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RESUMO



A Angiotensina-(1-9) € um nonapeptido formado pela hidrolise da Ang | via ECA 2, que
parece ter acdes contra-regulatérias do eixo classico do SRA. Estudos recentes sugerem
que a Ang-(1-9) exerce seus efeitos via receptor AT2, contudo, a ferramenta
farmacoldgica que vem sendo utilizada para avaliar a interacdo Ang-(1-9) com o receptor
AT2, o PD123319, recentemente foi descrito como antagonista ndo especifico do
receptor ATz, interagindo também com o receptor MrgD. Sendo assim, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar a participagdo dos receptores ATz, Mas e MrgD nos efeitos
cardiovasculares da Ang-(1-9). Foram realizadas técnicas de reatividade vascular. A
Ang-(1-9) produziu um relaxamento vascular dose-dependente em anéis de aorta de
ratos SD, que néo foi modificado pelo antagonista seletivo do Mas, resultados similares
foram observados com o antagonismo farmacologico dos receptores ATz e MrgD. Houve
uma atenuacdo da vasodilatacdo induzida pela Ang-(1-9) nos camundongos Mas
nocaute quando comparado com os animais WT, mas a resposta nao foi abolida. Nao
houve diferenca na resposta relaxante entre os camundongos AT:2 nocaute e WT,
Também foi avaliado a interacdo da Ang-(1-9) com a Alamandina,e Ang-(1-7), na qual
de forma surpreendente os resultados demonstraram inibicdo cruzada do efeito
vasorrelaxante induzido pela Ang-(1-9). Os resultados obtidos neste estudo sugerem
Ang-(1-9) ndo induz seus efeitos biolégicos por interagir com o receptor AT2. 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 acdes através de outro receptor, ainda nao identificado, que em algumas situacfes
pode ser sensivel a PD123319. Com relacdo a interacado entre Ang-(1-9), Alamandina e
Ang-(1-7), observamos que Ang-(1-9), atenua o efeito tanto da Ang-(1-7) quanto da
Alamandina. E essa interagao parece envolver COX-1, COX-2 e direta ou indiretamente
o0 receptores AT

Palavras-chave: Angiotensina-(1-9), Alamandina, Angiotensina-(1-7), Receptores,

Mas, ATz, AT1, MrgD.



ABSTRACT



Angiotensin- (1-9) is a nonapeptide formed by the hydrolysis of Ang | via ECA 2, which
appears to have counter-regulatory actions on the classical axis of the SARS. Recent
studies suggest that Ang- (1-9) exerts its effects via the AT2 receptor, however, the
pharmacological tool that has been used to evaluate the Ang- (1-9) interaction with the
AT2 receptor, PD123319, has recently been described as a non-specific antagonist of
the AT2 receptor, also interacting with the MrgD receptor. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the participation of AT2, Mas and MrgD receptors in the
cardiovascular effects of Ang- (1-9). Vascular reactivity techniques were performed.
Ang- (1-9) produced a dose-dependent vascular relaxation in aorta rings of SD rats,
which was not modified by the selective Mas antagonist, similar results were observed
with the pharmacological antagonism of the AT2 and MrgD receptors. There was an
attenuation of vasodilation induced by Ang- (1-9) in the Mas knockout mice when
compared to the WT animals, but the response was not abolished. There was no
difference in the relaxing response between AT2 knockout and WT mice. The
interaction of Ang- (1-9) with Alamandin, and Ang- (1-7) was also evaluated, in which
surprisingly the results showed cross-inhibition. of the vasorelaxant effect induced by
Ang- (1-9). The results obtained in this study suggest that Ang- (1-9) does not induce
its biological effects by interacting with the AT2 receptor. In addition, the effects
induced by Ang- (1-9) are not mediated by the angiotensinergic receptors Mas and
MrgD. Therefore, we can suggest that Ang- (1-9) performs its actions through another
receptor, not yet identified, which in some situations may be sensitive to PD123319.
Regarding the interaction between Ang- (1-9), Alamandina and Ang-(1-7), we
observed that Ang- (1-9), attenuates the effect of both Ang-(1-7) and Alamandina. And
this interaction seems to involve COX-1, COX-2 and directly or indirectly the AT1
receptors

Keywords: Angiotensin-(1-9), Alamandine, Angiotnsin-(1-7), Receptors, Mas, AT2,

AT1, MrgD.



LISTA DE FIGURAS



Figura 1 - Via classica do sistema renina angiotensina ..........ccccceeeeeeeeveeeveeveeeeennnnnns 28

Figura 2 - llustragdo mais atualizada do sistema renina-angiotensina
.................................................................................................................................. 31
Figura 3 - Esquema representativo do experimento de reatividade vascular ........... 39
Figura 4 - Efeito da Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD ...........ccccvveeeeeeeennnns 55

Figura 5 a) - Efeito da remocdo mecanica do endotélio vascular no efeito vaso

relaxante da Ang-(1-9) em anis de aorta toracica de ratos

Figura 5 b) - Efeito da Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD quando pré-incubada

(o0] 0 4 1 IR A\ =1 1T 56

Figura 6: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos

sprague-dawley na presenca de A-779 .. ... 57

Figura 7 - Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos

sprague-dawley na presenca de D-Pro7 ..o 58

Figura 8 - Efeito induzido pelo peptideo Angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos

sprague-dawley na presenca de PD123 319.........uciiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 59

Figura 9 - Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos

sprague-dawley na presenca de Dpro’ € PD 123 139 ........cccceeeviieeiiiieecciee e 60



Figura 10 - Efeito induzido pela Angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de
camuNAoNgOS FVB/N W ...t e e e e e e e e s 61

Figura 11 - Efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de
camundongos FVB/N Mas Knockout (Mas-/-) e FVB/N wildtype (Mas +/+)........... ... 62

Figura 12 - : Efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de

camundongos FVB/N Mas Knockout (ATz2-/-) e FVB/N wildtype (AT2 +/+)............ ... 63
Figura 13 a) - Efeito da pra Ang-(1-7) em anéis de ratos SD) ...........ccceeevveeeeeieennn oo 64
Figura 13 b) - Efeito da Alamandina em anéis de ratos SD ........c.cccccoviiviviiieeeenes onn 64

Figura 14 a) - Efeito da Ang-(1-9) pré-incubada, sobre as curvas concentracédo
resSpPOSta PAra: ANG-(1-9) .. e 66

Figura 14 b) - Efeito da Ang-(1-9) pré-incubada, sobre as curvas concentracdo
resposta para AlamMandiNag..............ooiiiiiiiiiiiii e, o 66

Figura 14 c) - Efeito da Ang-(1-9) pré-incubada, sobre as curvas concentracédo
FESPOSLA PAFA ANG-(L-7) e e 66

Figura 15 a) - Efeito da Alamandina pré-incubada, sobre a curva concentragéo
resposta pra Ang-(1-9) em anéis de ratos SD)........ccovvvuuriiiiiiiieeeieieeee e e eeeeaen e 67

Figura 15 b) - Efeito da Ang-(1-7) pré-incubada, sobre a curva concentracao resposta

pra Ang-(1-9 ) em anéis de ratos SD...........ouuiiiiiii i 68



Figura 16 a) - Efeito da indometacina pré-incubada, sobre a curva concentracao

resposta pra Ang-(1-9) em anéis de ratos SD)......cccooeeiiiiiiiiii 69

Figura 16 b) - Efeito do ibuprofeno pré-incubado, sobre a curva concentracao

resposta pra Ang-(1-9) em anéis de ratos SD) .........ccocoiiiir v 69

Figura 17 - Efeito do SC560 pré-incubado, sobre a curva concentracdo resposta pra
ANQg-(1-9) €M aNEIS 0 A0S SD ......cceiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 70

Figura 18 a) - Efeito da indometacina pré-incubada, sobre a curva concentracao

resposta pra Alamandina em anéis de ratoS SD ..........ccccccuvumimiminimiiiiini. 71

Figura 18 b) - Efeito do ibuprofeno pré-incubado, sobre a curva concentracéo

resposta pra Alamandina em anéis de ratos SD) ..........cccururummmmmmmnniriniii.. 71

Figura 19 - Efeito do SC560 pré-incubado, sobre a curva concentracdo resposta pra

Alamandina em anéis de rat0S SD).....cccouiiiiiiiiiiiiiiie e 72

Figura 20 a) - Efeito da indometacina pré-incubada, sobre a curva concentracao

resposta pra Ang-(1-7) em anéis de ratos SD)........ccccceiurimiiiiiiiiiiii, 73

Figura 20 b) - Efeito do ibuprofeno pré-incubado, sobre a curva concentracéo

resposta pra Ang-(1-7) em anéis de ratos SD)........ccoeuuvuiiiiiieerieeeiiiin e 73

Figura 21 - Efeito do SC560 pré-incubado, sobre a curva concentracdo resposta pra
ANQG-(1-7) em anéis de rat0S SD)........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 74



Figura 22 a) - A Indometacina no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada

sobre a curva concentracao resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD.

Figura 22 b) - O Ibuprofeno no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a

curva concentracdo resposta para Ang-(1-9). em anéis de aorta de ratos SD.......... 75

Figura 23 a) - A Indometacina no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada

sobre a curva concentracao resposta pra Alamandina em anéis de aorta de ratos SD

Figura 23 b) — O iburofeno no o efeito promovido pela Alamandina pré-incubada sobre
a curva concentragdo resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD.......... 77

Figura 24 a) - A Indometacina no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada
sobre a curva concentracdo resposta pra Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratos SD 77

Figura 24 b) - O ibuprofeno no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada sobre
a curva concentracdo resposta pra Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratos SD.......... 78

Figura 25 a) - O SC560 no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a
curva concentracao resposta para Ang-(1-9), em anéis de aorta de ratos SD.......... 79

Figura 25 b) - O SC560 no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a
curva concentracao resposta pra Alamandina em anéis de aorta de ratos SD.......... 79

Figura 25 c) - O SC560 no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a

curva concentragdo resposta pra Ang-(1-7). em anéis de aorta de ratos.................. 80



Figura 26 a) - A Indometacina no o efeito promovido pela Alamandina pré-incubada

na curva concentracao resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD........ 81

Figura 26 b) - O Ibuprofeno no o efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na

curva concentragdo resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD............. 81

Figura 26 c) - O SC650 no efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na curva

concentracdo resposta pra Ang-(1-9em anéis de aorta de ratos SD......................... 82

Figura 27 - Efeito do Losartan pré-incubado, sobre a curva concentracao resposta pra
ANQg-(1-9 ) em aNnE€iS de rat0S SD).....cceiiiiiiiiiiiiiiiieie et r e e e e e 83

Figura 28 - Efeito do Losartan pré-incubado, sobre a curva concentracao resposta pra

Alamandina em anéis de ratoS SD). ....cccooiiiiiiiiiiiiiiie e 83

Figura 29 - Efeito do Losartan pré-incubado, sobre a curva concentracao resposta pra
ANg-(1-7) em aneéis de rat0S SD).). ..ccciiiiiiiiiiiiiiiiiii e 84

Figura 30 a) - O Losartan no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado na curva

concentracdo resposta para a) Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD,. .............. 85

Figura 30 b) - O Losartan no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado na curva

concentracéo resposta para Alamandina em anéis de aorta de ratos SD................. 85

Figura 30 c) - O Losartan no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado na curva

concentracéo resposta para Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratos SD .................... 86



Figura 31 - Losartan no efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na curva

concentracao resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD ...........cc....e.... 87



SUMARIO



RESUMO ... 09

Y = S 3 1 ¥ A 3 IO 11
L INTRODUGAO ..ottt e et eaennanis 23
1.1 Sistema Rinina-Angiotensina CIASSICO.......coceeviiiiiiiiiiiie e 24
1.2 Enzima Conversora de Angiotensina 2 e visdo Moderna do SRA..........cccccvveeen. 29
1.3 ANGIOTENSINA-(L-9)...uuuuuuiiuuuiniuinninninunnnananaannnnansanasssaassnnsessnsasnnasnnnnsssssnnnnnnnnnes 32
1RO 1 I Y 1 T 34
2.1 ODJELIVO QEIAI ...uuuiiii et e e 34
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ...uvviiiiiieiiiiiitiii e e s 34
HI. MATERIAL E METODOS ....oviviieeceeeeeee ettt 36
I 00 I 10 = VP 37
3.2 Montagem € preparaGao dOS VASOS ......uuiieeeeeeeireiiiiiiiieeeeeeeeeeeaanneeeeeeeeeesnnnnnnnnn 37
3.3 Protocolos eXPEriMENTAIS .......ccooeeeeeeeeeeeee e 39
3.7 ANAIISE EStatiStCA ....cceee oo 53
V. RESULTADOS ....oiitiiiiiiiituititttieteeeetaeeseeaeeseesseessssasssassasssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnnnes 54
4.1. Efeito da Ang-(1-9), em anéis de aorta de ratoS...............ovveeieieeeeeieeiiiiiie e, 55

4.2. Efeito induzido pelo antagonismo farmacolégico dos receptores Mas, ATz e MrgD,
sobre a resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aortas de ratos

Y0 = 1o T8 L= Fo LY [ PSPPI 57
4.3. Efeito do peptideo Ang-(1-9) em aorta isolada de camundongos FVB/N........... 60

4.4 Efeito da Ang-(1-7) e Alamandina, em anéis de aorta de ratos.............cccceeennee... 63



4.5 Efeito da Interacdo da Ang-(1-9) com outras angiotensinas............cccccccceeeeeeennnn. 65

4.6 Avaliagdo do mecanismo dos efeitos da Ang-(1-9) em anéis de aorta................ 68
V. DISCUSSAOD ..ot e e ettt et et e et et e et e e et e ee e st e e e neee s 88
VI CONCLUSAOD ... ettt et et e e s, 96

VI REFERENCIAS ..o e ettt 89



l. INTRODUCAO



24

1.1 SRA Classico

A presséao arterial (PA) envolve complexos mecanismos, uma rede integrada
de oOrgdos e sistemas que trabalham de forma associada para manutencdo da
homeostase. O controle da PA ocorre de forma pleonéstica por sistemas de controle
de feedback e feedforward, que atuam a curto, médio e a longo prazo. Nesse
complexo sistema, participam o sistema nervoso autbnomo simpético e
parassimpatico, hormdnios circulantes e mecanismos de autorregulardo locais
(fatores metabdlicos e endoteliais), que interagem para controlar o debito cardiaco e

a resisténcia vascular, mantendo a PA estavel (Dampney et al., 2002).

As doencas cardiovasculares (DCV) atualmente sdo a principal causa de
morbidade e mortalidade no mundo. Estima-se que 17,7 milhdes de pessoas
representando 31% das mortes em 2015 no mundo foram em decorréncia de DCV,
segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS 2017). O principal fator de risco para
o desenvolvimento dessas doencas € a hipertensao 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 estabelecimento da hipertensao arterial, a faixa de variacdo da
PA (set point) € 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 debito cardiaco. Estas altera¢des periféricas
sdo desencadeadas por alteracdes centrais, como alteracdes na sensibilidade
barorreflexa (Veerasingham and Raizada, 2003), aumento na atividade do sistema

nervoso simpatico (Esler, 2000) e alteracdes na atividade do sistema renina
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angiotensina (SRA), que desempenham um papel chave na patogénese da

hipertensao arterial (Britto et al., 1997; Ferrario, 1990; Santos et al., 1989).

O sistema renina-angiotensina (SRA) € um sistema hormonal vastamente
estudado, o qual cumpre um papel importante na regulacdo central e periférica da
pressdo arterial e no equilibrio hidro-eletrolitico, além de estar envolvido na

fisiopatologia de varias doencas cardiovasculares (Peach, 1977; Santos et al., 2000).

Em 1898 Tiegerstedt e Bergman desenvolveram o0s primeiros estudos
relacionados ao SRA. Esses autores descreveram que extratos ndo purificados do
cortex renal originavam um aumento prolongado da pressédo 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 elevacao
mantida da pressao arterial restringindo o fluxo sanguineo para os rins. Embora fosse
reconhecido que o aumento da pressdo 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) (Goldblattet al., 1934).

Ja em 1940, trabalhando de forma independente Braun-Menendez e cols., na
Argentina e Page e Helmer, nos Estados Unidos, descreveram que o peptideo
pressorico ndo era a renina, e sim um produto da agéo 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 agregacéo entre 0s
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termos “hipertensina”, originado na Argentina e “angiotonina”, nos Estados Unidos,
passou a ser usado com o intuito de unificar essa terminologia (Braun-Menendez and

Page, 1958).

Aproximadamente dez anos apds os trabalhos desses dois grupos de
pesquisadores, foram identificadas duas formas de angiotensina, a angiotensina |
(Ang 1) e a angiotensina Il (Ang Il), sendo a primeira resultado da hidrélise do
angiotensinogénio e a segunda resultado da quebra enzimatica da Angiotensina |
(Skeggs et al., 1954). Skeggs e cols. em 1956 elucidaram a cascata de formacéo 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 sdo angiotensinogénio,
renina, Angiotensina | (Ang 1), enzima conversora de angiotensina (ECA) e
Angiotensina Il (Ang Il). A renina € uma aspartil protease secretada por células
justaglomerulares da arteriola aferente. A secrecao da renina € estimulada por queda
da presséo de perfusao renal, diminuicao da concentracao de sédio nos tubulos distais
do néfron e por excitagdo do nervo simpatico renal via estimulagdo p1-adrenérgica
das células justaglomerularese retroalimentag¢ao negativa por uma acao direta da Ang

Il nas células justa glomerulares (Atlas, 1998).

O octapeptideo Ang Il € 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 | € biologicamente inativa e, sob a acdo da ECA, forma
a Ang Il (Atlas, 2007; Lentz et al., 1956). Atualmente, é aceito que Ang |l também pode

ser formada a partir de vias independentes de renina/ECA, e que Ang | e Ang Il podem



27

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 sao
antagonizados seletivamente por bimefilmidazoles, como losatana, enquanto tetra-
hidroimidasopiridinas como o PD123319, antagonizam os receptores AT2. Ang Il
também pode exercer seus efeitos bioldgicos atuando de forma indireta através da
liberacdo de outros fatores ou através de cross-talkcom cascatas de sinalizacéo
intracelulares de outros agentes vasoativos, fatores de crescimento e/ou citocinas

(Berry et al., 2001).

bY

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

Keidar et al., 2007).
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Angiotensinogénio
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Figura 1: llustragdo esquematica do sistema renina-angiotensina mostrando a via “classica”

de formacédo da angiotensina Il e seu receptor. ECA, Enzima Conversora de Angiotensina;
AT1, Receptor de Angiotensina Il.

Enquanto os receptores AT1 sdo amplamente distribuidos, a expressdo dos
receptores ATz é mais limitada. Sabe-se que esses receptores estdo presentes
principalmente em tecidos fetais em desenvolvimento, 0 que sugere uma possivel
participacdo na morfogénese dos érgaos (Kim and Iwao, 2000). Em adultos, o ATz é
encontrado no utero, em células granulosas do ovario, na medula adrenal, em
diferentes nucleos cerebrais, cardiomiécitos, células da musculatura lisa vascular e
células endoteliais (Kim and Iwao, 2000; Matrougui et al., 1999). Estudos sugerem que
a interagdo da Ang Il com o receptor ATz desencadeia, na maior parte das vezes,
efeitos contrarios aos observados pela interagdo da Ang Il com o receptor AT (Berry

et al., 2001; Carey et al., 2001). Neste sentido, Tsutsumi e cols. em 1999 sugerem que
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a ativacdo dos receptores ATz, nos vasos sanguineos, pode desencadear uma
resposta vasodilatadora dependente da sintese de cininas e oOxido nitrico (NO)
(Tsutsumi et al., 1999). Estudos in vivo, baseando-se na superexpressao ou delecéo
genética do receptor ATz, demonstraram que este receptor & capaz de inibir varias
acoes mediadas pelo receptor AT1 (Hein, 1998). Abdalla e colaboradores em 2001,
demonstraram que o receptor ATz pode formar heterodimeros com o receptor AT1
independentemente da ligacdo da Ang Il, sugerindo que a interacdo entre esses dois
receptores possa promover uma alteracdo conformacional em AT1 impossibilitando a
ativacdo de suas vias de sinalizacdo. Apesar destes achados literarios, a importancia
funcional dos receptores AT2 em humanos e 0s 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

Em 2000, uma nova carboxipeptidase foi descoberta, a ECA2 (Donoghue et al,
Tipnis 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 éxons e as varias
similaridades entre a sequéncia genémica da ECA2 e a sequéncia da ECA, sugere
uma relagao evolutiva entre esses dois tipos de genes (Turner et al., 2002). Porém, a

especificidade da ECA2 é diferente da ECA. A ECA2 hidrolisaa Angl,a Angll e o


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tipnis%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10924499
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metabolito da bradicinina [des-Arg9], mas nédo hidrolisa a bradicinina. Sugerindo que
a especificidade da ECA2 possa estar relacionada a sua fungcdo como
carboxipeptidase com uma preferéncia por um residuo hidrofébico C-terminal, ou seja,
uma acao 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 € diferente da CP-A e da ECA e tal
distincdo € 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 é que ao hidrolisar a Ang Il e a Ang I, a ECA2 apresenta uma via
metabdlica para a formacdo de Ang-(1-9) e Ang-(1-7) (Vickers et al., 2002), dessa
forma a caracterizacdo da ECA2 possibilitou a divisdo dos dois eixos distintos de

formacao de peptideo no sistema, cujas as acdes sao aparentemente modulatorias.

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 caracteriza¢éo do receptor Mas e
demonstraram que: (1) ha um unico sitio especifico de ligacdo para Ang (1-7) e
estudos com o antagonista seletivo deste heptapeptideo, A-779, indicaram a
existéncia de um receptor especifico da Ang- (1-7), (2) a delecdo genética deste
receptor aboliu a ligagdo 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) ap6s uma sobrecarga aguda de agua, (4) a Ang-(1-7) interage
com o receptor Mas em células transfectadas promovendo liberacdo de &cido

araquidénico e (5) animais deficientes para receptor Mas tem o relaxamento vascular
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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, 2018).

Angiotensinogen
Renin/ProRenin
< Receptor
f f G V
Ang | ees » Ang-(1-9)
\Z v
r r v
o )
Ang i e s Ang17) o> [ Ang+{1:5)
?
= \/ 4>
W 72 Namandine

> K

AMP mp » I r\\]'.‘lx‘-) ) fror ) LL
Ang A 3\ s @ @/
Y Ang il 4 ®

Alamandine v W ams
?

Ang IV » »

Figura 2: llustracdo mais atualizada do sistema renina-angiotensina. (Santos, 2014)
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1.3 Angiotensina-(1-9)

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

acao de carboxpeptidase (Johnson et al., 1989).

A Angiotensina-(1-9) é um nonapeptideo formado a partir da conversdo da
angiotensina | através de peptidases, incluindo a carboxipeptidase A (CxA), catepsina
A (CpA) e ECA2 (Ocaranza et al., 2014a) Fig. 2. Além desta bioconverséo, a ECA 2
degrada Ang Il em Ang- (1-7), prevenindo desta forma, o acimulo de Ang Il enquanto
favorece a formacgéo 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
0 receptor ATz, esta atividade mostrou-se importante com os atuais modelos de
sinalizacao farmacolégicade receptores acoplados a proteina G (Ocaranza and Jalil,

2012).

Estudos recentes sugerem que a Ang-(1-9) atua via receptores ATz,
desempenhando importante papel no sistema cardiovascular, como: vasodilatacéo,

acao anti-hipertréfica em cardiomiécitos, acao anti-hipertensiva e anti-proliferativa
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(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 interacdo Ang-(1-9)/AT2, € o antagonista do receptor ATz,
PD123319, recentemente foi demonstrado que esse antagonista apresenta
importante promiscuidade, inibindo poe exemplo o receptor MrgD (Lautneret al.,
2013). Levando-nos a hipotese de que a Ang-(1-9), pode desencadear suas acdes por

meio de um receptor diferente do que vem sendo descrito na literatura.

Tanto o receptor ATz, 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).

Além disso, observando a similaridade dos efeitos vasoativos da Ang-(1-7),
Alamandina e Ang-(1-9), levantamos a hipdétese que 0os mesmos poderiam ativar
receptores e exercer efeito sinérgico e/ou cumulativo em anéis de aorta de ratos. Em
virtude dessas possiveis consequéncias, funcionais ou terapéuticas torna-se

importante compreender os mecanismos envolvidos.



II. OBJETIVOS
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2.10bjetivo geral:

Avaliar os efeitos vasculares induzidos pela Angiotensina-(1-9), em aortas de

ratos e camundongos

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Avaliar os mecanismos envolvidos nos efeitos da Angiotensina-(1-9) em anéis

de adrticos de camundongos e ratos.

2.2.2 Avaliar a participacao dos receptores Mas, ATz e MrgD nos efeitos vasculares

do peptideo Ang-(1-9).

2.2.3 Avaliar o possivel efeito sinérgico e cumulativo do peptideo Ang-(1-9) com

outras angiotensinas e 0s possiveis mecanismo envolvidos.



IIl. MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais Experimentais

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados camundongos machos
FVBN wild type (WT), FVBN com delecdo genética do receptor Mas (Mas”-) ou com
delecdo genética do receptor ATz (AT27); com idade entre 10 a 12 semanas. 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 hipertensdo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade

Federal de Minas Gerais

3.2 Montagem e preparacao dos vasos

Os camundongos 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 tensdo isométrica foi
registrada através de transdutor acoplado a um sistema computadorizado. O sistema
foi montado em cuba para 6rgéo isolado contendo 10 mL de solucao fisiologica de
Krebs, com a seguinte composicdo (em mmol/L): NaCl 135,0; KCI 5,0; KH2PO4 1,17,
CaCl2 2,5; MgSOa4 1,4; NaHCOs3 20; glicose 11,0; em pH 7,4 sob gaseificacdo com

mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2), e temperatura controlada a 37°C. As
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preparacdes permaneceram em repouso por 60 minutos, sob tensdo basal constante

de 0,5gem

camundongos e 1g pra ratos, durante este periodo foram lavadas com a

solucéo de Krebs em intervalos de 15 minutos.

Apés o periodo de estabilizacdo, a viabilidade da preparacdo foi testada
utilizando fenilefrina (Phe) (100 nmol/L) e a integridade do endotélio foi verificada com
a administracdo de acetilcolina (ACh - 1umol/L). De acordo com o 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, PtyLtd. Bela Vista,Australia) conectados a um amplificador (QUAD
Bridge, PtyLtd. Bela Vista, Australia). O programa Power Lab verséo 7.1 foi utilizado

para aquisicéo 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:

Determinacdo do efeito da Ang-(1-9) em anéis de aorta toracica de ratos e

camundongos.

Objetivo: Verificar se a Ang-(1-9) induz vasorrelaxamento 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.
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strain gauge [T
transducer =ty

37°C
H0 tissue bath
37°C

vire hooks — H0
Krebs buffer

carbogen
(95% O, + 5% CO,)

Concentragdo-resposta

Avaliacdo da participacdo do endotélio vascular na resposta relaxante da Ang-(1-9)

em anéis de aorta.

Objetivo: Verificar a participacdo do endotélio na resposta relaxante da Ang-(1-9) na

artéria aorta.

Foram construidas curvas cumulativas concentracao-resposta para Ang-(1-9)
em preparacdes com endotélio vascular na presenca de L-Name e sem o endotélio

vascular, previamente pré-contraidas com Phe.
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L-NAME (1pm)

37°C
H0 tissue bath
37°C

vire hooks — H,0

Krebs butfer -~

carbogen
(95% O, + 5% CO,)

Ang-(1-9)

!

Concentragdo-resposta

Avaliacdo da participacdo dos receptores Mas e MrgD 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 Mas e ou MrgD.

Foram realizadas curvas cumulativas concentracdo-resposta para Ang-(1-9)
em anéis de aorta de camundongos nocautes 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.
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A779 (10um) D-Pro” (1o0pm) WT vs Mas KO

)\ 20 min. | 20 min. A

strain gauge
transducer

3r°c

37°c 3r°c H,0

H,0 H,0 tissue bath
37°C

H,0

— — vire hooks—
vire hooks —— H0 vire hooks —— H0

Krebs buffer Krebs buffer Krebs buffer

carbogen
(95% O, + 5% CO,)

aortic ring 4 aortic ring 4 aortic ring d{‘
Ang-(1-9) Ang-(1-9) Ang-(1-9)
\ J | J \ J
[ [ |
Concentragdo-resposta Concentragdo-resposta Concentragao-resposta

Avaliacdo da participacdo do receptor AT» no efeito vaso relaxante induzido pela Ang-

(1-9) em anéis de artéria aorta.

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

dependente do receptor ATz.

Foram realizadas curvas cumulativas concentragéo-resposta para Ang-(1-9)
em anéis de aorta de camundongos nocautes para receptor ATz, e de ratos SD,

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

PD123 319 (10uv) WT vs AT,

A 20 min. |

strain gauge
transducer

37°C
H,0

vire hooks— H.0 e hooke="

Krebs buffer Krebs buffer

‘carbogen

carbogen
(95% O + 5% CO,) (95% O, + 5% CO,)

aortic ring 4 aortic ring 4
Ang-(1-9) Ang-(1-9)
( J | J
! |

Concentragdo-resposta Concentragdo-resposta
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Avaliacao da participacdo dos receptores Mas, AT> MrgD no efeito vaso relaxante da

Ang-(1-9) em anéis de aorta toracica.

Objetivo: verificar se a resposta vascular desencadeada pela Ang-(1-9)

depende dos receptores Mas, ATz e MrgD.

Foram realizadas curvas cumulativas concentracao-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 ATz e MrgD.

D-Pro” (10um)

PD123 319 (10um)

)\ 20 min.

Ang-(1-9)

|

Concentragdo-resposta

Avaliacado da interacdo entre a Ang-(1-9) com Ang-(1-7) e Alamandina

Avaliacdo do efeito da Alamandina e Ang-(1-7) na resposta relaxante na artéria aorta.

Objetivo: Verificar o efeito vaso relaxante da Alamandina e Ang-(1-7) em

anéis de aortas de ratos SD.
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Foram construidas curvas cumulativas concentracdo-resposta para
Alamandina e Ang-(1-7) em preparacdes com endotélio vascular preservado,

previamente pré-contraidas com Phe.

strain gauge [

strain gauge
transducer S

transducer =
-

tissue bath tissue bath
37°C 37°C

vire hooks — H0 vire hooks — H0

Krebs buffer -~ Krebs buffer 7~

aortic nng/ . aortic nng/ '
Alamandina Ang-(1-7)
|

Concentragdo-resposta

Avaliacao da pré-incubacdo com Ang-(1-9 nas curvas concentracao-resposta pra Ang-

(1-9), Alamandina e Ang-(1-7).

Objetivo: Verificar se as curvas concentracao resposta para Ang-(1-9),
Alamandina e Ang-(1-7), sofrem alteragdes quando os vasos sao pré-incubados com

Ang-(1-9).

Foram construidas curvas cumulativas concentracdo-resposta para Ang-(1-9),
Alamandina e Ang-(1-7) em anéis de aorta pré-incubados (20 min) com Ang-(1-9)

(200pmol/l).
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| 20 min.
strain gauge strain gauge strain gauge [
transducer transducer transducer iy
37°C 37°c 37°C
.0 tissue bath HO tissue bath HROT= L L Bl tissue bath
37°C 37°C 37°C
e hogks—" RO vire hooks — H,0 Jire hooks — H,0
Krebs butfer Krebs butfer Krebs buffer
carbogen carbogen carbogen
(95% O + 5% CO,) (95% O, + 5% CO,) (95% O, + 5% CO,)
aortic ring 4 aortic ring 4 aoric ring 4
drain drain drai

Concentragdo-resposta

Efeito da pré-incubacdo com Alamandina ou Ang-(1-7), na curva concentracio-

resposta pra ang-(1-9).

Objetivo: Verificar se as curvas concentragdo resposta para Alamandina ou

Ang-(1-7), sofrem alteracbes quando pré-incubadas com Ang-(1-9).

Foram

construidas curvas

cumulativas

concentragdo-resposta  para,

Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com Ang-(1-9) (100umol/l) em preparacdes

com endotélio vascular preservado.

Alamandina (100nm)

20 min.

37°c
H,0

vire hooks —

Krebs butfer

rans

3rc
H,0

vire hooks —

Krebs butfer

ucer

Ang-(1-7) (100nm)

tissue bath
37°C

H,0

carbogen
(95% O, + 5% CO,)
'
drain
Ang-(1-9)

|

Concentragdo-resposta
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Avaliacdo da participacdo de prostaglandinas no efeito vaso-relaxante promovidos

pela Ang-(1-9), Alamandina e Ang-(1-7).

Objetivo: Verificar se as curvas concentracao resposta para Ang-(1-9),
Alamandina ou Ang-(1-7), sofrem alteracdes quando pré-incubadas com inibidor nédo
especificos para COX.

Foram construidas curvas cumulativas concentracédo-resposta para: Ang-(1-9)

Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com indometacina ou Ibuprofeno em

preparacdes com endotélio vascular preservado.

Indometacinaou Ibuprofeno (10um)
)\ 20 min.

strain gauge (£
transducer

[ ]
strain gauge [0
transducer

37°c
H,0

vire hooks —

37°c
H,0
Krebs butfer

vire hooks —

Krebs butfer
\cmbo en

e
(95% O + 5% COy)

Alamandina
J

\
|

Concentragdo-resposta

Avaliacdo da participacdo das prostaglandinas na interacdo entre a Ang-(1-9) com

outras angiotensinas.
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Objetivo: Verificar se as curvas concentracao resposta para Ang-(1-9),
Alamandina ou Ang-(1-7) pré incubadas com Ang-(1-9), sofrem alteracdes na

presenca dos inibidores ndo especificos para COX indometacina ou ibuprofeno.

Foram construidas curvas cumulativas concentracéo-resposta para: Ang-(1-9)
Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com Ang-(1-9) e indometacina ou Ibuprofeno

em preparacdes com endotélio vascular preservado.

Ibuprofeno ou Indometacina (10um)

Ang-(1-9) (100nm)
| 20 min.

strain gauge [
transducer iy

rrrrrrrr

37°C

37°c
H,0 H,0

vire hooks — vire hooks —

Krebs butfer Krebs butfer 7~

Alamandina Ang-(1-7)

[

Concentragdo-resposta

Avaliacdo das prostaglandinas no efeito promovidos pela pré-Incubacdo da

Alamandina na curva concentracao resposta para Ang-(1-9)

Objetivo: Verificar se a curva concentragdo resposta para Ang-(1-9) sofre
alteracdes quando pré incubada com Alamandina, na presenca de inibidores nao

especificos para COX.

Foram construidas curvas cumulativas concentracdo-resposta para: Ang-(1-9)
pré-incubada com Alamandina na presenca de inibidores ndo especificos para COX

(indometacina ou Ibuprofeno) em preparac¢des com endotélio vascular preservado.
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Indometacinaou Ibuprofeno (10um)

Alamandina (100nm)

tissue bath
37°C

H,0

carbogen
(95% O + 5% CO;)

Concentragdo-resposta

Avaliacdo da COX-1 no efeito vaso-relaxante promovidos pela Ang-(1-9), Alamandina

e Ang-(1-7).

Objetivo: Verificar se as curvas concentracdo resposta para Ang-(1-9),
Alamandina ou Ang-(1-7), sofrem alteragdes quando pré-incubadas com inibidor

especifico para COX-1.

Foram construidas curvas cumulativas concentracéo-resposta para: Ang-(1-9)
Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com inibidor especifico para COX-1 SC560 em

preparacdes com endotélio vascular preservado.
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Concentragdo-resposta

Avaliacdo da COX-1 nos efeitos promovidos pela pré-Incubacdo com Ang-(1-9)

Objetivo: Verificar se as curvas concentracdo resposta para Ang-(1-9),
Alamandina ou Ang-(1-7) pré incubadas com Ang-(1-9), sofrem alteragbes na
presenca do inibidor especifico para COX-1 SC560.

Foram construidas curvas cumulativas concentracédo-resposta para: Ang-(1-9)

Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com Ang-(1-9) e SC560 em preparacfes com

endotélio vascular preservado.
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Avaliacdo da COX-1 no efeito promovidos pela pré-Incubacédo da Alamandina na curva

concentracao resposta para Ang-(1-9)

Objetivo: Verificar se a curva concentragdo resposta para Ang-(1-9) sofre

alteracbes quando pré incubada com Alamandina, na presenca de um inibidor

especifico para COX.

Foram construidas curvas cumulativas concentracdo-resposta para: Ang-(1-9)

pré-incubadas com Alamandina e o inibidor especifico para COX-1 (SC560) em

preparacdes com endotélio vascular preservado.
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Concentragdo-resposta

Avaliacdo da participacdo do receptor AT: no efeito vaso-relaxante promovidos pela

Ang-(1-9), Alamandina e Ang-(1-7).

Objetivo: Verificar se as curvas concentracao resposta para Ang-(1-9),
Alamandina ou Ang-(1-7), sofrem alteracdes quando pré-incubadas com o inibidor

especificos para ATx.

Foram construidas curvas cumulativas concentracdo-resposta para: Ang-(1-9)
Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com Losartan em preparagdes com endotélio

vascular preservado.
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Avaliacdo da participacao do receptor AT nos efeitos promovidos pela pré-Incubacdo

com Ang-(1-9)

Objetivo: Verificar se as curvas concentracao resposta para Ang-(1-9),
Alamandina ou Ang-(1-7) pré incubadas com Ang-(1-9), sofrem alteracées na

presenca do antagonista especificos para o receptor ATs.

Foram construidas curvas cumulativas concentracdo-resposta para: Ang-(1-9)
Alamandina e Ang-(1-7) pré-incubadas com Ang-(1-9) e Losartan em preparacdes

com endotélio vascular preservado.

Losartan (aum)

Ang-(1-9) (100nm)
}\ 20 min.

Alamandina

|

Concentragdo-resposta

Avaliacdo da participacdo do AT: no efeito promovido pela pré-lncubacdo da

Alamandina na curva concentracdo resposta para Ang-(1-9)
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Objetivo: Verificar se a curva concentracdo resposta para Ang-(1-9) sofre
alteracdes quando pré incubada com Alamandina, na presenca do antagonista

especifico para AT1.

Foram construidas curvas cumulativas concentracéo-resposta para: Ang-(1-9)
pré-incubadas com Alamandina e Losartran em preparacfes com endotélio vascular
preservado.

Losartan (1um)

Alamandina (100nm)
}\ 20 min.

carbogen

(95% O; + 5% CO,)

Concentragdo-resposta

3.7 Andlise estatistica

As diferengcas entre as médias foram analisadas utilizando-se andlise de
variancia Two-way ANOVA seguido do pds teste Bonferroni. As analises estatisticas
foram realizadas pelo programa GraphPadPrism (GraphPad Software Corporation,
versao 5.00,2007). Os resultados sdo considerados estatisticamente diferentes

quando p< 0.05



V. RESULTADOS
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4.1. Efeito da Ang-(1-9), em anéis de aorta de ratos

Como esperado, a adi¢do de quantidades crescentes de Ang-(1-9), em anéis

de aorta de ratos SD pré-contraidos com fenilefrina produziu efeito vasorelaxante

dose-dependente (Emax = 15 £ 2,6%) (Fig. 4).
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Figura 4: Resposta da Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001
(Two-way ANOVA seguido do pos teste Bonferroni).

4.1.2 Avaliacdo da dependéncia da integridade do endotélio e da NOs no efeito vaso

relaxante da Ang-(1-9).

Observamos que a Ang-(1-9) em anéis de aorta com endotélio removido
mecanicamente nao apresenta efeito vasorelaxante (Emax = 0,3 £ 2,1%) (Fig. 5a). O
mesmo foi observado quando pré-incubamos os anéis (com endotélio) com L-Name

1uM (Emax = -0,4 + 1,5%) (Fig. 5b).
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Figura 5 a) Efeito da remog¢do mecénica do endotélio vascular no efeito vaso relaxante da Ang-(1-9)
em anis de aorta toracica de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do

pos teste Bonferroni)
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b) Efeito da Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD quando pré-incubada com L-Name. *p<0,05; **
p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pos teste Bonferroni)
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4.2 Efeito induzido pelo antagonismo farmacoldgico dos receptores Mas, AT2 e
MrgD, sobre aresposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aortas de

ratos Sprague-dawley

4.2.1 Efeito induzido pelo antagonismo farmacoldégico do receptor Mas através do

antagonista A-779, sobre a resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em

aortas de ratos Sprague-dawley.

A figura 6 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta

de ratos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina (phe).

O antagonismo farmacolégico do receptor Mas, pelo A-779, ndo altera

estatisticamente a resposta induzida pela Ang-(1-9).
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Figura 6: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos sprague-dawley
na presenca de A-779. *p<0,05; ** p<0.01; **p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pds teste

Bonferroni).
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4.2.1 Efeito do antagonismo dos receptores Mas e MrgD pelo D-Pro’-Ang-(1-7), sobre

a resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aorta de ratos Sprague-

dawley.

A figura 7 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta

de ratos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina (phe).

O antagonismo farmacolégico com dos receptores Mas e MrgD, o D-Pro’, ndo

alteraram o efeito vascular induzido pela Ang-(1-9) (Emax = 15,6 +1,7).
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Figura 7: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos sprague-dawley
na presenca de D-Pro7. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste

Bonferroni).

4.2.3 Efeito do antagonismo do receptor AT, pelo PD123 319, sobre a resposta

relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-9) em aorta de ratos Sprague-dawley.
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A figura 8 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 farmacoldgico com o antagonista do receptor ATz, PD123 319, ndo
alterou de forma significativa o efeito vascular induzido pela Ang-(1-9) (Emax = 22,7

5,4).
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Figura 8: Efeito induzido pelo peptideo Angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos sprague-dawley
na presenca de PD123 319. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pos teste

Bonferroni).

4.2.4 Efeito do antagonismo simultdneo dos receptores MAS, AT, e MrgD, pelo D-

Pro’-Ang-(1-7) e PD123 319, sobre a resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-

(1-9) em aorta de ratos Spraque-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).
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O antagonismo farmacologico dos receptores Mas, AT2 e MrgD, nao alterou de

forma significativa a resposta induzida pela Ang-(1-9)
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Figura 9: Efeito induzido pelo peptideo angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de ratos sprague-dawley
na presenca de Dpro” e PD 123 139. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pds
teste Bonferroni).

4.3. Efeito do peptideo Ang-(1-9) em aorta isolada de camundongos FVB/N

A Figura 10 mostra o efeito relaxante concentracao-dependente induzido pelo

peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N WT contendo endotélio

funcional, pré-contraidos com Fenilefrina (Phe).
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Figura 10: Efeito induzido pela Angiotensina-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N WT. .
*p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

4.3.2 Avaliacdo do receptor Mas na resposta relaxante induzida pelo peptideo Ang-(1-

9) em aorta de camundongos FVB/N mas knockout.

A Figura 11 mostra o efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta
de camundongos contendo endotélio funcional, pré-contraidos com Fenilefrina (Phe).
Comparamos a acao da Ang-(1-9) em camundongos com e sem a delecdo genética
do receptor Mas, sendo que os animais Knockout apresentaram um relaxamento mais

ténue em doses de maior concentragdo. O relaxamento, no entanto, nao foi abolido.
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Figura 11: Efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N Mas
Knockout (Mas-/-) e FVB/N wildtype (Mas +/+). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA
seguido do pds teste Bonferroni).

4.3.3 Avaliacdo da participacdo do receptor AT» na resposta relaxante induzida pelo

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

A Figura 12 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 comparamos a a¢ao da Ang-(1-9) em camundongos com e sem a
delecdo genética do receptor ATz, sendo que ndo houve diferenca entre 0os grupos,
sugerindo que a acao do peptideo pode ocorrer independente da presenca do receptor

AT2.
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Figura 12: Efeito induzido pelo peptideo Ang-(1-9) em anéis de aorta de camundongos FVB/N Mas
Knockout (ATz-/-) e FVB/N wildtype (AT2 +/+) (B*p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA
seguido do pds teste Bonferroni).

4.4. Efeito da Ang-(1-7) e Alamandina, em anéis de aorta de ratos.

Como ja € bem definido na literatura, a adi¢cdo de concentracdes crescentes de
Ang-(1-7) e Alamandina, em anéis de aorta de ratos SD pré-contraidos com fenilefrina,
produziu efeito vasorelaxante dose-dependente (Emax = 22 + 1,2%) e (Emax = 23

1,5%) respectivamente.
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Figura 13: a) Efeito da pra Ang-(1-7) em anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-
way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).
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b) Efeito da Alamandina em anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA
seguido do pds teste Bonferroni).
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4.5. Efeito da Interacdo da Ang-(1-9) com outras angiotensinas

4.5.1 Efeito da pré-incubacdo com Ang-(1-9) sobre as curvas concentracdo-resposta

para Ang-(1-9), Alamandina e Ang-(1-7).

Ao pré-incubar os anéis de aorta com Ang-(1-9) 100nM, observamos que o
efeito vasodilatador promovido pela Ang-(1-9) e Alamandina foram atenuados
(Emax =6 £ 2,4 e 9 £ 1,9% respectivamente) (Fig. 14a e 3b). Além disso, a Ang-
(1-9) inibiu completamente o efeito vaso relaxante induzido pela Ang-(1-7) (Emax =

-33 + 1,3%) (Fig. 14c).
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Figura 14: Efeito da Ang-(1-9) pré-incubada, sobre as curvas concentragdo resposta para: a) Ang-(1-9), b) Alamandina e c) Ang-(1-7). em anéis

de aorta de rato. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni)
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4.5.2 Efeito da pré-incubacdo com Alamandina ou Ang-(1-7), na curva concentracio-

resposta para Ang-(1-9).

Ao pré-incubar com Alamandina (20min), observamos que o efeito

vasorelaxante promovido pela Ang-(1-9) foi atenuado (Emax = 6 £ 2,4) (Fig. 15a).
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Figura 15: a) Efeito da Alamandina pré-incubada, sobre a curva concentragdo resposta pra Ang-
(1-9) em anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste

Bonferroni).

A pré-incubacédo com Ang-(1-7), ndo alterou o efeito vasorelaxante promovido pela

Ang-(1-9) (Emax = 17 + 2,6) (Fig. 15b)
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b) Efeito da Ang-(1-7) pré-incubada, sobre a curva concentracdo resposta pra Ang-(1-9 ) em anéis de
ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pos teste Bonferroni).
4.6. Avaliacdo do mecanismo dos efeitos da Ang-(1-9) em anéis de aorta.

Em etapa subsequente de nosso estudo passamos a avaliar 0 mecanismo de

acao direta da Ang-(1-79) em anéis de aorta bem como de sua interacdo com outras

angiotensinas.

4.6.1 Participacdo das prostaglandinas nos efeitos promovidos pela Ang-(1-9).

Ao tratar previamente os anéis com inibidores ndo especificos de COX,
(indometacina ou ibuprofeno), observamos que o efeito da Ang-(1-9) foi sutilmente

potencializado pela agdo da indometacina (Emax = 23 £ 2%) (Fig. 16a).



69

% Relaxation

30+

354 A& Ang-(1-9) (n=6)

20 4B Pre incubado com indo (n=5)
D 2 B A © p2)

[log [ang-(1-9)] ()]

Figura 16: a) Efeito da indometacina pré-incubada, sobre a curva concentragdo resposta pra Ang-(1-
9) em anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pds teste

Bonferroni).

Contudo, ao tratar previamente os anéis de aorta com o inibidor ndo especifico de
COX, ibuprofeno, observamos que o efeito da Ang-(1-9) ndo foi alterado de forma

estatisticamente significativa (Emax = 15 + 3%) (Fig. 16b).
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b) Efeito do ibuprofeno pré-incubado, sobre a curva concentracéo resposta pra Ang-(1-9 )em anéis de
ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).
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Bem como observado no resultado anterior, ao tratar previamente os anéis com o

inibidor para COX-1, SC560, notamos que o efeito da Ang-(1-9) néo foi alterado (Emax

= 15 + 3%). (Fig. 17).
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Figura 17: Efeito do SC560 pré-incubado, sobre a curva concentragao resposta pra Ang-(1-9) em anéis
de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

4.6.2 Participacdo das prostaglandinas nos efeitos promovidos pela Alamandina.

ApOs tratar previamente os anéis de aorta com o inibidor ndo especifico de COX,

indometacina, observamos que o efeito vaso relaxante da Alamandina foi atenuado

(Emax = 23 + 1%) (Fig. 18a).
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Figura 18: a) Efeito da indometacina pré-incubada, sobre a curva concentracdo resposta pra
Alamandina em anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés

teste Bonferroni).

J4, ao tratar previamente os anéis de aorta com o inibidor ndo especifico de COX,

ibuprofeno, observamos que o efeito da Almandina foi fortemente suprimido (Emax =

6 + 0,5%) (Fig. 18h).
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b) Efeito do ibuprofeno pré-incubado, sobre a curva concentracdo resposta pra Alamandina em anéis
de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).
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Ao tratar previamente os anéis com o inibidor para COX-1, SC560, foi

observado atenuacao do efeito vasodilatadore promovidos pela Alamandina (Emax =

11 + 3%). (Fig. 19).
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Figura 19: Efeito do SC560 pré-incubado, sobre a curva concentracdo resposta pra Alamandina em
anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; **p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

4.6.3 Participacdo das prostaglandinas nos efeitos promovidos pela Ang-(1-7).

ApOs tratar previamente os anéis de aorta com o inibidor ndo especifico de COX,

indometacina, ndo observamos diferenca estatistica quando comparado ao grupo nao

tratado (Emax = 19 + 2,5%) (Fig. 20a).
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Figura 20:

a) Efeito da indometacina pré-incubada, sobre a curva concentracéo resposta pra Ang-(1-7) em anéis
de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; **p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

No entanto, o tratamento previo dos anéis de aorta com o inibidor ndo especifico

de COX, ibuprofeno, atenuou o efeito da Ang-(1-7) (Emax = 14 + 3%) (Fig. 20b).
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b) Efeito do ibuprofeno pré-incubado, sobre a curva concentracéo resposta pra Ang-(1-7) em anéis de
ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).



74

Apos tratar previamente os anéis com o inibidor especifico para COX-1, SC560, foi
observado uma atenuacao importante do efeito vaso relaxante promovido pela Ang-

(1-7) (Emax = 8 £ 2%). (Fig. 21).
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Figura 21: Efeito do SC560 pré-incubado, sobre a curva concentracao resposta pra Ang-(1-7) em anéis
de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pds teste Bonferroni).

4.6.4 Participacdo das prostaglandinas nos efeitos promovidos pela pré-incubacdo

com Ang-(1-9)

Ao tratar previamente os anéis com inibidores ndo especificos de COX,
(indometacina ou ibuprofeno), observamos que o efeito da Ang-(1-9) pré-incubada

com ela mesma nao se alterou com o tratamento na presenca da Indometacina (Emax

=13 £ 2,3%) (Fig. 22a).
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Figura 22: a) A Indometacina no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada sobre a curva
concentracao resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001

(Two-way ANOVA seguido do pos teste Bonferroni).

Por outro lado, o Ibuprofeno foi capaz de promover atenuacao significante desse

efeito (Emax = 23 £ 2,6%) (Fig. 22b).

% Relaxation

301 @ Pre incubado com Ang-(1-9) (n=5)

35 & Pre incubado com Ang-(1-9) + Ibuprofeno (n=4)

40 T T T T
NS 2 2 A o »

[log [ang-(1-9)] (M)|

b) O lbuprofeno no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a curva concentracdo resposta
para Ang-(1-9). em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA

seguido do pés teste Bonferroni).
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No grupo Alamandina, pré-tratado com Ang-(1-9), tanto a indometacina quanto
ibuprofeno néo influenciaram a atenuacdo do efeito vaso relaxante produzida pela
Ang-(1-9) sobre a Alamandina (Emax =6 + 1,7%) (Fig. 23a) e (Emax =7 £ 1,7%) (Fig.

23b) respectivamente.
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Figura 23: a) A Indometacina no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada sobre a curva
concentracdo resposta pra Alamandina em anéis de aorta de ratos. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001

(Two-way ANOVA seguido do pos teste Bonferroni).



77

S-W&

% Relaxation

30--e- Pre incubado com Ang-(1-9) (n=5)
|+ Pre incubado com Ang-(1-9) + Ibuprofeno n=6

40 L] T T T T
D 2 2 A © b2

Ilog [Alamandina] (M)I

b) O Ibuprofeno no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a curva concentracdo resposta
pra Alamandina. em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA
seguido do pds teste Bonferroni).

Ja o grupo Ang-(1-7), no qual no qual os anéis foram pré-incubados com a Ang-
(1-9), a presenca de indometacina foi capaz de reverter o efeito inibitério provocado
pela Ang-(1-9) (Emax = 21 + 3,7%) (Fig. 24a). Por outro lado o lbuprofeno, apenas

atenuou o afeito inibitério promovido pela Ang-(1-9) (Emax =7 + 1,7%) (Fig. 24b).
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Figura 24: a) A Indometacina no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada sobre a curva
concentracgao resposta pra Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratos. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-

way ANOVA seguido do pds teste Bonferroni).
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b) O ibuprofeno no o efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubada sobre a curva concentragédo
resposta pra Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratos. *p<0,05; ** p<0.01; **p<0.001 (Two-way ANOVA

seguido do pds teste Bonferroni).

Ao tratar previamente com o inibidor especifico pra COX-1 o SC560,
observamos que o efeito da Ang-(1-9) quando pré-incubada com ela mesma, néo
se altera (Emax = 11 + 1,3%) (Fig. 25a), bem como no grupo Alamandina, pré-
incubada com Ang-(1-9) (Emax = 7 £ 2,2%) (Fig. 25b). Contudo na curva pra Ang-
(1-7), o SC560 atenuou o efeito inibitério promovido pela Ang-(1-9) (Emax = 10 *

3,1%) (Fig. 25¢).
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Figura 25: a) O SC560 no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a curva concentragdo

resposta para Ang-(1-9), em anéis

de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way

ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).
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b) O SC560 no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a curva concentracdo resposta
pra Alamandina em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; **p<0.001 (Two-way ANOVA

seguido do poés teste Bonferron

).
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¢) O SC560 no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado sobre a curva concentragdo resposta
pra Ang-(1-7). em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA
seguido do pos teste Bonferroni).

4.6.5 Participacdo das Ciclo-oxigenases no o efeito promovido pela pré-incubacdo
com Alamandina.

Observamos gque na presenca da indometacina, ocorreu atenuacao do efeito
inibitério promovido pela pré-incubacdo com Alamandina sobre a atividade
vasorelaxante da Ang-(1-9) (Emax = 20 £ 2,7%) (Fig. 26a), ja o Ibruprofeno mostrou
uma tendéncia em atenuar esse efeito inibitorio, porém, os resultados nao foram
estatisticamente significativos (Emax = 18 = 1,5%) (Fig. 26b). Com relacdo a
participagdo da COX-1, O SC560, ndo se mostrou efetivo no grupo tratado com

Ang-(1-9) e pré-incubado com Alamandina (Emax =5 + 2,3%) (Fig. 26c).
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Figura 26: a) A Indometacina no o efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na curva
concentracdo resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001
(Two-way ANOVA seguido do pos teste Bonferroni).
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b) O Ibuprofeno no o efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na curva concentracéo
resposta pra Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way
ANOVA seguido do pés teste Bonferroni)
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¢) O SC650 no efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na curva concentragao resposta pra
Ang-(1-9em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido

do pés teste Bonferroni).

4.6.6 Papel do receptor AT: no efeito vasodilatador promovido pela Ang-(1-9),

Alamandina e Ang-(1-7).

Na presenca do Losartan, foi observado uma atenuacéo leve do efeito vasorelaxante

produzido pela Ang-(1-9) (Emax = 9 + 1%)
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Figura 27: Efeito do Losartan pré-incubado, sobre a curva concentracdo resposta pra Ang-(1-9 ) em
anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

O losartan, bem como observado no para Ang-(1-9), atenuou o efeito vaso relaxante

na presenca da Alamandina (Emax = 16 + 1,5%)
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Figura 28: Efeito do Losartan pré-incubado, sobre a curva concentracao resposta pra Alamandina em
anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

Em contrapartida, na presenc¢a do Losartan, foi observado a potencializa¢ao do

efeito vaso relaxante promovido pela Ang-(1-7) (Emax = 29 + 3%)
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Figura 29: Efeito do Losartan pré-incubado, sobre a curva concentragdo resposta pra Ang-(1-7) em
anéis de ratos SD). *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).

4.6.6 Papel do receptor AT:1 no efeito promovido pela pré-incubacdo com Ang-(1-

9).

Na presenca do Losartan, a acao inibitoria provocada pela pré-incubag¢do com
Ang-(1-9) no efeito vasorelaxante produzido por ela mesma foi revertido e o efeito
vasorelaxante potencializado (Emax = 27 £ 6,3%) (Fig. 30a). Contudo, na curva
para Alamandina o Losartan ndo alterou o efeito inibitério promovido pela pré-
incubagéo com Ang-(1-9) (Emax = 11 £ 1,6%) (Fig. 30b), diferentemente da curva
pra Ang-(1-7), na qual observamos que o Losartan, foi capaz de reverter o efeito

inibitério promovido pela Ang-(1-9) (Emax = 17 £ 1,6%) (Fig. 30c).
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Figura 30 a) O Losartan no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado na curva concentracao
resposta para a) Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way

ANOVA seguido do pés teste Bonferroni).
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b) O Losartan no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado na curva concentracdo resposta
para Alamandina em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA

seguido do pos teste Bonferroni).
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¢) O Losartan no efeito promovido pela Ang-(1-9) pré-incubado na curva concentracao resposta para
Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido

do pos teste Bonferroni).

4.6.7. Papel do AT:1 no efeito promovido pela pré-incubacdo com Alamandina.

O Losartan, ndo foi capaz de reverter ou atenuar o efeito inibitério promovido pela

pré-incubacdo com Alamandina no efeito vasorelaxante da Ang-(1-9) (Emax = 13 *

2,6%) (Fig. 31).
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Figura 31

Losartan no efeito promovido pela Alamandina pré-incubada na curva concentracéo resposta pra Ang-
(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. *p<0,05; ** p<0.01; ***p<0.001 (Two-way ANOVA seguido do pés

teste Bonferroni).



V. DISCUSSAO
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Neste trabalho descrevemos acdes vasculares 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
ECAZ2, (Ocaranza et al., 2014a). Esse peptideo possui nove residuos de aminoacidos
e tem como importante caracteristica sua atividade vasodilatadora e anti-hipertrofica.
(Ocaranza et al., 2014a). Seu efeito vasorrelaxante foi mais uma vez evidenciado em
nossos estudos, bem como a dependéncia endotelial e sua possivel acao via liberagcéo

de NO.

Interessantemente, diferente do que até entdo vem sendo descrito na literatura,
os resultados deste estudo sugerem que parte dos efeitos vasculares induzidos pela
Ang-(1-9) podem ocorrer independente do receptor AT2.(Ocaranza at al 2019). Além
disso obtivemos evidéncias de que sua acdo em anéis aorta também pode ocorrer

independente dos receptores Mas e MrgD.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para uma melhor
compreensdao do mecanismo de acdo da Ang-(1-9). Nosso estudo demonstra
resultados conflitantes com alguns trabalhos que atribuem suas a¢des exclusivamente
via receptor AT2. (Flores-Mufioz et al., 2011, 2012; Ocaranza and Jalil, 2012; Ocaranza

et al., 2014b; 2019).

Em 2013 nosso grupo descreveu a formacdo e acdes da Alamandina
mostrando que o PD123 319, 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 possivel modulacdo dos efeitos
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bioldgicos induzidos pela Ang-(1-9). Sendo assim, foi investigado a participacdo dos
receptores angiotensinérgicos Mas e MrgD que, similarmente ao receptor ATz, quando
ativados apresentam efeitos antagonicos sobre a ativacdo da via classica do SRA
através do receptor AT1, como vasodilatacdo, efeitos anti-hipertréficos, anti-fibroticos,
e anti-arritmogénicos, sendo portanto possiveis candidatos a receptor da Ang-(1-9)
(Carey et al., 2001; Ferreira and Santos, 2005; Lautner et al., 2013); Ocaranza et al;

2019).

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
concentracdo resposta com fenilefrina  (agonista a1 adrenérgico) e,
interessantemente, o0 grupo de animais previamente tratados com Ang-(1-9)

apresentou atenuacéo da vasocontricdo (Flores-Munoz et al., 2012).

Mais recentemente, Ocaranza et al (2014), observaram resposta
vasodilatadora em outro experimento de reatividade vascular, através de curvas
cumulativas concentragdo resposta com Ang-(1-9), em anéis de ratos SD pré

contraidos com epinefrina (Ocaranza et al., 2014b).

Esses resultados vém de encontro com nosso trabalho, que também utilizando
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 vasodilatacéo induzida pela Ang-(1-9) é 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,
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sugerindo importante participacdo do NO como resposta ao estimulo do peptideo
(Flores-Munoz et al., 2012; Ocaranza et al., 2014b). Esses resultados também foram

observados em nossos experimentos.

Com o intuito de verificar a participacdo 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). Observamos
atenuacao 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 participacao do
receptor Mas no efeito vascular da Ang-(1-9). Em contrapartida, 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 observacoes.

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,
nao foi observada nenhuma alteragéao no efeito da Ang-(1-9), o mesmo tambem foi
observado com antagonismo especifico do receptor Mas, o qual ndo apresentou

resultados significativamente diferente do controle.

Ao avaliar a participacao do receptor ATz na vasodilatacdo induzida pela Ang-
(1-9) utilizando o PD123 319 que é comumente utilizado como antagonista seletivo
desse receptor (Flores-Mufioz et al., 2011; McKinney et al., 2014; Ocaranza et al.,
2014b) foi observado que esse composto ndo foi capaz de bloquear o efeito
vasodilatador da Ang-(1-9). Sendo assim, esse resultado, é contrario a outros dois

trabalhos, nos quais o PD123319 reverteu a resposta induzida pela Ang-(1-9) em
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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 ATz, Mas e MrgD nos efeitos
da Ang-(1-9), e surpreendentemente, considerando os dados existentes na literatura
atual, observamos que a associagdo dos antagonistas D-Pro’-Ang-(1-7) e PD123319
nao alterou o efeito da vasodilatacdo induzida pela Ang-(1-9) em anéis de aorta de

ratos.

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 dessa vez a possivel participacdo do receptor
Mas nos efeitos vasculares induzidos pela Ang-(1-9). Em contrapartida, em anéis de
aorta de animais com delecdo genética do receptor ATz ndo houve inibicdo do efeito
da Ang-(1-9), o que confirmou nossos dados relacionados ao PD123319 e nos leva a
sugerir que o receptor AT2 nao participa de forma direta da vasodilatacdo promovida

pela Ang-(1-9).

Tendo em vista a similaridade dos efeitos vasoativos da Ang-(1-7), Alamandina
e Ang-(1-9) e nossos dados sugerirem que o efeito vasorrelaxante da Ang-(1-9) pode
ocorrer de forma independente dos receptores testados, levantamos a hipotese que
0s mesmos poderiam exercer efeito sinérgico e/ou cumulativo em anéis de aorta de

ratos. Com esse intuito, construimos curvas concentracao respostas para Ang-(1-9),
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Alamandina e Ang-(1-7). Todas pré tratadas com Ang-(1-9) e surpreendente,
observamos que a Ang-(1-9) atenuou os efeitos promovidos por ela mesma e pela
Alamandina, além de reverter completamente o efeito vasorrelaxante induzido pela
Ang-(1-7). J& quando a Alamandina ou Ang-(1-7) foi pré incubada na curva para Ang-

(1-9) ndo observamos diferencas estatisticamente significativas.

Diante desses resultados surpreendentes, foram investigados os possiveis
mecanismos envolvidos pela inibicdo cruzada induzida pela Ang-(1-9). Para isso,
inicialmente foi testado o possivel envolvimento das prostaglandinas nesse efeito.
Primeiramente analisamos o efeito da indometacina sobre as curvas concentracao
resposta para Ang-(1-9), Alamandina e Ang-(1-7). E obtivemos resultados bem
interessantes, no qual a presenca da indometacina potencializou o efeito
vasorrelaxante da Ang-(1-9) e atenuou o mesmo efeito para Alamandina, ja para Ang-
(1-7) ndo foi observado diferencas significativas, contudo quando pré incubamos a
indometacina juntamente com a Ang-(1-9), ndo observamos diferencas entre as
curvas concentracao resposta para Ang-(1-9) e Alamandina. Contudo ela foi capaz de
reverter completamente o efeito inibitério induzido pela Ang-(1-9) sobre a curva
concentracao resposta para Ang-(1-7), além disso a indometacina também reverteu o

efeito atenuante da Alamandina sobre a curva concentracéo resposta para Ang-(1-9).

Ainda com intuito de testar a participacdo das cicloxigenase, utilizamos o
ibuprofeno, primeiramente para as curvas concentragdo resposta para Ang-(1-9),
Alamandina e Ang-(1-7). Foi observado que o ibuprofeno ndo altera de forma
significante o efeito induzido pela Ang-(1-9), entretanto 0 mesmo atenuou o efeito vaso
relaxante da Alamandina e Ang-(1-7). Ja para os grupos pré tratados com Ang-(1-9),
a presenca do ibuprofeno foi capaz de atenuar o efeito inibitorio induzido sobre as

curvas concentracdo resposta para Ang-(1-9) e Ang-(1-7), porém nao foi observado
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diferenca estatistica sobre o grupo da Alamandina a bem como para Alamandina pré

incubada sobre a Ang-(1-9) na presenca do ibuprofeno.

Também foi avaliado de forma mais especifica a participacdo da COX-1,
incialmente testamos suas implicacdes sobre o efeito da Ang-(1-9), Alamandina e
Ang-(1-7) através do SC 560, que néo alterou o efeito vasorrelaxante induzido pela
Ang-(1-9), porém atenuou o mesmo efeito para Alamandina e Ang-(1-7). Porém
gquando o SC 560 foi pré incubado juntamente com a Ang-(1-9) nas curvas
concentracdo resposta para Ang-(1-9) e Alamandina ndo observamos diferenca
guando comprado com o0 ndo tratado com o antagonista. Esse inibidor, no entanto,
atenuou o efeito inibitério induzido pela Ang-(1-9) sobre o efeito vasorrelaxante

induzido pela Ang-(1-7).

Na sequéncia experimental, avaliamos também o possivel envolvimento do
receptor AT1 na inibicdo cruzada induzida pela Ang-(1-9). Para isso seguindo os
critérios do nosso protocolo experimental, avaliamos o efeito da Ang-(1-9),
Alamandina e Ang-(1-7) na presenca do Losartan. Foi observado que o antagonista
seletivo para AT: atenuou o efeito vasorrelaxante induzido pela Ang-(1-9) e
Alamandina, contudo o a Ang-(1-7) teve seu efeito potencializado na presenca do
losartan. Ja para o efeito de inibicao cruzada induzida pela Ang-(1-9) pre incubada, a
presenca do losartan surpreendentemente foi capaz de reverter completamente o
efeito inibitério da Ang-(1-9) pré incubada com ela mesma, o que interessantemente
também foi observado na curva para Ang-(1-7), no entanto a presenca do losartan nao
alterou o efeito inibitorio da Ang-(1-9) sobre o efeito vaso relaxante da almandina.
Sugerindo extraordinaria participacéo do receptor AT1 no efeito inibitério induzido pela
Ang-(1-9) pré incubada com ela mesma, assim como, quando pré incubada com na

curva para Ang-(1-7).
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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 noOSsoS
experimentos in vivo ndo utilizamos antagonistas de Mas, devemos considerar
também a possibilidade do efeito anti-hipertensivo ser devido a degradacéo 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).

Angiotensin |

® 0@ ¥
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ACE2,CpA,CxA

Angiotensin-(1-9)

® V@ D@ Hn
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r 4
v N
Angiotensin-(2-9) Angiotensin-(1-7)

"

Cascata simplificada de formacgéo da Ang- (1-9). Cascata simplificada de formacdo da Ang- (1-9). A
seta continua indica a formacéo da Ang- (1-9) a partir da Ang | via CxA, CPA ou através da atividade
ECA2. A seta tracejada indica degradacao, conversédo de Ang- (1 9) em Ang- (2-9) pela APA ou em
Ang- (1-7) pela ACE, NEP, POP ou TOP.
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Sumarizando, os resultados obtidos neste estudo confirmam, reforcam e
estendem as evidéncias de acdo da Ang-(1-9) no sistema vascular. Porém, diferente
do que vem sendo descrito na literatura, mostramos através de métodos ex vivo que
esse peptideo ndo induz seus efeitos bioldgicos por interagir com o receptor AT2. Além
disso, também por meio desses experimentos excluimos sua acéo via 0s outros dois
receptores com mecanismo de acado cardiovascular similar, Mas e MrgD. Sendo assim
podemos sugerir que a Ang-(1-9) no leito aodrtico realiza suas acdes através de outro
receptor, ainda ndo identificado, que em algumas situacdes pode ser sensivel ao

bloqueio pelo PD1231

Com relacdo a interacdo entre Ang-(1-9) com Alamandina e Ang-(1-7),
observamos que Ang-(1-9), atenua o efeito tanto da Ang-(1-7) quanto da alamandina.
E essa interacdo parace envolver COX-1, COX-2 e direta ou indiretamente o

receptores AT1.
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