascular de vasos isolados.

3.3 Protocolos experimentais:

Avaliacdo da participacdo da Ang-(1-9) na resposta relaxante na artéria aorta.

Objetivo: Verificar se a Ang-(1-9) induz vasodilatagdo em anéis de
aortas de camundongos wild type e ratos SD.

Foram construidas curvas cumulativas concentragdo-resposta para
Ang-(1-9) em preparacdes com endotélio vascular, previamente pré-contraidas

com Phe.

Avaliacdo da participacdo do receptor Mas e MrgD na vasodilatacdo induzida

pela Ang-(1-9) na artéria aorta.

Objetivo: Verificar se o relaxamento vascular induzido pela Ang-(1-9) &

dependente do receptor Mas.
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Foram realizadas curvas cumulativas concentracao-resposta para Ang-
(1-9) em anéis de aorta de camundongos nocaute para receptor Mas, e de
ratos SD utilizando os inibidores do receptor Mas, A-779 e D-Pro7 (10umol/L)

que age também inibindo MrgD.

Avaliacdo da participacédo do receptor AT, na vasodilatacdo induzida pela Ang-

(1-9) na artéria aorta.

Objetivo: Verificar se o relaxamento vascular induzido pela Ang-(1-9) é
dependente do receptor AT,.

Foram realizadas curvas cumulativas concentragao-resposta para Ang-
(1-9) em anéis de aorta de camundongos nocaute para receptor AT,, e de ratos

SD, utilizando o inibidor do receptor AT2, PD123319 (10pumol/L).

Avaliacdo da interacdo entre os receptores Mas,AT, MrgD na vasodilatacdo

induzida pela Ang-(1-9) na artéria aorta.

Objetivo: verificar se a resposta vascular desencadeada pela Ang-(1-9)
depende dos receptores Mas, AT, e MrgD.

Foram realizadas curvas cumulativas concentragéo-resposta para Ang-

(1-9) em anéis de aorta de ratos SD com endotélio vascular preservado,

utilizando em conjunto os inibidores D-Pro7 (10umol/L) para os receptores Mas

e MrgD, e PD123319 (10umol/L) como inibidor de AT, e MrgD.

3.4 Avaliagcdo da liberacdo de oxido nitrico (NO) em células CHO

transfectadas de forma estavel.
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Células de ovario de Hamster chinés (CHO) que expressam
estavelmente o receptores Mas, AT, ou MrgD foram obtidas usando o método
de transfeccdo estavel por selecdo via resisténcia a neomicina (Sambrook &
Russell). As células foram cultivadas em meio D-MEM-F12 e cresceram em
laminulas de vidro até 80-90% de confluéncia. Para a quantificacdo da
liberacdo de éxido nitrico (NO), foi usado o reagente 4-amino-5-metilamino-2,7-
diacetato dedifluorofluorescein (DAF-FM). O DAF-FM, apds reagir com o NO,
forma um benzotriazol fluorescente com excitagdo/emissdo maxima de
495/515nm. Imagens fluorescentes foram obtidas utilizando um microscopio
confocal, laser Zeiss LSM 510 META com frequéncia de excitacdo de 488 nm,
utilizando o laser de ionargon (lente da objectiva de imersdo em 6leo: x63). O
nivel de fluorescéncia emitido pela célula foi avaliado através do programa

ImageJ (Image Processingand Analysis in Java; NIH-USA).

3.5 Canulacédo de veias e artérias.

Os ratos SHR-SP foram anestesiados com tribromoetanol 2,5%, via
intraperitoneal (1mL/100g). Para a canulacdo da artéria femoral, utilizamos
canulas confeccionadas a partir da conexao de 15 cm de polietileno PE50 a 4
cm de polietileno PE10, preenchida com solucédo fisiolégica (NaCl 0,9%) e
heparina (100 U.l/ 0,1mL).

Apo6s o posicionamento do animal em decubito dorsal sobre a mesa
cirdrgica, realizamos a tricotomia da regido inguinal direita do animal. Uma
pequena incisdo na pele foi realizada, o feixe vasculo-nervoso femoral

localizado e a artéria femoral cuidadosamente isolada. A canula foi introduzida
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na aorta abdominal através da artéria femoral, sendo utilizada para obtencao
do registro dos parametros cardiovasculares. Uma segunda canula,
confeccionada a partir da conexdo de 15 cm de polietileno PE50 a 2 cm de
polietileno PE10, preenchida com solucdo fisiolégica (NaCl 0.9%), foi
introduzida na veia femoral para a administracdo de Ang-(1-9). Em outro
experimento a segunda céanula foi confeccionada a partir da conexédo de 7 cm
de PE50 e 2cm de PE10, preenchida com solucao fisiolégica (NaCl 0.9%), foi
introduzida na artéria carotida para administracdo de Ang-(1-9). Apds a
canulacdo, as canulas foram fixadas e exteriorizadas subcutaneamente, em
direcdo ao dorso do animal, na regido cervical. As incisdes foram suturadas
cuidadosamente, ao final de cada cirurgia, entdo realizamos a injecéo
intramuscular do antiinflamatério e analgésico veterinario Flunixin Meglumine
(Banamine Schering-Plough, 1,0 mg/ Kg). Os animais colocados em caixas

individuais, com livre acesso a agua e racao.

Figura 4: Passos da cirurgia de implante das canulas em artérias e veia femorais.

3.6 Registro das variaveis cardiovasculares em animais conscientes.
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Vinte e quatro horas apds o procedimento de implantagdo das canulas
foi realizado o registro da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) nos animais acordados. A presséo arterial pulsatil (PAP) foi registrada por
um sinal enviado a um transdutor conectado a cénula inserida na aorta
abdominal pela artéria femoral, através do sistema de aquisicdo de dados
(Biopac System, modelo MP150). As oscilagbes de pressdo captadas sé&o
amplificadas e convertidas através de placa de conversao analdgico/digital em
sinais que alimentam a placa de aquisicdo de dados. Através do software de
leitura da placa, Acgknowledgev.3.5.7 (Biopac System), a PAP foi registrada
continuamente com uma frequéncia de amostragem de 2000-4000 Hz. Os
valores de PAM e FC foram calculados a partir de pulsos de PA e registrados
pelo sistema.

Fig 5: Registro das variaveis cardiovasculares em animais conscientes
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Assim, no momento do experimento, a canula arterial foi conectada ao

transdutor de presséo para inicio do registro. Apds o periodo de uma hora de
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, doses crescentes de Ang-(1-9)
(2,5; 5,0; 7,5 nmol), ou salina foraminjetadas por via intravenosa ou pela artéria
carétida. Apds a injecdo de cada dose do peptideo ou salina, os parametros
cardiovasculares foram monitorados por 20, seguida de doses maiores até

atingir 7,5nmol .

3.7 Analise estatistica

As diferencgas entre as médias foram analisadas utilizando-se analise de
variancia ANOVA ou t teste. As analises estatisticas foram realizadas pelo
programa GraphPadPrism (GraphPad Software Corporation, verséo
5.00,2007). Os resultados serdo considerados estatisticamente diferentes

guando p< 0.05.

23



V. RESULTADOS



Resultados

4.1 Efeito do peptideo Angiotensina - (1-9) em aorta isolada de
camundongos FVB/N WT e Knockout para o receptor MAS ou para o

receptor AT,.

4.1.1 Acdo do peptideo Angiotensina — (1-9) em aorta isolada de
camundongos FVB/N WT.

A Figura 6 mostra o efeito relaxante concentracdo-dependente induzida
pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N WT

contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina (Phe).

% Relaxamento
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351 - Ang-(1-9) n=7

40
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Log [Ang-(1-9)] (mol/L)

Figura 6: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de
camundongos FVB/N WT. *p<0,05 (T test).
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4.1.2 Avaliacdo do receptor Mas na Resposta Relaxante induzida pelo

peptideo Ang-(1-9) em aorta de camundongos FVB/N Mas Knockout.

A Figura 2 (A e B) mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em
anéis de aorta de camundongos contendo endotélio funcional, pré-contraidos
com Fenilefrina (Phe). Na Figura (A) € avaliadoo efeito relaxante do peptideo
em anéis de aorta de camundongos FVB/N com delecdo genética do receptor
Mas.Na Figura (B) comparamos a acédo da Ang-(1-9) em camundongos com e
sem a delecdo genética do receptor Mas, sendo que o grupo Knockout

apresentou um relaxamento mais ténue, mas nao aboliu o afeito do peptideo.

(A) (B)
-5 -5
0
* 5
o s 10
c c
[} [J]
= % 154
5 5
‘© 20 o 204
a4 o
X X
< 25— 254
30+ 304
-O- Salina n=6 ,
@ Mas ™ n=6
35 -@ Ang-(1-9) n=6 31 -0 Mas™ n=7
40 T T T T T 40 T T T T T
N 2 2 A © NS 2 2 A ©
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Figura 7: Efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos
FVB/N Knockout pro receptor Mas (A). *p<0,05 (T test). Efeito induzido pelo peptideo
Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N Mas Knockout (Mas-/-) e FVB/N
wildtype (Mas +/+) pro receptor Mas. (B) (T test).
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4.1.3 Avaliacdo do receptor AT, na Resposta Relaxante induzida pelo

peptideo Ang-(1-9) em aorta de camundongos FVB/N AT, Knockout.

A Figura 8 (A e B) mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em
anéis de aorta de camundongos contendo endotélio funcional, pré-contraidos
com Fenilefrina (Phe)

Na Figura (A) é avaliado o efeito relaxante do peptideo em anéis de
aorta de camundongos FVB/N com delecéo genética do receptor AT».

Na Figura (B) comparamos a acao da Ang-(1-9) em camundongos com e
sem a delecdo genética do receptor AT,, sendo que nao houve diferenca entre
0S grupos. Sugerindo que a acdo do peptideo ocorre independente da

presenca do receptor AT,
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Figura 8: Efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos
FVB/N Knockout pro receptor AT, (A). *p<0,05 (T test). Efeito induzido pelo peptideo
Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N Mas Knockout (AT, -/-) e FVB/N
wildtype (AT, +/+) pro receptor Mas (B). (T test).
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4.2. Efeitos do peptideo Angiotensina — (1-9) em aorta isolada de ratos
Sprague-Dawley com e sem antagonismo farmacoldgico dos receptores

Mas, AT, e Mrgd.

4.2.1 Acédo do peptideo Angiotensina — (1-9) em aorta isolada de ratos
Sprague-Dawley.

A Figura 8 mostra o efeito relaxante concentracdo-dependente induzido
pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos Sprague-Dawley contendo
endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina (phe). Demonstrando que a

Ang-(1-9) apresenta efeito vasodilatador também em ratos.
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Figura 9: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos
Sprague-Dawley. *p<0,05 (T test).
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4.2.2 Efeito do bloqueio do receptor Mas pelo antagonista A-779, sobre a
resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aorta de ratos

Sprague-Dawley.

A Figura 10 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis
de aorta de ratos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina
(phe).

O bloqueio farmacolégico com o antagonista do receptor Mas, A-779

(10pmol/L), ndo bloqueia o efeito vascular induzido pela Ang-(1-9).
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Figura 10: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos
Sprague-Dawley na presenca de A-779 (10umol/L).
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4.2.3 Efeito do bloqueio do receptor Mas e MrgD pelo antagonista D-Pro7,
sobre a resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aorta de

ratos Sprague-Dawley.

A Figura 11 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis
de aorta de ratos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina
(phe).

O Blogueio farmacolégico com o antagonista dos receptores Mas e
MrgD, o D-Pro7 (10umol/L), n&o atenuou o efeito vascular induzido pela Ang-(1-

9).
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Figura 11: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos
Sprague-Dawley na presenca de D-Pro7 (10pmol/L).
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4.2.4 Efeito do bloqueio do receptor AT, pelo antagonista PD123319,
sobre a resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aorta de

ratos Sprague-Dawley.

A Figura 12 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis

de aorta de ratos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina

(phe).

O bloqueio farmacol6gico com o antagonista do receptor AT,, PD123319

(10umol/L), ndo atenuou o efeito vascular induzido pela Ang-(1-9).
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Figura 12: Efeito induzido pelo peptideo Angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos
Sprague-Dawleyna presenca de PD123319 (10umol/L).
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4.2.5 Efeito do bloqueio dos receptores Mas, AT, e MrgD pelos
antagonistasD-Pro7 e PD123139, sobre a resposta relaxante induzida pelo

peptideo Ang-(1-9) em aorta de ratos Sprague-Dawley.

A Figura 9 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de
aorta de ratos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina
(Phe).

O Bloqueio farmacolégico com os antagonistas dos receptores Mas, AT2

e MrgD. Nao bloqueia os efeitos vasculares induzidos pela Ang-(1-9).
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Figura 13: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos
Sprague-Dawley na presenca de A-779 e D-Pro7 (ambos 10pmol/L).
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4.3 Analise da Liberacdo de Oxido Nitrico em células CHO
transfectadas

MensuracGes de NO foram realizadas através do método, 4-amino-5-
metilamino-2, 7-diacetato de difluorofluorescein (DAF-FM). A Ang-(1-9)
(0,01umol) ndo estimulou a liberacdo de NO em células CHO que expressam
estavelmente o receptor MrgD quando comparado com o controle positvo, no
qual as células foram incubadas com veiculo, enquanto que o controle positivo
via Alamandina como esperado apresentou liberacdo de NO. A Ang-(1-9) nao
estimulou a liberacdo de NO em células CHO que expressam estavelmente o
receptor AT, ,quando comparado ao grupo controle, no qual as células foram
incubadas com veiculo, ja o controle positivo assim como esperado apresentou
liberacdo de NO via composto 21 (C21). Em celular CHO transfectadas com
receptor Mas também ndao foi observado liberacdo de NO via Ang-(1-9) quando

comprado com seu controle positivo, a Ang-(1-7).
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CHO MrgD
Ang-(1-9) |

CHO AT,

CHO Mas

Ang-(1-7)

Figura 14: Representacdo da fluorescéncia relativa em microscopia com focal usando DAF-FM em células CHO-MrgD incubadas com Ang-(1-
9) (0,01 umol) ou Alamandina (0,01 umol). Células CHO-AT, incubadas com Ang-(1-9) (0,01 umol) ou C21 (0,01 umol). Células CHO-Mas

incubadas com Ang-(1-9) (0,01 umol) ou Ang-(1-7)(0,01 umol).
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4.4 Efeito da administracdo de doses crescentes do peptideo
angiotensina-(1-9) via artéria aorta descendente, sobre o0s niveis
pressoricos de ratos espontaneamente hipertensos apés 20 min de cada

dose.

A injecdo em bolos de angiotensina-(1-9) em ratos espontaneamente
hipertensos conscientes ndo produziu efeitos significativos da pressao arterial

meédia (PAM).

PAM

o

£ 25

g -@- Angiotensina- (1-9) n=5
154

< -O- Salina n=5

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
Ang-(1-9) [nmol]

Figura 15: Media da variagdo da PAM de ratos SHR-SP conscientes apds 20min da

injecdo em bolos de doses crescentes angiotensina-(1-9) ou salina.
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45 Efeito da administracdo do peptideo angiotensina-(1-9) e
angiotensina-(1-7) via veia femoral, sobre os niveis pressoricos e

frequéncia cardiaca de ratos espontaneamente hipertensos apos 6 hrs.

A injecdo em bolos de angiotensina-(1-9) ou angiotensina-(1-7) em ratos
espontaneamente hipertensos conscientes produziu uma diminuicdo
significativa da presséo arterial média (PAM) Fig 16. Em relacédo a frequéncia
cardiaca, os grupos que foram tratados com peptideo apresentaram reducao

da variacdo da FC. Fig 17

‘25' * #

< _10- * [ salina n=6
@l Angiotensina-(1-9) [2,5nmol/kg] n=6
IR Angiotensina-(1-7) [2,5nmol/kg] n=6

& ,\/9\ \/{\\
AN
ey Q@'\ (\05\
v v
Figura 16: Variacdo da PAM de ratos SHR-SP conscientes apds 6 horas da inje¢do em bolos
de angiotensina-(1-9), angiotensina-(1-7) ou salina. *p<0,05 vs Salina; #p<0,05 vs SHR-SP+
Ang-(1-9) (One-way ANOVA).
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Figura 17: Média da variacdo da FC (bpm) de ratos SHR-SP conscientes apés 6
horas da injecdo em bolos de angiotensina-(1-9), angiotensina-(1-7) ou salina. *p<0,05
vs Salina (One-way ANOVA).

4.6 Efeito da administracdo de angiotensina-(1-9) e angiotensina-(1-7)
sobre o0s niveis presséricos e frequéncia cardiaca de ratos

espontaneamente hipertensos 3 hrs apés a injecéo in bolos.

A injecdo em bolos de angiotensina-(1-9) ou angiotensina-(1-7) em ratos
espontaneamente hipertensos conscientes produziu uma diminuicdo
significativa da presséao arterial média (PAM) (Fig 18). Em relacéo a frequéncia
cardiaca, os grupos que foram tratados com peptideo apresentaram reducao

da variacdo da FC (Fig 19).
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Figura 18: Média da variagcdo da PAM de ratos SHR-SP conscientes apos 3 horas da
injecdo em bolos de angiotensina-(1-9), angiotensina-(1-7) ou salina. *p<0,05 vs
Salina; #p<0,05 vs Ang-(1-9) (One-way ANOVA).

20+ * C3 Salina n=6
10- El Angiotensina-(1-9) [2,5nmol/kg] n=6
IR Ang-(1-7) [2,5nmol/kg] n=6

Figura 19. Média da variacdo da FC de ratos SHR-SP conscientes apos 3 horas da
injecdo em bolos de angiotensina-(1-9), angiotensina-(1-7) ou salina. *p<0,05 vs Salina
(One-way ANOVA).
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Neste trabalho descrevemos acdes cardiovasculares da angiotensina-(1-
9), um peptideo biologicamente ativo do SRA, formado a partir do
decapeptideo Ang |, através de peptidases, incluindo a carboxipeptidase A
(CxA), catepsina A (CpA) e ECA2, (Ocaranza et al., 2014a). Esse peptideo
possui nove residuos de aminoacidos e tem como importante caracteristica sua
atividade vasodilatadora e anti-hipertréfica. (Ocaranza et al.,, 2014a).
Diferentemente do que vem sendo mostrado na literatura, os resultados deste
estudo sugerem que parte dos efeitos cardiovasculares induzidos pela Ang-(1-
9) sdo independentes dos receptores angiotensinérgicos AT2, Mas e MrgD.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para uma melhor
compreensao do mecanismo de acdo da angiotensina-(1-9). Por outro lado,
nosso estudo é contrario a alguns trabalhos que atribuem suas acles
exclusivamente via receptor AT, (Flores-Muioz et al., 2011, 2012; Ocaranza
and Jalil, 2012; Ocaranza et al., 2014b).

Recentemente nosso grupo de pesquisa publicou um trabalho na
Circulation Research mostrando que o PD123319, extensamente utilizado
como antagonista seletivo do receptor AT2, ndo é totalmente seletivo para esse
receptor, podendo, por exemplo, interagir com o receptor MrgD (Lautner et al.,
2013). Esses resultados nos levaram a investigar a participacdo de outros
receptores na modulacdo dos efeitos biolégicos induzidos pela Ang-(1-9).
Sendo assim, foi investigada a participacdo dos receptores angiotensinérgicos
Mas e MrgD que, similarmente ao receptor AT,, quando ativados apresentam
efeitos benéficos no sistema cardiovascular, como vasodilatacdo, efeitos anti-

hipertréficos, anti-fibroticos, e anti-arritmogénicos, sendo portanto possiveis

40



Discussao

candidatos a receptor da Ang-(1-9) (Carey et al.,, 2001; Ferreira and Santos,
2005; Lautner et al., 2013).

Em 2012, Flores-Mufioz et al, através de experimentos utilizando a
técnica de reatividade vascular em anéis de aorta de ratos SHR-SP,
demonstrou o efeito da Ang-(1-9) sobre a biodisponibilidade de NO. Foram
realizadas curvas cumulativas concentracao resposta com fenilefrina (agonista
al adrenérgico) e, interessantemente, o grupo de animais previamente
tratados com Ang-(1-9) apresentou uma atenuacdo da vasocontricdo. (Flores-
Munoz et al., 2012). Mais recentemente, Ocaranza et al (2014), observaram
uma resposta vasodilatadora em outro experimento de reatividade vascular,
através de curvas cumulativas concentracdo resposta com Ang-(1-9), em anéis
de ratos SD pré contraidos com epinefrina (Ocaranza et al., 2014b).

Esses resultados vem de encontro com nosso trabalho, que também
utiizando a metodologia de reatividade vascular, mostrou que a Ang-(1-9)
promove efeito vasodilatador de forma concentracdo dependente em anéis de
aorta de camundongos e ratos.

A vasodilatacdo induzida pela Ang-(1-9) € endotélio dependente. No
protocolo experimental em que os anéis de aorta foram previamente tratados
com o L-NAME ou tiveram seu endotélio mecanicamente removido, a Ang-(1-9)
teve seu efeito abolido, sugerindo importante participacdo do NO como
resposta ao estimulo do peptideo (Flores-Munoz et al., 2012; Ocaranza et al.,
2014b).

Com o intuito de verificar a participacao do receptor Mas no relaxamento
vascular induzido pela Ang-(1-9), realizamos o antagonismo farmacologico

desse receptor utilizando o D-Ala’-Ang-(1-7) (A-779) (Santos et al., 1994).
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Observamos atenuacéo parcial do relaxamento vascular induzido pela Ang-(1-
9) quando os anéis de aorta foram pré-incubados com o A-779, a principio
sugerindo a participacdo do receptor Mas no efeito vascular da Ang-(1-9). Em
contrapatida, em experimento semelhante feito por Ocaranza et al (2014), o A-
779 ndo alterou a resposta induzida pelo peptideo. Deve-se ressaltar que
esses autores, utilizaram concentracdes mais baixas de A-779, o que pode
explicar essas observacdes.

Em seguida, foi testado o protocolo experimental com D-Pro’-Ang-(1-7),
antagonista dos receptores Mas e MrgD (Lautner et al., 2013). De forma
interessante, ndo foi observada nenhuma alteracdo no efeito da Ang-(1-9),
diferente do que foi observado com a atenuacao da vasodilatacdo induzida pelo
antagonismo especifico do receptor Mas.

De forma surpreendente, ao avaliar a participacdo do receptor AT, na
vasodilatacao induzida pela Ang-(1-9) utilizando o PD123319 que é comumente
utilizado como antagonista seletivo desse receptor (Flores-Muiioz et al., 2011;
McKinney et al., 2014; Ocaranza et al.,, 2014b) foi observado que esse
composto nao foi capaz de bloquear o efeito vasodilatador da Ang-(1-9). Sendo
assim, esse resultado reforca o trabalho anterior do nosso grupo, sugerindo
que o PD123319 nédo é antagonista seletivo para o receptor AT, (Lautner et al.,
2013), Porém, é contrario a outros dois trabalhos, nos quais o PD123319
reverteu a resposta induzida pela Ang-(1-9) em experimento de reatividade
vascular (Flores-Munoz et al., 2012; Ocaranza et al., 2014b).

Com o intuito de confirmar os resultados anteriores foi realizado um
protocolo experimental para avaliar a participacdo dos receptores AT,, Mas e

MrgD nos efeitos da Ang-(1-9), e surpreendentemente, considerando os dados
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existentes na literatura atual, observamos que a associacdo dos antagonistas
D-Pro’-Ang-(1-7) e PD123319 resultou em modesta atenuacdo da
vasodilatacdo em anéis de aorta de ratos (Fig. 13).

Com objetivo de ratificar os resultados anteriores de antagonismo
farmacoldgico, foram realizados experimentos utilizando  animais
geneticamente  modificados, com delecdo genética de receptores
angiotensinérgicos. Interessantemente, o efeito vasodilatador induzido pela
Ang-(1-9) foi significativamente reduzido nos anéis de aorta provenientes dos
animais com delecdo genética do receptor Mas, sugerindo mais uma vez a
possivel participacdo do receptor Mas nos efeitos vasculares induzidos pela
Ang-(1-9) (Fig. 7b). Em contrapartida, em anéis de aorta de animais com
delecdo genética do receptor AT, ndo houve inibicdo do efeito da Ang-(1-9), o
que confirmou nossos dados com PD123319 e nos leva a sugerir que o
receptor AT, ndo participa da vasodilatacdo promovida pela Ang-(1-9) (Fig. 8).
Esta observacao foi, de forma mais direta, reiterada no ensaio em células CHO
gue expressam por transfeccao estavel o receptor AT,. Observamos através de
microscopia confocal, que ndo houve liberacdo de NO, apés o tratamento com
Ang-(1-9) (Fig. 14). O mesmo ocorreu em células que expressam o MrgD e
também em células que expressam o receptor Mas, ambas de forma estavel.
Esses achados corroboram as observacdes feitas nos ensaios de reatividade
vascular.

Existem poucos dados na literatura acerca dos possiveis efeitos anti-
hipertensivos do peptideo Ang-(1-9) (Flores-Munoz et al., 2012; Ocaranza et
al., 2014b). Na verdade apenas dois estudos avaliaram o efeito desse peptideo

na pressao arterial de animais hipertensos, sendo que o primeiro ndo detectou
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efeitos importantes na PA de ratos SHR-SP (Flores-Munoz et al., 2012). J&
Ocaranza et al. (2014) utilizando os modelos de hipertenséo renovascular e o
induzido por Ang I, em ratos SD, obteve resultados significativos do controle
da PA utilizando Ang-(1-9). Nesse mesmo estudo, 0os autores descreveram que
o efeito anti-hipertensivo foi abolido em animais tratados com PD123319 em
ambos os modelos experimentais. Em contrapartida, no grupo dos animais
tratados com Ang-(1-9) associado ao A-779 nao foram observadas diferencas
significativas quando comparado com o grupo tratado apenas com Ang-(1-9). E
importante ressaltar que estes dados foram obtidos por meio de pletismografia
de cauda, uma metodologia ndo invasiva de medida indireta da PA (Ocaranza
et al., 2014b).

Considerando que a Ang-(1-9) apresenta efeito vasodilatador tanto em
ratos, como em camundongos em estudo ex-vivo, decidimos reavaliar sua acéo
vasodilatadora e anti-hipertensiva em ratos. Para isso, primeiramente testamos
o efeito vasodilatador agudo do peptideo. Foram feitas injec6es com doses
crescentes in bolus de Ang-(1-9) via artéria aorta descendente em ratos SHR-
SP, sendo que para cada dose os efeitos foram avaliados por 20 min. Os
resultados mostraram que ndo houve efeitos pressoéricos significativos. Porém,
em outro experimento com o mesmo modelo animal, injetamos via veia femoral
in bolus Ang-(1-9) (2,5 nmol/kg) e avaliamos os parametros cardiovasculares
por 6 horas. Observamos que houve diminuicao significativa da pressao arterial
meédia, sendo que os efeitos hemodinamicos do peptideo sobre a PAM iniciam-
se apos 3 horas e permaneceram até o final do registro. Ndo observamos
diferencas significativas na frequéncia cardiaca dos animais apés a injecéo de

Ang-(1-9) quando comparado com veiculo. O mesmo também foi observado
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com nosso controle positivo, Ang-(1-7), sendo que este ja possui importantes
evidencias mostrando seus efeitos anti-hipertensivos (Guimaraes et al., 2012;
lyer et al., 2000; Santos, 2014).

Em outro experimento, ainda em andamento em nosso laboratorio,
estamos avaliando o efeito da Ang-(1-9) em camundongos FVB/N-WT, no qual
induzimos a hipertensao pela infusédo cronica subcutanea de Ang Il durante 28
dias, sendo que no 14° dia a partir do inicio da infusdo de Ang Il, implantamos
em um grupo bombas osméticas com Ang-(1-9). Nossos resultados
preliminares vao de encontro com o0s obtidos em experimento descrito
anteriormente, sugerindo acdo anti-hipertensiva da Ang-(1-9) ministrada de
forma cronica.

Levando em consideracdo o eixo contra regulatorio do SRA sabemos
que a Ang-(1-7) pode ser formada por meio da acdo da ECA, e como em
Nossos experimentos in vivo ndo utilizamos antagonistas de Mas, devemos
considerar também a possibilidade do efeito anti-hipertensivo ser devido a
degradacdo da Ang-(1-9) em Ang-(1-7) por via de alguma peptidase como por
exemplo a ECA (Fig 17 e 18) (Keidar et al., 2007; Ocaranza et al., 2014a;

Santos, 2014).
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Fig 2: Cascata simplificada de formacdo da Ang- (1-9). Cascata simplificada de
formacédo da Ang- (1-9). A seta continua indica a formagédo da Ang- (1-9) a partir da
Ang | via CxA, CPA ou através da atividade ECA2. A seta tracejada indica
degradacéo, conversao de Ang- (1 9) em Ang- (2-9) pela APA ou em Ang- (1-7) pela
ACE, NEP, POP ou TOP.

Sumarizando, os resultados obtidos neste estudo confirmam, reforcam e
estendem as evidéncias de acdo da Ang-(1-9) no sistema cardiovascular.
Porém, diferente do que vem sendo descrito na literatura, mostramos atraves
de métodos ex vivo e in vitro que esse peptideo ndo induz seus efeitos
bioldgicos por interagir com o receptor AT,. Além disso, também por meio

desses experimentos excluimos sua acgéo via 0s outros dois receptores com
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mecanismo de acdo cardiovascular similar, Mas e MrgD. Sendo assim
podemos sugerir que a Ang-(1-9) realiza suas acdes através de outro receptor,
ainda nao identificado, que em algumas situacdes pode ser sensivel ao

bloqueio pelo PD12319.
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