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RESUMO

Tradicionalmente, o Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é considerado um
sistema endocrino formado por reacbes enzimaticas que exerce um papel
importante no controle da funcdo cardiovascular. Novos componentes como,
por exemplo, a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], vém sendo descobertos e
adicionados a este sistema. A enzima conversora de Angiotensina (ECA) 2 é a
principal enzima formadora de Ang-(1-7) e é importante na manutencdo do
equilibrio do SRA. Estudos prévios demonstraram que a ativacdo da ECA2
enddgena, usando o composto XNT, resulta em varios efeitos benéficos no
sistema cardiovascular. Recentemente, foi descrito um segundo ativador da
ECA2, o aceturato de diminazeno (DIZE), que possui propriedades fisico-
guimicas mais favoraveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
do DIZE na pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos, além de
analisar os mecanismos de acdo deste composto nas alteracbes destes
parametros. Também foram analisados os efeitos do DIZE nas arteriolas no
leito vascular mesentérico através da técnica de Microscopia Intravital. Ratos
Wistar machos (200-300g) foram submetidos a cirurgias de implantacdo de
canulas na artéria femoral para o registro da PA e FC e na veia femoral para
injecdo de doses crescentes do DIZE (0,5; 5, 10, 20 mg/kg) e de inibidores e
bloqueadores do SRA. Este experimento foi realizado em ratos acordados e
24h apls as cirurgias. Os resultados mostraram que o DIZE causa uma
reducdo na PA com consequente aumento na FC de maneira dose-
dependente. Para avaliar seus mecanismos de acdo, grupos adicionais de
ratos foram pré-tratados com o bloqueador do receptor Mas A-779 (10nmol/kg
i.v.), com o inibidor da sintese de 6xido nitrico (NO) L-NAME (10mg/kg i.v.),
com o inibidor da sintese de prostaglandinas Indometacina (10mg/kg i.v.), com
o inibidor da ECA Captopril (10mg/kg i.v.) ou com o bloqueador do receptor AT
Losartan (1mg/kg i.v.) 15 minutos antes da administracao do DIZE (5mg/kg).
Os resultados obtidos mostraram que a utilizagdo do A-779, L-NAME,
Indometacina, Captopril e Losartan antes da injecdo do DIZE néo bloqueou a
queda na PA e o aumento na FC. Finalmente, os resultados da Microscopia
Intravital revelaram que o DIZE causa uma queda no fluxo nas arteriolas no
leito vascular mesentérico sem alteracdo significativa no didmetro arteriolar.
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Assim, os resultados desse estudo indicam que o DIZE é um potente
hipotensor e que este efeito é independente dos receptores Mas e AT,, da
ECA, da liberacdo de NO e da sintese de prostaglandinas.

Palavras chave: Angiotensina-(1-7); Enzima conversora de Angiotensina 2;

Receptor Mas; Sistema Renina-Angiotensina; Aceturato de Diminazeno;
Pressao arterial.
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ABSTRACT

Traditionally, the Renin-Angiotensin System (RAS) is considered an endocrine
system formed by enzymatic pathways and it plays an important role in the
cardiovascular function. Nowadays, new components such as the heptapeptide
angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] have been added to this system. Angiotensin-
converting enzyme (ACE) 2 is the main Ang-(1-7)-forming enzyme and it is
important to maintain the balance of the RAS. Previous studies have shown that
the activation of endogenous ACE2 using the compound XNT results in several
beneficial effects in the cardiovascular system. Recently, a second ACE2
activator was described, the diminazene aceturate (DIZE), which has better
physical and chemical properties. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effects of DIZE on blood pressure (BP) and heart rate (HR) of rats
and to analyze the mechanisms of action by which this compound changes
these parameters. Also, we analyzed the effects of DIZE on arterioles from the
mesenteric vascular bed using the Intravital Microscopy technique. Male Wistar
rats (200-300g) underwent surgeries for implantation of cannulas into the
femoral artery for recording BP and HR and into the femoral vein for the
injection of increasing doses of DIZE (0.5, 5, 10, 20mg/kg) and RAS inhibitors
and blockers. This experiments were performed in awake rats 24 h after the
surgery. The results showed that DIZE causes a dose-dependent reduction in
BP accompanied by increase in HR. In order its mechanisms of action,
additional groups of rats were pre-treated with the Mas receptor antagonist A-
779 (10nmol/kg, i.v.), the nitric oxide (NO) synthase inhibitor L-NAME (10mg/kg,
i.v.), the prostaglandins inhibitor Indomethacin (10mg/kg, i.v.), the ACE inhibitor
Captopril (10mg/kg, i.v.) or the AT, receptor antagonist Losartan (1mg/kg, i.v.)
15 min before the administration of DIZE (5mg/kg). The results showed that A-
779, L-NAME, Indomethacin, Captopril and Losartan do not block the effects of
DIZE on BP and HR. Finally, the Intravital Microscopy results revealed that
DIZE causes a decrease in blood flow of arterioles of the mesenteric vascular
bed without significant changes in the arteriolar diameters. Therefore, our
results indicated that DIZE is a potent hypotensive compound and this effect is
independent of Mas and AT, receptors, ACE, NO release and prostaglandin
synthesis.
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Key words: Angiotensin-(1-7); Angiotensin-converting Enzyme 2; Mas
receptor; Renin-Angiotensin System; Diminazene Aceturate; Blood Pressure



|. INTRODUCAO

1. Sistema Renina-Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é um dos principais reguladores
da homeostase corporal, exercendo um papel importante no controle da funcéo
cardiovascular e renal (Dilauro et al. 2009; Harrison-Bernard et al. 2002; Keidar
et al. 2007; Navar et al. 2000; Santos et al. 2004). Classicamente, este sistema
é definido como uma cascata enzimética linear, onde a renina hidrolisa o
angiotensinogénio produzido no figado, formando o decapeptideo Angiotensina
I (Ang 1), que apresenta a seguinte cadeia de aminoacidos: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe-His-Leu. Através da enzima conversora de angiotensina (ECA), a
Ang | é convertida no octapeptideo Angiotensina Il (Ang Il, Asp-Arg-Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe) (Figura 1). O SRA participa da regulacdo da presséo arterial via
controle do balanco de sodio, volume do fluido corporal e tdnus vascular
(Clayton et al. 1998), além de desempenhar um papel importante na
modulacdo do crescimento e diferenciacdo das células. Podemos ainda citar,
dentre as funcdes do SRA, a sua participacdo na inflamacdo, no stress
oxidativo, na regulacéo do peso corporal e no crescimento vascular (Ferreira et
al. 2011; Gwathmey et al. 2010; Savergnini et al. 2010; Tran et al. 1997).
Assim, uma ativacdo anormal deste sistema estd associada ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como a hipertensao, infarto do
miocardio e insuficiéncia cardiaca. Componentes deste sistema estédo
localizados em vérios 6rgdos, tais como, vasos, coracdo, cérebro, rim,
testiculo, musculo esquelético, tecido adiposo, pancreas e olho (Santos et al.
2006; Santos et al. 2009). Estudos recentes tém mostrado que drogas
envolvendo este sistema reduzem a pressdo intraocular em animais e em
humanos, além de confirmar a existéncia do receptor Mas na retina e no corpo
ciliar, sendo que este receptor pode estar envolvido na regulacdo da pressao
intraocular e na patogénese de doencas da retina e contra-regular as acoes
proliferativas da Angll. (Vaajanen et al. 2010).

Componentes do SRA sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica. Atualmente, sabe-se que ha duas possibilidades deste

sistema funcionar no cérebro. Na primeira, 0 angiotensinogénio pode ser
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produzido e liberado pelas células da glia e enzimaticamente convertido no
espaco extracelular para angiotensinas ativas que atuam em receptores
especificos localizados em neurénios ou células gliais. Ja no segundo modo, a
Ang Il € gerada dentro de neurbnios, armazenada em vesiculas e liberada nas
terminacdes nervosas para atuar em receptores situados sobre as células pés-
sinpticas (Bader, 2010). Estudos tém mostrado que os receptores AT1 e AT2
sdo abundantemente expressos no Sistema Nervoso Central e que Ang I
também esta envolvida em fungdes como a cognicdo, memoria, percepcao da
dor, comportamento sexual e estresse (Bader, 2010; Culman et al. 2002).

Estudos tém evidenciado a presenca de componentes do SRA em
adipdcitos de roedores e humanos. Segundo Goossens e colaboradores, 0s
niveis de mMRNA de angiotensinogénio no Tecido Adiposo (TA) € 68% maior
do que no figado, apoiando um papel fundamental do angiotensinogénio
adiposo na produgéo de Ang Il. Estudos envolvendo seres humanos obesos
mostraram que a reducédo no fluxo sanguineo do TA subcutaneo abdominal foi
associado com aumento da liberacdo de Ang Il, sugerindo que a atividade do
sistema nervoso simpatico reforcada com a obesidade pode contribuir para
hipertenséo, obesidade, aumentando a producao de tecido adiposo e liberacéo
de Ang Il ( Goossens et al. 2006; 2007).

Estudos recentes tém mostrado que a Ang Il estimula a proliferacdo de
fibroblastos em gengivas de coelho, e em fibroblastos humanos, ela induz a
liberacdo de prostaglandina E2, que esta envolvida na patogénese da doenca
periodontal (Santos et al. 2009).

Um dos principais componentes deste sistema é a Ang Il. Além de sua
formacdo através da quebra da Ang | pela ECA e, menos freqientemente pela
quimase e catepsina A, ela também pode ser produzida pela hidrélise direta do
angiotensionogénio pela catepsina G ou pela tonina. Uma vez formada, a Ang
Il pode ser hidrolisada por aminopeptidases (AMP), originando a Angiotensina
[l (Ang IIlI) ou hidrolisada por D-AMP originando a Angiotensina IV (Ang 1V)
(Figura 2) (Ferreira, 2009). As acdes da Ang Il sdo mediadas por receptores
especificos, o AT: e o AT,, ambos localizados na membrana celular e
acoplados a proteina G. Este peptideo exerce varios efeitos em diferentes
orgdos, como, por exemplo, vasoconstricdo, hipertrofia cardiaca, estimulo a
glandula adrenal para liberagdo de aldosterona e retencédo de sodio (Figura 1)
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(Ma et al. 2010; Vijayaraghavan et al. 2011; Bader, 2010).
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Figura 1: Representacdo esquematica da formacdo da Angiotensina Il e seus efeitos em
diferentes 6rgaos (Modificado de Bader, 2010).

A Ang Il é um potente peptideo vasoativo que induz remodelacdo
vascular e disfuncédo endotelial associado ao aumento da pressao arterial. Essa
lesdo vascular causada pela Ang Il pode ser explicada por suas propriedades
pro-inflamatérias (Marchesi et al. 2008). Este peptideo também influencia os
estagios da resposta inflamatoria e estimula a sintese de prostaglandinas
(PGs), como o leucotrieno C4, PGE2 e PGI2, modulando a permeabilidade
microvascular, além de estimular a expressao e secrecdo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) em células vasculares da musculatura
lisa e em células endoteliais, principalmente através do receptor AT; (Marchesi
et al. 2008; Suzuki e Horiuchi, 2003). Este peptideo também possui um papel
fundamental na funcédo e integridade estrutural da parede vascular e na
patogénese de doencas cardiovasculares (Cousin et al. 2010). Estudos

recentes tém mostrado um papel crucial do SRA, localizado na medula 6ssea
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vermelha, na arterioesclerose (Sata e Fudaka, 2010; Zeng et al. 2009).
Segundo estes estudos, a via Ang IlI/AT; existente neste local, contrubui para o
desenvolvimento da arterioesclerose em ratos com hipercolesterolemia e que
em lesdes arterioescleréticas, a Ang |l estimula a expressdao de
metaloproteinases e inibidor 1 do ativador de plasminogénio, levando a
desestabilizacdo da placa arterioesclerotica e alteragdo no balanco fibrinolitico.

Atualmente, o conhecimento sobre o SRA vem sendo ampliado e
sofrendo modificagbes importantes a medida que sdo descobertos e
incorporados a este sistema novos componentes, como, por exemplo, a Ang lll,
Ang 1V, Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7), Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro], ECA2 e
receptor Mas. Entre estes componentes merece destaque a Ang-(1-7). Este
peptideo pode ser formado pela hidrélise da Ang | pela endopeptidase neutra
(NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP) ou pela hidrélise direta da Ang Il pela PEP
ou pela prolil-carboxipeptidase (PCP). Além disso, a Ang-(1-7) pode ser
formada por vias que envolvem a ECA2. Nestas vias, a Ang-(1-7) pode ser
gerada pela hidrélise sequencial da Ang | pela ECA2 formando a Ang-(1-9) que
€, subsequentemente, hidrolisada pela ECA ou NEP gerando a Ang-(1-7) ou
pode ser formada diretamente através da hidrélise da Ang Il. Esta dltima via
aparentemente € mais importante bioquimicamente e fisiologicamente, uma vez
gue a afinidade catalitica da ECA2 € muito maior pela Ang Il do que pela Ang I.
Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode ser hidrolisada pela ECA formando a Ang-
(1-5) (Figura 2) (Dilauro e Burms, 2009; Ferreira e Santos, 2005; Santos et al.
2008; Santos et al. 2003).
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Figura 2: Representacdo esquematica do sistema renina-angiotensina (SRA). Abreviagfes:
ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; AT;,
receptor tipo 1 de Ang Il; AT,, receptor tipo 2 de Ang Il; AT,, outros receptores para
angiotensina; Mas, receptor de Ang-(1-7); NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil-
endopeptidase; PCP, prolil-carboxipeptidase. (Modificado de Ferreira e Santos, 2005;
Ingelfinger, 2008).

2. O Eixo Enzima conversora de Angiotensina 2/Angiotensina-(1-
7)/Receptor Mas

A Ang-(1-7) (Figura 3) é

SRA, podendo exercer agdes similares, distintas ou até mesmo opostas a Ang

um dos peptideos biologicamente ativos do

Il. Este peptideo pode ser formado a partir da Ang | ou da Ang I,
principalmente pela acdo da ECA2, e exerce seus efeitos através da interagédo
com o receptor Mas (Santos et al. 2003). Estudos mostram que a Ang-(1-7)
exerce efeitos morfofuncionais diretos no sistema cardiovascular, incluindo
vasodilatacao e inibicdo da proliferacdo celular em diferentes espécies (Ferreira

et al. 2011; Gurley et al. 2006; Yamamoto et al. 2006). Este peptideo causa
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vasodilatacdo em artérias coronarias de cédes e porcos, aortas de ratos e
arteriolas renais de coelhos e, aparentemente, estes efeitos sdo dependentes
do endotélio (Clark et al. 2001; Zeng et al. 2009; Fernandes et al. 2001).
Existem evidéncias de que a Ang-(1-7) interage com cininas e promove um
aumento da resposta vasodilatadora induzida pela bradicinina, o que sugere
um importante papel deste peptideo no controle do ténus vascular. Uma
importante interagdo entre esses sistemas (SRA e sistema calicreina-cininas)
foi demonstrada por Paula et al. (1995). Estes autores mostraram que a infusado
de Ang-(1-7) promove um efeito potencializador das a¢Ges da bradicinina, ou

seja, aumenta a resposta hipotensora da bradicinina.
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Figura 3: Estrutura quimica da Ang-(1-7) [Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro] (Lula et al. 2007).

Em contraste com as acfes da Ang Il, a Ang-(1-7) exibe propriedades
vasodilatadoras através da estimulacdo da liberacdo de oxido nitrico (NO) ou
de prostaglandinas (PGs) (Gwathmey et al. 2010). Véarios estudos mostram que
a inibicdo da ECA pode aumentar os niveis plasmaticos de Ang-(1-7). Por
exemplo, pacientes hipertensos tratados por 6 meses com o inibidor de ECA
Captopril apresentaram um aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) logo

apos a ingestao oral deste inibidor. Este aumento pode ter sido causado pela
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inibicdo da conversdo da Ang-(1-7) em Angiotensina-(1-5) [Ang-(1-5)]. Os
niveis plasmaticos da Ang-(1-7) se correlacionaram inversamente com o0s
niveis da pressao arterial diastélica desses pacientes (Roks et al. 1999).

O composto A-779 é um potente e seletivo antagonista das acdes da
Ang-(1-7). Muitos estudos utilizando o A-779 demonstraram que ele antagoniza
vérias acoes da Ang-(1-7), tais como seu efeito antidiurético e antihipertensivo
(Santos et al. 2003). Estes dados indicam a existéncia de um sitio de ligacao
especifico para esta angiotensina. De fato, em 2003, Santos e colaboradores
descreveram o receptor Mas acoplado a proteina G como um receptor para a
Ang-(1-7). Estes autores demonstraram que a delecédo genética do Mas suprimi
a ligagdo da Ang-(1-7) em rins de camundongos e que estes animais nao
apresentam a acao antidiurética da Ang-(1-7) apds uma carga aguda de agua.
Além disso, foi observado também que a ligacéo e sinalizacdo de Ang Il pelo
receptor AT, em camundongos Mas deficientes permanecem inalteradas nos
rins desses animais. Ainda neste estudo, observou-se que a Ang-(1-7) se liga a
células transfectadas com Mas e provoca a liberacdo de acido araquiddnico.
Além disso, aortas deficientes do receptor Mas perderam a sua capacidade de
relaxamento induzida pela Ang-(1-7) (Santos et al. 2003). Estudos feitos em
coracgOes isolados de camundongos deficientes para 0 Mas demonstraram que
estes animais apresentam uma significativa diminuicdo na frequéncia cardiaca
e um aumento da resisténcia vascular coronariana (Ferreira e Santos, 2005;
Castro et al. 2005). Em outro estudo utilizando o agonista da Ang-(1-7), AVE
0991, foi observado um aumento na liberagdo de NO em camundongos
selvagens, mas ndo em animais deficientes para o Mas. Este efeito também foi
bloqueado pelo antagonista do Mas, o A-779, em animais selvagens (Pinheiro
et al. 2004). Em conjunto, estes dados indicam que o Mas € um receptor para
Ang-(1-7).

A ECAZ2 contraregula as acdes vasoconstritoras e proliferativas da Ang Il
através da estimulacéo dos efeitos vasodilatadores e anti-proliferativos da Ang-
(1-7), uma vez que ela degrada a Ang Il com consequente formacéo de Ang-(1-
7). Alteracdes na expressao desta enzima causam disfungdes cardiaca, renal e
vascular. Deste modo, esta enzima € vista com grande interesse na
manutencdo do equilibrio do SRA. Esta enzima estd presente na célula
endotelial que é um importante local para a formacéo e metabolismo da Ang-(1-
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7) (Santos et al. 2008; Ferreira e Santos, 2005).

Atualmente, acredita-se que o0 SRA consiste de dois eixos
contraregulatdrios. O primeiro é formado pela ECA, Ang Il e pelo receptor AT;.
Este eixo esta associado a vasoconstricdo, proliferacdo celular, hipertenséo e
fibrose (Ferreira et al. 2010). O outro eixo é composto pela ECA2, Ang-(1-7) e
pelo receptor Mas e, uma vez ativado, induz mecanismos intrinsecos protetores
(Figura 4).

ANGIOTENSINA 1

Angiotensina 1l . Angiotensina 1-7
5 R =

AT, MAS
Vasoconstricdo Vasodilatacdo
Disfuncao endotelial # Funcdo endotelial
Proliferacdo / hipertrofia Proliferagao
Fibrose Hipertrofia
Aterosclerose Fibrose
Trombose Trombose
Estresse oxidativo Estresse oxidativo
Inflamacgdo Inflamagao
Arritmogénese Antiarritmogénese

Figura 4: Efeitos contraditérios da Ang Il e Ang-(1-7) no sistema cardiovascular (Modificado de
Santos e Ferreira, 2007).

3. Ativacdo da ECA2 Endbgena

O composto 1-[2- (dimetilamino)etillamino]-4-(hidroximetil)-7-[[(4-
metilfenil)sulfoniljoxi]-9H-xantona-9 (XNT) é um ativador da ECA2 enddgena
gue foi descoberto baseado no screening virtual de cristais desta enzima
(Hérnandez-Prada et al. 2008). O XNT aumenta a atividade da ECA2 varias
vezes em ensaios in vitro. In vivo, este composto causa um rapido decréscimo
da presséao arterial quando administrado na veia jugular de ratos normotensos
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e de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Este efeito hipotensivo é
significativamente maior em ratos SHR quando comparado com os ratos
normotensos. Além disso, o XNT reverte a fibrose cardiaca e renal induzida
pela hipertensédo (Hernandez-Prada et al. 2008). Em um estudo realizado por
Fraga-Silva et al. (2010), a atividade da ECA e da ECA2, bem como os efeitos
do XNT em trombos formados na veia cava de ratos normais e SHR foram
avaliados. Foi observado que o trombo em SHR é 40% maior quando
comparado ao controle e que esta caracteristica estava associada a uma
reducdo de 20% na atividade de ECA2 no grupo SHR. O tratamento com o
XNT induziu uma reducédo do peso do trombo em ambos 0s grupos. Em outro
estudo realizado por Ferreira et al. (2011), a expressdo da ECA2 foi
significativamente menor nos animais SHR quando comparado com animais
normotensos e 0s niveis dessa enzima foram restaurados com o tratamento
com o XNT. Além disso, os autores mostraram um aumento da atividade da
ECA2 nos animais SHR cronicamente infundidos com este ativador quando
comparado com animais SHR tratados com salina. Ainda neste estudo, a
administracdo crénica de XNT causou uma diminuicdo no colageno nos
coracles de ratos SHR, sugerindo um efeito antifibrético para este composto.
Foi demonstrado também um aumento de aproximadamente 16% da
expressdo de ECA2 e da Ang-(1-7) em fibroblastos intersticiais e
perivasculares em ratos SHR tratados com XNT. Além disso, a fosforilacdo de
quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2) foi maior em ratos SHR
quando comparados com ratos normotensos e o tratamento com XNT dos
animais SHR reduziu este efeito. Assim, evidéncias indicam que a ativacdo da
ECA2 endobgena pode prevenir o desenvolvimento de hipertensédo arterial e de
outras doencas cardiovasculares (Figura 5).

Os dados obtidos com o uso do XNT demonstram que a ativacdo da
ECA2 é uma estratégia viavel para o controle da hipertensédo e das doencas
cardiovasculares. Entretanto, o XNT € de dificil dissolugdo em meio aquoso e
possui alto custo, o que dificulta o seu uso nos diversos protocolos
experimentais. Diante disto, outro ativador da ECA2 enddgena foi desenvolvido
com o objetivo de obter um composto com caracteristicas fisico-quimicas e
financeiramente mais favoraveis. Desta forma, usando a mesma técnica
utilizada para a identificagdo do XNT, o composto Aceturato de Diminazeno
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(DIZE) foi descrito como ativador da ECA2 (Kulemina et al. 2011). Este
composto & um antiparasitario, muito utilizado na clinica veterinaria que possui
atividade tripanocida e leishmanicida (Jean Moreno et al. 2006, Kroubi et al,
2010).

A avaliacdo dos efeitos biologicos do DIZE € de extrema importancia no
sentido de caracterizar um composto com propriedades adequadas tanto do
ponto de vista bioldgico quanto fisico-quimicas. Futuramente, este composto
poderd ser usado como uma terapia alternativa no controle da hipertensao

arterial e das doencas cardiovasculares.

Angiotensina | &

Angiotensina Il Angiotensina-(1-7)

| ECA

| AT1IR

| Ana ll

t ECA2

1 Ang-(1-7)
1 Mas

Protecao

Figura 5: Representacdo esquemaética dos efeitos dos ativadores da ECA2 endbégena no SRA.
A ativacdo da ECA2 resulta na estimulacdo de todo o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas do SRA.
Abreviacbes: ECA: enzima conversora de angiotensina; ECA2: enzima conversora de
angiotensina 2; DIZE: Aceturato de diminazeno; Mas: receptor de Angiotensina-(1-7); ATjy:
receptor de Angiotensina Il. (Modificado de Ferreira et al. 2010).
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II. JUSTIFICATIVA

A ECA2 exerce um papel importante no controle da fungao
cardiovascular e o ativador desta enzima, DIZE, possui caracteristicas fisico-
quimicas mais favoraveis quando comparado ao XNT. Assim, o estudo dos
efeitos do DIZE em parametros cardiovasculares é importante para que este
composto seja usado como ferramenta para auxiliar no entendimento do SRA
e, futuramente, como uma estratégia terapéutica para o controle da hipertensao

arterial e doencas cardiovasculares.
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. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da ativacdo da ECA2 enddgena, usando o composto

sintético Aceturato de Diminazeno (DIZE), na pressdo arterial e frequéncia

cardiaca de ratos. Além disso, analisaremos 0s possiveis mecanismos de agao

deste composto utilizando ferramentas farmacolégicas (bloqueadores e
inibidores do SRA).

N

. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do DIZE na atividade da ECAZ2 in vitro.

Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de DIZE (0,5mg/kg, 5mg/kg,
10mg/kg e 20mg/kg) na pressao arterial e na frequéncia cardiaca de ratos.
Verificar o papel do receptor Mas nos efeitos do DIZE na pressao arterial e
na frequéncia cardiaca de ratos.

Verificar o papel do éxido nitrico nos efeitos do DIZE na presséo arterial e
na frequéncia cardiaca de ratos.

Verificar o papel das prostaglandinas nos efeitos do DIZE na presséo
arterial e na frequéncia cardiaca de ratos.

Verificar o papel da ECA nos efeitos do DIZE na pressao arterial e na
frequéncia cardiaca de ratos.

Avaliar o papel do receptor AT; nos efeitos do DIZE na pressao arterial e na
frequéncia cardiaca de ratos.

Avaliar, por meio da Microscopia Intravital, os efeitos do DIZE no fluxo
sanguineo e no didmetro de arteriolas do leito mesentérico de ratos.
Verificar o papel do 6xido nitrico nos efeitos do DIZE no fluxo sanglineo e

no diametro de arteriolas do leito mesentérico de ratos.
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V. METODOLOGIA

1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 200 e 300g, provenientes
do Centro de Bioterismo do ICB-UFMG (CEBIO). Os animais foram
acondicionados em biotério apropriado com controle de temperatura e
luminosidade (7-19h). Os ratos tiveram livre acesso a agua e racdo. Os
experimentos foram realizados em conformidade com as orientagbes para o
uso humanitario de animais de laborat6rio e aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (protocolo numero 156/10 —

anexo 1).

2. Ensaio Enzimético

Para avaliacdo da atividade enzimética da ECA2, um ensaio cinético foi
realizado usando substratos fluorogénicos da R&D Systems (Minneapolis, MN,
EUA) (ECA2: ES007). Amostras de ventriculo esquerdo foram
homogeneizadas em tampéo composto de Tris-HCl 75mM pH 7,5; NaCl 1M e
ZnCl, 0,5mM. Todos os ensaios foram realizados 4 vezes em pH 7,4 com um
volume final de 100uL. A solucdo de reacédo continha: amostra (ECA2: 60ug;
50uM de substrato, NaCl 5M, Tris-HCI 75mM, ZnCl, 0,5uM e ativador de ECA2.
No ensaio da ECA2 foi adicionado diferentes concentragdes do DIZE (107, 10
4.10° 10° 107 e 10® M) foram adicionadas ao ensaio para avaliar a atividade
enzimatica da ECA2. Imediatamente apds adicionado o substrato fluorogénico,
0 ensaio foi realizado em um leitor de Elisa (BioTek Synergy™ 2; BioTek, VT,
EUA) durante 1h, a 37°C, com leitura de fluorescéncia a cada minuto. O
controle de fluorescéncia foi realizado com reacdes sem a presenca de
amostra. Os comprimentos de onda de excitacao e de emissao foram 320nm e

405nm, respectivamente.
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3. Procedimentos Cirargicos

Os animais foram submetidos a anestesia intraperitoneal (i.p.) com
ketamina 10% (6mg por 100g de peso) e xilasina 2% (0,6mg por 100g de peso)
e foram implantadas canulas feitas a partir da fusdo do tubo de polietileno PE-
50 (CPL Produtos Médicos Ltda, Brasil), de aproximadamente 15cm, com o
tubo de polietleno PE-10 (BD Intramedic, Clay Adams, EUA), de
aproximadamente 2 ou 4cm, na artéria e veia femoral, respectivamente (Figura
6). As canulas foram preenchidas com solucao fisiolégica (NaCl 0,9%) e a
extremidade livre do PE-50 foi ocluida com alfinete de metal. Os animais
anestesiados foram colocados em decubito dorsal e os pélos da regido inguinal
direita foram retirados. ApGs a assepsia da pele com alcool iodado, uma inciséo
foi realizada e a musculatura divulsionada para visualizacdo do feixe vasculo-
nervoso femoral. A canula foi introduzida na artéria femoral para o registro da
pressao arterial média (PAM, mmHg), pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg) e
frequéncia cardiaca (FC, bpm). Ja a canula da veia femoral foi utilizada para a
injecdo da droga DIZE e dos inibidores e bloqueadores. Posteriormente, as
canulas foram fixadas aos vasos e dirigidas para a regido dorsal do rato, com

auxilio de um trocater, onde foram exteriorizadas e imobilizadas com linha de

sutura. Estes procedimentos foram realizados 24 horas antes do registro.

Figura 6: Canula utilizada no procedimento cirdrgico para aferir a pressao arterial e injetar
drogas.

4. Registro dos Parametros Cardiovasculares

Apoés prévia calibracdo do equipamento, a PAM, a PAP e a FC foram

14



registradas através do sistema de aquisicdo de dados da BIOPAC (MP100,
Biopac System Inc., EUA) usando transdutores de pressao. Os registros foram
feitos em animais acordados mantidos em caixas individuais, 24 horas ap0s 0s
procedimentos cirurgicos. A PAM e a FC foram calculados via software
(Acgknowledge lll, Biopac System Inc., EUA) a partir dos valores de PAP
(Figura 7).

»
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Injecdo de drogas \ i ‘@ Transdutor de pressao
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Figura 7: Representacdo esquematica do sistema de aquisicdo de registros de PAP, PAM e
FC.

5. Microscopia Intravital

Os ratos foram anestesiados com uretana 12% (1mL por 100g de peso,
i.p.) e, em seguida, foi realizada uma incisdo na parede abdominal por onde o
mesentério foi exteriorizado e estendido sobre uma placa que permitia a
transiluminacédo do tecido (Baker e Wayland, 1974; House e Lipowsky, 1987;
Gaboury et al. 1995;. Kubes et al. 1995, Kubes et al. 2003). Durante todo o

experimento o mesentério foi irrigado com solu¢cdo tampédo (PBS, pH=7.4)
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mantida a 37°C para evitar o ressecamento do tecido. Posteriormente, o animal
foi levado ao microscopio (Olympus BX-40) com a objetiva de 10X. Este
microscépio possuia uma camera de video (Sony, Japdo) acoplada e as
imagens eram projetadas em uma televisdo. As imagens foram gravadas para
posterior analise utilizando um gravador de DVD de cor (LG, Brasil) (Figura 8).
A velocidade das células vermelhas (Vi) foi medida usando um velocimetro
Doppler o6ptico (Microcirculagdo Research Institute) conectado a um
microscopio de luz (Olympus BX-40) e a média de V. (velocidade média) foi
calculada pela férmula Vi, /1.6 (Xavier et al. 2009, Kubes et al. 2003). Desta
forma, foi determinado o fluxo nas arteriolas mesentéricas (diametro de 10-20
pm). As alteracdes nas medidas do diametro arteriolar foram determinadas
utilizando o software Image J. Minutos antes de iniciar os protocolos, 0s ratos
foram submetidos a implantacdo de uma canula na veia femoral para a injecéao

de drogas.

Figura 8: Fotografias ilustrativas do sistema utilizado para realizar a técnica de microscopia

intravital.
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6. Protocolos Experimentais

Com o objetivo de avaliar os efeitos do composto DIZE foi diluido em
salina, em diferentes concentracbes (0,5mg/kg, 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg;
n=4-6) na PA e na FC, esperou-se um periodo de aproximadamente 30
minutos para a estabilizacdo desses parametros ap0s a conexdo da artéria
femoral ao sistema de registro. Posteriormente, doses crescentes do DIZE
foram injetadas através da canula ligada a veia femoral. Apés cada injecao, foi
permitido tempo suficiente para que os parametros voltassem aos valores
basais antes da aplicacdo da dose subsequente. As injecbes comecaram com

a salina (controle) seguida das doses menos concentradas (Figura 9).

Inicio Término
| I | |
30 min de ‘L 'I'
estabiliza¢ao Salina DIZE( 0,5; 5,0; 10; 20mg/kg)

Figura 9: Esquema do protocolo experimental utilizando diferentes concentra¢gfes do DIZE.

Com o objetivo de determinar se administracfes seguidas do DIZE altera
a resposta a esta droga, duas injecdes subsequentes de 5mg/kg i.v. de DIZE

foram realizadas no mesmo animal (n=4) (Figura 10).

Inicio Término
| l | 15min_ | |
30 min de ’l' 'l' ‘l'
estabilizagao Salina DIZE DIZE
(5,0mg/kg) ( 5,0mg/kg)

Figura 10: Esquema do protocolo experimental utilizando multiplas doses do DIZE.

Para a avaliagdo dos mecanismos de acao do DIZE foram utilizados
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inibidores e bloqueadores do SRA. Apos 30 minutos de estabilizacdo, foi
injetado salina (controle) seguida da primeira dose do DIZE na concentracdo de
5mg/kg. Logo apos o retorno dos parametros aos valores basais foi injetado um
dos seguintes inibidores/bloqueadores: i) A-779 (bloqueador do receptor Mas,
10nmol/kg i.v., n=6); ii) N®-nitro-L-arginine methyl Ester (L-NAME) (inibidor da
oxido nitrico sintase, 10mg/kg i.v., n=4); iii) indometacina (inibidor da sintese de
prostaglandinas, 10mg/kg i.v., n=4); iv) Captopril (inibidor da ECA, 1mg/kg i.v.,
n=5-8); e v) Losartan (bloqueador do receptor ATy 1mg/kg i.v., n=4). Apos 15
minutos da injecdo destes inibidores/bloqueadores foi aplicado uma segunda
dose do DIZE na mesma concentragdao (5mg/kg i.v.) (Figura 11). As
concentragcdes dos inibidores/bloqueadores foram baseadas em estudos da
literatura e todos foram diluidos em salina, com excecéo da Indometacina, que
foi diluida em uma solucéo contendo 70% alcool e 30% salina (Clayton et al.
1998; Kubo-Inoue et al. 2002; Moura et al. 2005; Trask et al. 2007).

Inicio Término
| | | | 15 min
30 min de ’l' ’l’ ’I" v
estabilizagdo Salina  DIZE L-NAME (10mg/kg) DIZE

(5,0mg/kg) Indometacina (10mg/kg) (5 0mg/kg)
A-779 (10nmol/kg)
Captopril (1mg/kg)
Losartan (1mg/kg)

Figura 11: Esquema do protocolo experimental para avaliar os mecanismos de a¢éo do DIZE.

Os efeitos do DIZE no fluxo sanguineo e no diametro de arteriolas
mesentéricas foram avaliados através da técnica de Microscopia Intravital.
Inicialmente, foi injetado salina (controle) seguido do DIZE (5mg/kg i.v) e do
Nitroprussiato de sédio (NPS, 10ug/ml i.v.), sempre esperando 15 minutos
entre uma injecdo e outra (Figura 12). Posteriormente, para verificar se 0s
efeitos do DIZE sdo mediados pela liberacdo de NO, a sequéncia de injecbes
foi repetida na presenca do L-NAME (10mg/Kg i.v.), também esperando 15
minutos entre uma injecéo e outra (n=5-8) (Figura 13).
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Inicio Término

| | 15min | 15min |  15min |
2 min de ‘I' ‘l' J’
estabilizagao Salina DIZE NPS

(50mg/kg) (10 pg/ml)

Figura 12: Esquema do protocolo experimental utilizado na Microscopia Intravital para avaliar
os efeitos do DIZE.

Inicio Término
| | 15min | 15min | 15min | 15min | 15min |
2 min de 'L J’ 'L 'l’ 'L
estabilizacdo Salina DIZE NPS L-NAME DIZE

(5,0mg/kg) (10 pg/ml) (10mg/kg) ( 5,0mglkg)

Figura 13: Esquema do protocolo experimental utilizado na Microscopia Intravital para avaliar o
papel do No nos efeitos do DIZE.

7. Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos com média + EPM. Os resultados
referentes aos efeitos do DIZE nos parametros cardiovasculares foram
analisados utilizando os testes t de Student ou One-way ANOVA seguido do
pos teste de Newman Keuls e os resultados da Microscopia Intravital foram
analisados utilizando o teste Two-way ANOVA seguido do pés teste de
Bonferroni, com o auxilio do programa GraphPad Prism 5. Foram considerados
significativos valores de p<0,05.
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V. RESULTADOS

1. Ativacdao in vitro da ECA2 pelo DIZE

Inicialmente, avaliamos a capacidade do DIZE de ativar a ECA2 em um
sistema in vitro. Observamos que o DIZE aumenta a atividade desta enzima
guando adicionado a solucédo de reacédo. Este aumento é progressivo e inicia
logo apds a mistura dos reagentes, durando todo o tempo do experimento, ou
seja, 60 minutos. Todas as concentracdes testadas aumentaram a atividade da
ECA2, sendo que uma maior atividade foi verificada nas concentracées de 10™
e 10” do DIZE. Como esperado, o controle negativo ndo influenciou a atividade

da enzima (Figura 14).
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Figura 14: Atividade enzimatica de ECA2 apés adicao do DIZE em diferentes concentracdes.
Todas as concentracdes testadas aumentaram a atividade da enzima.
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2. Efeitos do DIZE na Presséao Arterial e na Frequéncia Cardiaca

Ap0s analise dos registros de PA e FC obtidos com inje¢cdes de doses
crescentes do DIZE (0,5; 5,0; 10,0; e 20,0 mg/kg) em ratos acordados, foi
observado uma reducéo significativa da PAM ( valores basais de £ 100mmHg)
com um consequente aumento da FC quando comparado com o grupo salina,
sendo esta resposta dose-dependente. Os maiores valores de queda da PAM
foram observados na dose de 20,0 mg/kg (Figuras 15 e 16). Os dados obtidos
na analise do tempo do pico de resposta das concentracdes crescentes do
DIZE mostraram um aumento dose-dependente deste tempo, tendo na

concentragéo de 20,0 mg/kg o maior pico de resposta (Figura 17).

0 % [ Salina, n=4
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< -40- %_

-50- *
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Figura 15: Efeitos do DIZE, em diferentes concentracdes, na PAM de ratos acordados.
*P<0,05 vs. salina e #P<0,05 vs. DIZE 0,5 mg/kg (One-way ANOVA seguido pelo pGs-teste de
Newman Keuls).
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Figura 16: Efeitos do DIZE, em diferentes concentra¢gbes, na FC de ratos acordados. *P<0,05
vs. salina (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman Keuls).
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Figura 17: Tempo de pico da resposta do DIZE quando administrado em diferentes
concentragdes. *P<0,05 vs. DIZE 0,5 mg/kg e #P<0,05 vs. DIZE 5 mg/kg (One-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Newman Keuls).

A partir desses dados escolhemos a dose de 5 mg/kg para prosseguir
com as etapas seguintes do estudo, pois esta foi a dose minima necessaria
para o DIZE induzir uma significativa queda na PA quando comparado com a
salina. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as doses de 5,0;
10,0 e 20,0 mg/kg.

Posteriormente, analisamos os efeitos de aplicacfes de doses seguidas
de DIZE (5 mg/kg). Observamos que as duas inje¢cdes causaram uma queda
significativa da PAM quando comparado com a salina. N&o houve diferencga
significativa entre os efeitos observados com as duas administracdes (Figura
18). Ja na analise da FC foi observado um aumento significativo deste
parametro nas duas administracées do DIZE quando comparado com a salina.
Novamente, ndo houve diferencas estatisticas entre as duas aplicacbes (Figura
19). Também analisamos o tempo de resposta do DIZE e nao foi encontrada
diferenca significativa entre as duas doses de injecdo do DIZE (Figura 20).
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Figura 18: Efeitos do DIZE na PAM de ratos acordados quando administrado em duas injecdes
consecutivas de 5 mg/kg. *P<0,05 vs. salina (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Newman Keuls).
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Figura 19: Efeitos do DIZE na FC de ratos acordados quando administrado em duas inje¢des
consecutivas de 5 mg/kg. *P<0,05 vs. salina (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Newman Keuls).
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Figura 20: Tempo total de resposta do DIZE quando administrado em duas injecdes
consecutivas de 5 mg/kg (Teste t de Student pareado).
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3. Avaliacdo dos Mecanismos de Acao do DIZE

Devido ao fato de que a ECA2 € a principal enzima formadora de Ang-
(1-7), a primeira ferramenta farmacoldgica utilizada para avaliar os possiveis
mecanismos de acdo do DIZE foi o antagonista do receptor Mas, o A-779. Os
resultados obtidos mostraram um aumento ndo significativo na PAM apos
administracao de A-779 e que o DIZE continuou causando uma queda da PAM
e consequente aumento da FC quando comparado com salina apés o bloqueio
do Mas (Figuras 21 e 22). Em relacdo ao tempo total de resposta ndo foi

observado diferenca estatistica entre as duas inje¢cdes do DIZE (Figura 23).
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Figura 21: Papel do Mas no efeito do DIZE na PAM de ratos acordados. *P<0,05 vs. salina e
#P<0,05 vs. A-779 (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman Keuls).
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Figura 22: Papel do Mas no efeito do DIZE na FC de ratos acordados. *P,0,05 vs. salina (One-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman Keuls).
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Figura 23: Papel do Mas no efeito do DIZE no tempo total de resposta de ratos acordados.
(Teste t de Student pareado).

Em seguida, avaliamos o papel do NO nos efeitos do DIZE na PA e na
FC através da administracdo do L-NAME, cuja acao é inibir a sintese de NO.
Como esperado, observamos que o L-NAME causou um aumento na PAM.
Além disso, o DIZE continuou causando uma queda significativa da PAM com
consequente aumento da FC apds a administracdo do L-NAME, (Figuras 24 e
25). Em relacdo ao tempo de resposta, foi observado que este tempo foi maior
na primeira dose do DIZE quando comparado com a segunda dose, porém sem

diferenca significativa (Figura 26).
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Figura 24: Papel do 6xido nitrico no efeito do DIZE na PAM de ratos acordados * P<0,05 vs.
salina e #P<0,05 vs. L-NAME (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman Keuls).
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Figura 25: Papel do 6xido nitrico no efeito do DIZE na FC de ratos acordados. * P<0,05 vs.
salina e #P<0,05 vs. L-NAME (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman Keuls).
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Figura 26: Papel do 6xido nitrico no efeito do DIZE no tempo total de resposta de ratos
acordados (Teste t de Student pareado).

Posteriormente, utilizamos o inibidor da sintese de prostaglandinas, a
Indometacina, para avaliar o papel destes vasodilatadores nos efeitos do DIZE.
Como a Indometacina é dissolvida em &lcool, injetamos o veiculo (70% de
alcool e 30% de salina) nos animais para avaliar os seus efeitos. O veiculo
causou um pequeno aumento na PAM e uma leve queda na FC. Quando foi
realizada a inje¢éo de Indometacina sozinha observamos uma queda na PAM e
na FC. Como ja era esperado a partir dos resultados obtidos anteriormente,
observamos uma diminuicdo significativa da PAM com um conseqlente
aumento da FC depois da aplicacdo do DIZE quando comparado ao veiculo ou

a salina. Quando uma segunda injecéo do DIZE foi realizada apés o tratamento
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com a Indometacina, observado resultados semelhantes a primeira dose,
indicando que o inibidor de prostaglandinas n&o conseguiu bloquear os efeitos
do DIZE na PAM e na FC (Figuras 27 e 28). Em relacdo ao tempo total de
resposta, foi observado que o tempo da primeira dose foi semelhante ao tempo

da segunda dose (Figura 29).
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Figura 27: Papel das prostaglandinas no efeito do DIZE na PAM de ratos acordados. *P<0,05
vs. Salina, #P<0,05 vs. Indometacina e AP<0,05 vs. veiculo (One-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Newman Keuls).
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Figura 28: Papel das prostaglandinas no efeito do DIZE na FC de ratos acordados. *P<0,05 vs.
Salina, #P<0,05 vs. Indometacina e AP<0,05 vs. veiculo (One-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Newman Keuls).
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Figura 29: Papel das prostaglandinas no efeito do DIZE no tempo total de resposta de ratos
acordados (Teste t de Student pareado).

Prosseguindo com a analise dos mecanismos de acdo do DIZE,
utilizamos o Captopril, um inibidor da ECA. Como j& esperado, foi observado
uma queda na PAM com conseqiente aumento na FC apo6s aplicacdo do
Captopril. Os dados obtidos mostraram também que este inibidor ndo bloqueou
os efeitos do DIZE, pois a administracdo do ativador nos animais 15 minutos
depois da aplicacdo intravenosa do Captopril causou 0s mesmos efeitos
observados na primeira aplicacdo do DIZE (Figuras 30 e 31). Em relagdo ao
tempo total de resposta foi observado um aumento significativo no tempo de
resposta da segunda dose quando comparado com a primeira dose (Figura
32).
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Figura 30: Papel da ECA no efeito do DIZE na PAM de ratos acordados (One-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Newman Keuls).
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Figura 31: Papel da ECA no efeito do DIZE na FC de ratos acordados. *P<0,05 vs. salina e
#P<0,05 vs. Captopril (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman Keuls).
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Figura 32: Papel da ECA no efeito do DIZE no tempo total de resposta de ratos acordados.
AP<0,05 vs. DIZE 12 dose do DIZE (Teste t de Student pareado)..

Finalmente, utilizamos o bloqueador do receptor AT; de Ang Il, o
Losartan, para avaliar os mecanismos de acdo do DIZE. Na analise dos
resultados obtidos, observamos que ambas as injecdes do DIZE tiveram efeitos
na PA e na FC (Figuras 33 e 34). Isto indica que o bloqueio do receptor AT,
nao interfere nos efetios do DIZE. Em relagcdo ao tempo total de resposta foi
observado um aumento significativo neste tempo na segunda injecdo quando

comparado com a primeira administracao (Figura 35).
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Figura 33: Papel do AT, no efeito do DIZE na PAM de ratos acordados. *P<0,05 vs. Salina,
#P<0,05 vs. Losartan e AP<0,05 vs. DIZE 12 dose (One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Newman Keuls).
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Figura 34: Papel do AT, no efeito do DIZE na FC de ratos acordados. *P<0,05 vs. salina e
#P<0,05 vs. Losartan (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman Keuls).
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Figura 35: Papel do AT, no efeito do DIZE no tempo total de resposta de ratos acordados.
AP<0,05 vs. DIZE 12 dose (Teste t de Student pareado).

4. Microscopia Intravital

Os experimentos utilizando microscopia intravital revelaram que o DIZE
causa uma diminuicdo significativa do fluxo sangliineo de arteriolas do leito
mesentérico de ratos quando comparado com 0s animais que receberam salina
(Figura 36). Nado foram observadas alteracdes significativas no diametro
vascular de arteriolas do leito mesentérico de animais tratados ou ndo com
DIZE (Figura 37).
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Figura 36: Fluxo mesentérico arteriolar apos injecao de salina e DIZE. O leito mesentérico foi
observado durante 10 minutos. *P<0,05 vs. Salina (Two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni).
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Figura 37: Diametro de arteriolas do leito mesentérico apos injecdo de salina e DIZE. O leito
mesentérico foi observado durante 10 minutos. (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni).

Posteriormente, analisamos o papel do NO nos efeitos do DIZE no fluxo
sanglineo e no diametro de arteriolas do leito mesentérico utilizando o L-
NAME. Observamos que, mesmo apods o tratamento com o L-NAME, o DIZE
continua exercendo os seus efeitos, isto €, diminui significativamente o fluxo
sanglineo sem alterar o diametro das arteriolas (Figura 38 e 39), indicando

gue o NO ndo participa dos efeitos do DIZE.
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Figura 38: Fluxo mesentérico arteriolar apds injecdes de DIZE antes e apos o tratamento com
L-NAME. O leito mesentérico foi observado durante 10 minutos. *P<0,05 L-NAME vs. 12 dose
de DIZE e L-NAME vs. 22 dose de DIZE (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de

Bonferroni).
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Figura 39: Diametro de arteriolas do leito mesentérico apés injecbes de DIZE antes e apds o
tratamento com L-NAME. O leito mesentérico foi observado durante 10 minutos. (Two-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni).
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VI. DISCUSSAO

Neste trabalho, utilizamos pela primeira vez o DIZE como um ativador da
ECAZ2 in vivo. Assim como o XNT, o DIZE foi descrito empregando a técnica de
virtual screening onde, a partir da estrutura cristalizada da enzima e usando
dados de bibliotecas virtuais, é possivel selecionar pequenas moléculas com
potencial para ativar enzimas (Kulemina et al. 2011). Os nossos resultados
mostraram que o DIZE causa uma queda dose-dependente da PA com um
consequente aumento da FC em ratos acordados. Estes efeitos opostos na PA
e FC estdo de acordo com mecanismos reguladores da PA, onde alteracdes
nos niveis pressoéricos ativam mecanismos de manutencdo com o0 objetivo de
promover o retorno aos valores normais de PA, sendo um destes recursos o
barorreflexo (Valenti et al. 2009). Estes dados também corroboram com
estudos anteriores com o XNT, um outro ativador da ECA2 enddgena, onde foi
demonstrado que este composto causa um rapido decréscimo da PA quando
administrado na veia jugular de ratos normotensos e de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Hernandez-Prada et al. 2008). E
importante ressaltar que o DIZE ndo € um composto novo, uma vez que ele ja
é utilizado na prética clinica veterinaria, no tratamento da doenca Babesiose
Canina (Hwang et al. 2010). Além disso, estudos com Tripanossomiase e
Leishmaniose tém demonstrado que o DIZE pode inibir a replicacdo do DNA e
a atividade respiratéria mitocondrial dos patbgenos causadores dessas
doencas (Hwang et al. 2010; Stewart et al. 2010; Witola et al. 2004).

Para verificar se existe taquifilaxia ou potencializacdo dos efeitos do
DIZE apés a administracdo de doses consecutivas deste composto, realizamos
duas injecbes do DIZE (5 mg/kg) com intervalo de quinze minutos entre elas.
Embora o tempo total de resposta tenha sido maior ap6s a segunda injecédo
nos grupos tratados com Captopril e Losartan, quando os experimentos foram
realizados utilizando apenas o DIZE ndo houve diferencas estatisticas na PAM,
FC e tempo de resposta entre as duas administracées. Assim, em conjunto
estes dados sugerem que uma injecdo de DIZE néo interfere na proxima, néo
existindo, assim, qualquer efeito taquifilatico ou de potencializacéo.

Na tentativa de elucidar os mecanismos de agédo do DIZE foi utilizado
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bloqueadores e inibidores do SRA, uma vez que a ECA2 é a principal enzima
formadora de Ang-(1-7) a partir da Ang Il (Ferreira, 2009; Ferreira e Santos,
2005). Os resultados obtidos com o A-779, antagonista especifico do receptor
Mas da Ang-(1-7), mostraram que o0 bloqueio desse receptor ndo altera os
efeitos do DIZE. De fato, observando a duracéo das a¢cfes do DIZE, é possivel
perceber que elas sdo muito rapidas o que ndo corrobora com o fato de que,
para haver a participacdo da Ang-(1-7) nestes efeitos, o tempo para o inicio das
acOes do DIZE deveria ser maior, pois 0 composto precisa ativar a enzima para
que o produto desta reacdo, a Ang-(1-7), possa se ligar ao receptor Mas.
Entretanto, quando analisamos a duragao total do efeito observamos que as
acOes do DIZE séo duradouras o que pode sugerir a participacdo da sintese da
Ang-(1-7) e ndo de um mecanismo do tipo doador de agente vasodilatador
como, por exemplo, acontece com o NPS. Assim, estes dados em conjunto
sugerem que o efeito do DIZE na PA pode ser dividido em duas fases distintas:
a primeira onde h& uma resposta imediata que pode ser causada pela ligacao
do DIZE em um receptor ainda nado identificado e a segunda fase que seria
mediada por um receptor da Ang-(1-7) insensivel ao A-779. E importante
ressaltar que ao produzir Ang-(1-7), a ECAZ2 utiliza a Ang Il como substrato o
que pode reduzir 0os seus niveis e, conseqientemente, contribuir para 0s
efeitos hipotensores do DIZE.

Demonstramos também que o L-NAME nao alterou os efeitos do DIZE,
indicando que o mecanismo de acdo deste composto é independente da
liberagdo NO. Com o objetivo de confirmar este resultado, utilizamos a
preparacdo de Microscopia Intravital para avaliar os efeitos do DIZE e o papel
do NO nestas acdes. Nessa preparacdo analisamos o leito mesentérico que é
um importante determinante da resisténcia periférica por ser composto por
principalmente arteriolas. Os dados obtidos com a Microscopia Intravital
também demonstraram que os efeitos do DIZE s&o independentes do NO.
Estes resultados estdo de acordo com o fato das a¢bes do DIZE né&o terem
sido bloqueados pelo A-779, uma vez que varios estudos tém demonstrado que
a liberacdo NO é um dos principais efeitos da Ang-(1-7) quando esta se liga ao
Mas (Clayton et al. 1998; Gomes et al. 2010; Gwathmey et al. 2010).

Outro inibidor utilizado foi a Indometacina e observamos que este
inibidor ndo alterou significativamente os efeitos do DIZE na PA e na FC,
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indicando que seu mecanismo de acdo independe da sintese de
prostaglandinas. Varios trabalhos mostram que a liberacdo de prostaglandinas
vasodilatadoras pode estar envolvida nas acdes vasculares da Ang-(1-7)
dependendo do leito estudado (Castro et al. 2005; Benter et al. 2006; Lambert
et al. 2009). Desta maneira, decidimos avaliar o papel destes vasodilatadores
como um potencial mecanismo de ag¢ao do DIZE. Como relatado anteriormente,
a Indometacina nao interferiu nos efeitos desta droga, sugerindo mais uma vez
gue a Ang-(1-7) ndo esta envolvida nas acfes do DIZE.

Como o DIZE atua diretamente no SRA ativando a ECA2, avaliamos se
drogas cléssicas utilizadas para bloquear este sistema poderiam interferir nos
efeitos do DIZE. Assim, testamos os papéis da ECA e do receptor AT; nas
acOes do DIZE utilizando o Captopril e o Losartan, respectivamente. Como ja
era esperado, nem o Captopril nem o Losartan influenciaram na resposta do
DIZE na PA e na FC. De fato, partindo do pressuposto de que a formacao de
Ang-(1-7) a partir da Ang Il medeia as agbes do DIZE, inibindo a ECA e,
consequentemente a formacado de Ang Il, ainda assim podera haver a formacéo
deste peptideo diretamente a partir do angiotensinogénio com subsequente
quebra da Ang Il pela ECA2 formando a Ang-(1-7) que, por sua vez, exercera
seu papel vasodilatador. Finalmente, observamos que o Losartan nao bloqueou
os efeitos do DIZE nos parametros cardiovasculares analisados. Seguindo o
raciocinio anterior, bloqueando o AT; a Ang Il continuara a ser formada e
quebrada em Ang-(1-7) pela ECA2, podendo assim, o DIZE exercer seus
efeitos.
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VII. CONCLUSAO

O ativador da ECA2 enddgena DIZE causa uma significativa diminuicéo
na PA com consequente aumento na FC de ratos acordados quando
administrado intravenosamente. Estes efeitos sdo imediatos e duradouros e
sdo independentes dos receptores Mas e ATy, da ECA e da sintese de NO e de

prostaglandinas.
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