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RESUMO 

Introdução e objetivo: Ao longo dos anos novos peptídeos, enzimas e receptores 

foram descritos como componentes do sistema renina-angiotensina (SRA). 

Atualmente, um novo eixo tem sido aceito como parte integrante deste sistema, as 

alatensinas, termo elaborado pelo pesquisador Robson Augusto S. dos Santos. Essa 

nova família de peptídeos do SRA apresenta estrutura Des[Asp1]-[Ala1]-

Angiotensinas. Sendo assim, a sequência desses peptídeos difere dos demais 

peptídeos do eixo clássico do SRA em apenas um resíduo de aminoácido no N-

terminal: um resíduo de Ala1 ao invés do resíduo de Asp1.  Em 2007 e 2013, trabalhos 

descreveram a existência de dois novos peptídeos vasoativos no plasma humano, 

nomeados de angiotensina A (Ang A) e alamandina, respectivamente. Trabalhos 

recentes demostraram que a Ang A parece exercer seu efeito vasoconstritor via 

receptor AT1, enquanto a alamandina, a partir de seu receptor MrgD, induz usualmente 

efeitos opostos àqueles produzidos pela ativação do receptor AT1. Embora o 

conhecimento das ações biológicas desses peptídeos em condições fisiológicas e 

patológicas tenha expandido nos últimos anos, ainda é bem limitado. Neste estudo, 

avaliamos os efeitos cardiovasculares da injeção intravenosa (i.v.) de alatensinas 

[Ala1-Ang I, Ala1-Ang-(I-9), Ang A e alamandina] em animais normotensos. Métodos: 

Para a realização deste estudo, foram utilizados ratos Sprague-Dawley (SD) com 12 

semanas de idade. Para a avaliação dos parâmetros cardiovasculares in vivo e injeção 

de drogas, foi realizada a canulação da artéria e da veia femoral, respectivamente, 

seguida pela avaliação direta da pressão arterial (PA) a partir de um transdutor de 

pressão acoplado a um sistema de aquisição de dados (Biopac®, EUA). Para a 

avaliação dos efeitos desses peptídeos sobre o relaxamento vascular, foi utilizada a 

técnica de reatividade vascular. Resultados: A injeção i.v. de Ala1-Ang I produziu 

efeito pressor dose-dependente, o qual foi totalmente abolido na presença de 

captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA). Esses resultados 

sugerem que o efeito observado esteja relacionado à formação de Ang A. Além disso, 

houve potencialização do efeito pressor do peptídeo na presença de Dpro7, 

antagonista do receptor MrgD, sugere que a Ala1-Ang I é também um substrato para 

a formação de alamandina. A injeção i.v. de Ang A, induziu, assim como esperado, o 

aumento dose-dependente da PA. De forma interessante, a administração de D-pro7 



 
 

aumentou a duração do efeito da Ang A, sugerindo a formação de alamadina a partir 

do metabolismo da Ang A. A Ala1-Ang-(1-9) produziu relaxamento vascular dose-

dependente em anéis de aorta de ratos SD. Entretanto, diferente dos resultados 

observados ex-vivo, a injeção i.v. de Ala1-Ang-(1-9) não induziu alterações 

importantes na PA de ratos SD. Por outro lado, a administração de Ala1-Ang-(1-9) na 

presença de Losartan, antagonista do receptor AT1, reduziu a PA, enquanto a 

administração do peptídeo na presença de Losartan e D-pro7 aboliu o efeito 

hipotensor, sugerindo a possível formação de alamandina a partir da Ala1-Ang-(1-9). 

A alamandina, último peptídeo desta rota enzimática, apresentou efeito com curva em 

U sobre a PA de ratos SD, ou seja, as doses intermediárias de alamandina induziram 

maior redução da PA em relação às menores e maiores doses do peptídeo, sendo a 

dose de 0,02 ng a que induziu maior redução da PA. O efeito hipotensor induzido pela 

injeção i.v. de alamandina foi abolido na presença de D-pro7, o que confirma que a 

alamadina é o ligante endógeno para o receptor MrgD. Além disso, o pré-tratamento 

de ratos SD com o Losartan potencializou o efeito hipotensor da injeção i.v. de 

alamandina, o que sugere o envolvimento do receptor AT1 nos efeitos observados. 

Conclusão: Este estudo demonstrou que os peptídeos que compõem o eixo das 

alatensinas são biologicamente ativos e que o metabolismo desses peptídeos leva, 

de forma direta ou indireta, à formação de alamandina. 

 

Palavras-chave: Sistema renina angiotensina, pressão arterial, Ala1-Ang I, Ala1-Ang-

(1-9), angiotensina A, alamandina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Background and aim: Over the years new peptides, enzymes and receptors were 

described as components of the renin-angiotensin system (RAS). Currently, a new 

axis, composed by alatensins, a term suggested by the researcher Robson Augusto 

S. dos Santos, has been accepted and added to the RAS. This new family of peptides 

presents a Des[Asp1]-[Ala1]-Angiotensins structure. Therefore, the sequence of these 

peptides differs from the sequence of the peptides of the classical axis of the RAS in 

only an amino acid residue at the N-terminal: a Ala1 residue instead a Asp1 residue. In 

2007 and 2013, studies described two new vasoactive peptides in the human plasma 

named angiotensin A (Ang A) and alamandine, respectively. Recent studies have 

shown that Ang A seems to have a vasoconstrictive effect through AT1 receptor while 

alamandine normally shows opposite effects through its receptor MrgD. Although the 

knowledge about the biological actions of these peptides in physiological and 

pathophysiological conditions has expanded in the last years, it is still limited. In this 

study, we evaluated the cardiovascular effects of the intravenous (i.v.) injections of 

alatensins [Ala1-Ang I, Ala1-Ang-(I-9), Ang A and alamandine] in normotensive animals. 

Methods: To perform this study, we used 12 weeks old Sprague-Dawley (SD) rats. To 

assess the cardiovascular parameters in vivo and to inject drugs, we cannulated the 

femoral artery and vein respectively, which was followed by an invasive assessment 

of arterial pressure (AP) through a pressure transducer coupled to data acquisition 

system (Biopac®, USA). To evaluate the effects of these peptides on vascular 

relaxation, vascular reactivity technique was used. Results: The i.v. injection of Ala1-

Ang I produced a dose-dependent pressor effect which was abolished by Captopril, 

inhibitor of the angiotensin converting enzyme (ACE). These results suggest that the 

observed effect is related to the formation of Ang A. Beside that, the potentiation of the 

peptide’s pressor effect with Dpro7, MrgD receptor antagonist, suggest that Ala1-Ang I 

is also a substrate for the formation of alamandine. The i.v. injection of Ang A, induced 

as expected an dose-dependent increase in AP. Interestingly, D-pro7 administration 

increased the duration of the effect, suggesting the formation of alamandine from the 

metabolism of Ang A. Ala1-Ang-(1-9) produced a dose-dependent vascular relaxation 

at aortic rings from SD rats. However, unlike the ex-vivo observed results, i.v. injection 

of Ala1-Ang-(1-9) did not induce important changes on the AP of SD rats. On the other 

hand, Ala1-Ang-(1-9) administration with Losartan, AT1 receptor antagonist, decreased 



 
 

the AP, while the administration of the peptide with Losartan and D-pro7 abolished the 

depressor effect, which indicated the formation of alamandine from Ala1-Ang-(1-9). 

Alamandine, the last peptide of this enzymatic route, presented a U-shaped curve 

effect on AP of SD rats, i.e., the intermediate doses of alamandine decreased more 

the AP than the lower and higher doses of the peptide, being the 0.02 ng dose that 

induced the greater reduction on AP. The depressor effect caused by the i.v. injection 

of alamandine was abolished by D-pro7, confirming alamandine as an endogenous 

ligand of the MrgD receptor. Moreover, the pre-treatment of SD rats with Losartan 

potentiated the depressor effect observed with the i.v. injection of alamandine, 

suggesting that AT1 receptor is involved in the observed results. Conclusion: This 

study demonstrated that peptides of the alatensins axis of the RAS are biologically 

active and the metabolism of these peptides leads, directly or indirectly, to the 

formation of alamandine. 

 

Key-words: Renin-angiotensin system; arterial pressure; Ala1-Ang I; Ala1-Ang-(1-9); 

angiotensin A, alamandine. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Abordagem histórica do sistema renina-angiotensina 
 

O sistema renina-angiotensina (SRA) e suas ações biológicas na regulação da 

pressão arterial (PA) e do equilíbrio hidroeletrolítico são alvos de estudos desde o final 

do século XIX. Em 1898, o finlandês Robert A. Tiegerstedt, professor de fisiologia no 

instituto karoliska na Suécia e seu aluno de medicina Bergman, ambos inspirados 

pelos experimentos do francês Charles Edouard Brown Séquard que utilizava extratos 

de glândulas para estudar as funções das “secreções internas”, foram os primeiros 

pesquisadores envolvidos diretamente neste tema. Tigersted infundiu extrato de rim 

de um coelho doador na veia jugular de outro coelho e observou o aumento da pressão 

sanguínea no animal, deste modo, inferiram a presença de um componente pressor 

no rim e baseado em sua origem, nomearam-no de renina (Figura 1).  

 
Figura 1- Experimento de Tigerstedt. Efeito pressor do extrato bruto de rim em quatro coelhos. 

      Fonte: (HALL, JOHN E., [S.d.]) 

 

Observaram também que o princípio ativo estava presente apenas na região 

cortical do parênquima renal e que a resposta pressora era independente de um 

sistema nervoso intacto (TIEGERSTEDT R, 1898). Como consequência de seus 

trabalhos, foram realizados ao longo dos anos várias tentativas em desenvolver um 
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modelo experimental de hipertensão arterial através da manipulação da função renal 

(JANEWAY, 1909) 

Entretanto, o primeiro experimento de sucesso após os trabalhos de 

Tiegerstedt foi realizado somente em 1934 por Harry Goldblatt e colaboradores, que 

induziram hipertensão em cães através da constrição parcial da artéria renal usando 

um clip metálico (GOLDBLATT et al., 1934). Seus resultados foram confirmados por 

diferentes grupos (FREEMAN; PAGE, 1937), iniciando-se assim a busca pelos 

mecanismos envolvidos no aumento da pressão arterial naquele modelo. 

Dois grupos de pesquisas, trabalhando de forma independente, foram os 

responsáveis pela caracterização inicial do SRA. Dr. Braun Menendez liderou o grupo 

Argentino na universidade de Buenos Aires, enquanto Dr. Page conduziu as 

pesquisas em Indianapolis, nos Estados Unidos (INAGAMI, 1998). 

No ano de 1939 e 1940, Braun-Menendez e seus colaboradores pela primeira 

vez reconheceram a renina como uma enzima que age em seu substrato, denominado 

por este grupo de hipertensinogênio, gerando a “hipertensina”, o peptídeo efetor 

(BRAUN-MENENDEZ et al., 1940). O grupo de Indianapolis obteve conclusões 

similares e foi o responsável por sintetizar, pela primeira vez, o octapeptídeo efetor, 

denominado por este grupo de “angiotonina” (BUMPUS; SCHWARZ; PAGE, 1957). 

Como consequência das diferentes nomenclaturas entre os dois grupos, em 1957 uma 

conferência foi organizada a fim de unificar as terminologias, atualmente reconhecidas 

como angiotensinogênio para o substrato e angiotensina para o efetor (BRAUN-

MENENDEZ; PAGE, 1958).  

Um terceiro grande salto foi realizado no início dos anos 50, quando Skegss e 

seus colaboradores demostraram que a angiotensina está presente em duas formas: 

a angiotensina I (Ang I), um decapeptídeo que após ser clivado pela enzima 

conversora de angiotensina (ECA), forma a angiotensina II (Ang II), o peptídeo 

vasoativo efetor (SKEGGS, L. T. et al., 1954; SKEGGS, LEONARD T.; KAHN; 

SHUMWAY, 1956).  

Em vista destas descobertas, a identificação e caracterização dos receptores 

angiotensinérgicos tornou-se um campo de estudo vasto e desafiante. Um grande 

avanço no entendimento da biologia do SRA foi obtido a partir da clonagem e do 

sequenciamento de receptores angiotensinérgicos e da descoberta de antagonistas 

específicos para receptores de Ang II. Somente no final do século passado, com base 

em vários estudos de binding foi proposta a designação de AT1 para receptores 
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inibidos pelo Losartan (Dup753,MK954) e AT2 para os receptores inibidos pelo PD 

123177 e seus análogos, no entanto a multiplicidade de receptores angiotensinérgicos 

vai bem além dessa classificação original (BRUNNER et al., 1994; TIMMERMANS et 

al., 1993). Tanto AT1 quanto AT2 possuem sete segmentos transmembranares 

formando alfa-hélices na bicamada lipídica acoplado à proteína G (Chiu et al., 1989; 

Bottari et al., 1992; Bumpus et al., 1991; Wong et al., 1990a; Wong et al., 1990b). 

Em síntese, este conjunto de importantes trabalhos clássicos estabeleceram a 

arquitetura inicial do SRA  e abriram o caminho para nossa compressão atual do 

sistema que sofreu e sofre constantes ampliações (DZAU, 1988; ERDOS; YANG, 

1967; LARAGH et al., 1960; LIN; GOODFRIEND, 1970; SANTOS, R. A. et al., 1988). 

 

1.2 Sistema renina-angiotensina (visão clássica) 
 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é uma coordenada cascata hormonal 

circulante, sendo um dos principais reguladores das funções cardiovasculares e 

renais. Seus efeitos incluem a regulação humoral e neuro-hormonal da pressão 

arterial e do balanço hidroeletrolítico do organismo, contribuindo de forma essencial 

para a homeostase corporal (HALL, J. E.; GUYTON; MIZELLE, 1990).  

A visão clássica da formação dos peptídeos do SRA consiste em uma 

sequência de reações que têm início com a renina, uma enzima proteolítica sintetizada 

pelos rins à nível das células justaglomerulares e liberada para a corrente sanguínea 

em resposta a uma série de estímulos fisiológicos, que incluem: redução da perfusão 

sanguínea renal, diminuição da concentração de cloreto de sódio no conteúdo tubular 

distal e estimulação da inervação simpática renal. Seu substrato, o angiotensinogênio, 

uma alfa-2 globulina  é sintetizada principalmente pelos hepatócitos (SOFFER, 1976) 

  A hidrólise do segmento amino-terminal do angiotensinogênio pela renina leva 

à formação do decapeptídeo biologicamente inativo, angiotensina I (Ang I), que, por 

sua vez, é hidrolisada através da remoção do dipeptídeo His-Leu da porção C-terminal 

pela enzima conversora de angiotensina (ECA), produzindo assim, a angiotensina II 

(Ang II) (NG; VANE, 1967) 

 A Ang II é um peptídeo composto por 8 resíduos de aminoácidos e considerado 

o principal efetor deste sistema, sendo responsável pelos diversos efeitos biológicos 

exercidos pelo SRA a partir de seus receptores angiotensinérgicos do tipo 1 e 2 (AT1R 
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e AT2R) que apresentam sete domínios transmembranares acoplados ás proteínas 

Gq e Gi, respectivamente (KASCHINA; UNGER, 2003). Estes receptores diferem 

entre si por suas massas moleculares, mecanismos de sinalização, funções e 

expressão tecidual (MENDOZA-TORRES et al., 2015). Enquanto os receptores AT1 

são amplamente distribuídos, a expressão dos receptores AT2 é mais limitada. Sabe-

se que esses receptores estão presentes principalmente em tecidos fetais em 

desenvolvimento, o que sugere uma possível participação na morfogênese dos 

órgãos(KIM; IWAO, 2000). 

O octapeptideo Ang II atua principalmente via seu receptor AT1, para produzir 

diversas respostas fisiológicas, como vasoconstrição, reabsorção renal de sódio, 

proliferação celular e secreção de aldosterona (MEHTA; GRIENDLING, 2007) .Como 

neurorregulador, a Ang II modula o controle central da pressão arterial, atividade 

simpática, a sede, o apetite ao sal, e estimula a atividade noradrenérgica periférica. 

Contudo, a Ang II pode interagir também com o receptor AT2, no qual apresenta 34% 

de homologia com AT1R, produzindo, usualmente, efeitos opostos àqueles produzidos 

pela ativação do receptor AT1 (Figura 2) (FUNKE-KAISER et al., 2010; HENRION; 

KUBIS; LÉVY, 2001) 

 

 
Figura 2- Visão clássica do sistema renina angiotensina. 
Fonte: modificada de (Bader, 2010) 

 



20 
 

Embora  a ativação do SRA seja uma resposta essencial na regulação dos 

processos fisiológicos para manter a homeostase corporal e a vida, a hiperatividade 

do eixo clássico representada pela renina / Ang I / ECA / Ang II / AT1, em combinação 

com outros fatores de risco cardiovascular está criticamente envolvida em uma série 

de efeitos deletérios, o que incluem: desequilíbrio dos tônus basais da árvore vascular 

,disfunção endotelial, proliferação celular, remodelamento, fibrose e efeito 

arritmogênico (TIMMERMANS et al., 1992). 

Em vista disso, este clássico eixo do SRA tem sido desde a década de 1970 

alvo farmacológico para o tratamento de doenças cardiovasculares. Destaca-se aqui 

os trabalhos de Ferreira e colaboradores que em 1965 demostraram que o veneno da 

serpente brasileira Bothrops jararaca continha um fator, denominado BPF (bradykinin-

potentiating factor)(FERREIRA, 1965), capaz de potenciar os efeitos farmacológicos 

do peptídeo bradicinina in vivo e in vitro. Posteriormente, demostrou-se a capacidade 

do BPF em inibir a conversão enzimática na Ang I no leito vascular pulmonar. A partir 

dos trabalhos de purificação do BPF a terminologia foi substituída por inibidores da 

enzima de angiotensina(FERREIRA et al., 1970; FERREIRA; BARTELT; GREENE, 

1970). Posteriormente baseando-se no sítio de clivagem desta enzima, desenvolveu-

se um inibidor da ECA, inibidor este que representou um marco na descoberta do 

captopril e outros que se seguiram(CUSHMAN et al., 1977; ONDETTI et al., 1971).  

Além do já citado inibidores da ECA, cabe destacar os inibidores da renina e os 

antagonistas específicos do receptor AT1, empregados amplamente no controle da 

hipertensão arterial, da insuficiência cardíaca, do infarto agudo do miocárdio, da 

insuficiência renal, das nefropatias proteinúricas, dentre outras doenças 

correlacionadas. 

Considerando o importante impacto dessas alterações promovidas pela 

hiperatividade do eixo clássico do SRA, estudos que visem esclarecer os mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos na modulação desse sistema, bem como, a identificação 

de novos alvos terapêuticos, são necessários. 

 

1.3 Sistema renina-angiotensina (visão moderna)  
 

Tradicionalmente, acreditava-se que o principal efetor do eixo, Ang II, era 

formado exclusivamente no sangue e em seguida distribuído aos principais órgãos e 
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tecidos pelo fluxo sanguíneo. Entretanto, uma revisão de conceitos emergiu após a 

demonstração de que a maioria dos seus componentes possuem características além 

de endócrinas, parácrinas e autócrinas podendo ser produzidas localmente em 

diferentes tecidos, como o rim, coração, cérebro, tecido adiposo, pâncreas, vasos, 

placenta e outros (DZAU, 1988; TAUGNER et al., 1982; GANTEN; SPECK, 1978; 

SCHLING et al., 1999; SNYDER; WATT; WINTROUB, 1985; CASSIS; LYNCH; 

PEACH, 1988). Corroborando a visão atualizada do SRA, inúmeros trabalhos 

demonstraram que além da renina e da ECA, outras enzimas são capazes de formar 

respetivamente Ang I (Tonina e catepsina D) e Ang II (tonina, catepsina G, Quimase, 

catepsina A). Contudo, a real importância dessas vias alternativas para a formação 

destes peptídeos ainda não foi totalmente elucidada (FERRARIO, CARLOS M. et al., 

2010).  

 Além disso, o efeito final da ativação do SRA é bastante complexo e baseia-se 

não apenas nos efeitos da Ang II, mas também nas ações de outros produtos 

biologicamente ativos recentemente descritos, provenientes do metabolismo da Ang I 

e da própria Ang II: Ang-(1-12), Ang III, Ang IV, Ang-(1-9), Ang-(1-7) e seu receptor 

Mas ,angiotensina A, alamandina e seu receptor MrgD. (Figura 3) (NAGATA et al., 

2006; SNYDER; WATT; WINTROUB, 1985; SANTOS, R. A. et al., 1988; JANKOWSKI 

et al., 2007; LAUTNER et al., 2013; CAREY, 2013).  

Cabe, também, destacar a importância das inúmeras  técnicas 

fisiofarmacológicas associadas à genômica moderna e métodos de detecção proteica 

que nos últimos anos  permitiram esta importante ampliação do conceito inicial do 

SRA, no qual uma cascata linear e relativamente simples deu lugar a um sistema 

complexo e com características contrarregulatórias intrínsecas (FERRARIO, C. M. et 

al., 1997). 
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Figura 3-Visão moderna do sistema renina angiotensina 
Fonte: (Santos et al., 2018) 
 

1.3.1 Vias não clássicas do sistema renina-angiotensina  
 

O conceito de contrarregulação intrínseca do SRA emergiu juntamente com a 

descoberta de uma importante via não clássica representada pelo peptídeo 

angiotensina (1-7), seu receptor Mas e a enzima ECA2.  

A visão que se tinha do SRA começou a mudar quando, em 1988, Santos e 

colaboradores identificaram a formação do heptapeptideo Ang-(1-7) a partir da Ang I 

por uma via independente da ECA (SANTOS, R. A. et al., 1988). Ainda em 1988, 

Schiavone e colaboradores demonstraram que a Ang-(1-7) estimula a liberação de 

vasopressina pela neurohipófise (SCHIAVONE et al., 1988). Um ano depois, 

Campagnole-Santos e colaboradores ao injetar Ang-(1-7) no núcleo do trato solitário 

de ratos descreveram as primeiras ações in vivo (Campagnole-Santos et al., 1989). 

Em 2000, a identificação de uma nova carboxipeptidase (ECA2), revelou a 

presença de uma via enzimática distinta para produção de Ang-(1-7) (DONOGHUE et 

al., 2000). A ECA2 é um homólogo da ECA endotelial humana, que apresenta 40- 42% 

de homologia com essa enzima, sendo classificada como uma zinco-metaloprotease 

(TURNER; HOOPER, 2002). Esta enzima, ECA2, gera a Angiotensina-(1-7) 
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diretamente da Ang II via clivagem do aminoácido fenilalanina C terminal. A ECA2 

pode ainda converter Ang I em angiotensina (1-9) via clivagem do aminoácido Leucina 

no C terminal, então, Ang-(1-9) pode ser subsequentemente hidrolisada pela ECA ou 

endopepdidase neutra, formando assim Ang-(1-7) (CHAPPELL et al., 1998; SANTOS, 

R. A.; CAMPAGNOLE-SANTOS; ANDRADE, 2000; VICKERS et al., 2002)  

Atualmente, devido a estudos realizados em nosso laboratório, sabe-se que 

boa parte das ações da Ang-(1-7) ocorrem por estímulo do seu receptor específico, o 

Mas, um receptor até então órfão, acoplado à proteína G e codificado pelo 

protooncogene Mas. Além disso, também foi mostrado que em cultura de células CHO 

(ovário de hamster chinês), transfectadas com Mas, a Ang-(1-7) apresenta alta 

afinidade de ligação. Essa ligação da Ang-(1-7) ao receptor Mas pode ser deslocada 

pelo antagonista específico, o A-779, mas não pelos antagonistas dos receptores AT1 

ou AT2, CV11974 e PD123319, sugerindo que o A-779 é um antagonista específico 

para o receptor Mas (Santos et al., 2003).  

 Estudos indicam que ações exercidas pela Ang-(1-7),através de seu receptor 

Mas são capazes de atenuar os efeitos deletérios mediados pela Ang II. Destacam-se 

aqui seu efeito vaso dilatador local e sistêmico e efeito cardioprotetor (ALMEIDA et al., 

2000; LEMOS, VIRGÍNIA S. et al., 2002; LEMOS, VIRGINIA S. et al., 2005). A Ang-

(1-7) demostrou também ter efeito antiproliferativo, antifibrotico, antioxidante, 

hipoglicemiante e dentre outros (SANTOS et al., 2018), que, somados com a 

identificação da  ECA2, e do Mas, acrecentaram maior suporte ao conceito de  dois 

eixos contra regulatórios do SRA; o eixo ECA/Ang II/AT1 com ações deletérias quando 

super-expresso, e o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas com ações opostas  àquelas 

observados do eixo clássico.   

 Além disso, cabe resaltar que os efeitos protetores do eixo ECA2 podem ser 

atribuídos a  degradação da Ang I à Ang-(1-9), limitando assim a disponibilidade do 

substrato para a ECA, juntamente com a degradação da Ang II e a geração de Ang- 

(1-7). Sendo assim, a perda da atividade da ECA2 resulta na ativação do eixo Ang II / 

AT1R e na progressão de doenças cardiovasculares, enquanto o aumento da atividade 

da ECA2 leva à ativação do eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas e consequente  proteção 

cardiovascular (MENDOZA-TORRES et al., 2015)  

 Ainda mais recente, um novo eixo contra-regulatorio baseado em peptídeos 

dos quais o aspartato aminoterminal é substituído por alanina,foi descrito.Esse novo  

eixo é formado pela: angiotensina A/ alamandina /  receptor MrgD, parece fornecer 
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novos entendimentos à fisiopatologia cardiovascular. Esta nova classe de peptídeos 

começou a ser caracterizada no ano de 2007, quando Jankowski e colaboradores 

descreveram pela primeira vez uma angiotensina biologicamente ativa que continha o 

aminoácido Alanina no lugar do Aspartato na posição inicial N-terminal, denominada 

pelo grupo de angiotensina A (JANKOWSKI et al., 2007). 

  

1.3.2 Eixo: angiotensina A/ alamandina / MrgD 
 

1.3.2.1 Angiotensina A 
 

Em 2007, Jankowski e seus colaboradores descreveram a existência de um novo 

octapeptídeo vasoativo no plasma humano, nomeando-o de Angiotensina A, onde “A” 

entende-se por alanina. A sequência desde peptídeo (Ala–Arg–Val–Tyr–Ile–His–Pro–

Phe) difere da Ang II em apenas um aminoácido: Ala1 no lugar do resíduo de Asp1. 

Supostamente sua via de formação é através da descarboxilação do resíduo de 

aspartato da Angiotensina II. Sua formação foi originalmente demostrada em 

leucócitos mononucleares de humanos. Entretanto, até o presente momento, a 

natureza, tipos de substrato e distribuição tecidual da enzima descarboxilase 

permanece incerto (JANKOWSKI et al., 2007). 

As concentrações plasmáticas da angiotensina A em humanos sadios mostrou 

ser menor do que 20% da concentração normal de Ang II. Entretanto, a razão Ang A 

/ Ang II subiu, aproximadamente, de 0,2 para 0,7 em paciente com insuficiência renal 

estágio 5. Corroborando ainda estes dados, demostrou-se que diferentemente da Ang 

II, a vasoconstrição mediada pela Ang A foi nitidamente reduzida em aorta de ratos 

alimentados com dieta aterogênica, sugerindo o papel relevante da razão Ang A/ Ang 

II circulante em situações patológicas (HABIYAKARE et al., 2014; JANKOWSKI et al., 

2007). 

As ações biológicas promovidas pela Ang A dependem dos receptores AT1 e 

AT2 e assim como a Ang II, também provoca vasoconstrição, efeito pró-proliferativo e 

aumento da PA. Entretanto, é necessária uma dose maior de Ang A para se alcançar 

o mesmo efeito máximo que a Ang II (COUTINHO et al., 2014; HRENAK; PAULIS; 

SIMKO, 2016). Sua menor potência farmacológica foi explicada por Jankowski et al. 

(2011) como sendo o resultado de sua ação como agonista parcial. Contudo, foi 
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exposto por outros autores que a atividade intrínseca da Ang A e Ang II sobre o 

receptor AT1 são semelhantes e que portanto sua  menor potência poderia ser 

explicada por razões farmacocinéticas (YANG, RUI et al., 2011).   

Jankowski et al. (2007), em modelo de rim isolado demostrou o efeito 

vasoconstritor da Ang A, no qual foi inibido por antagonistas do receptor AT1, enquanto 

a utilização de antagonista de receptor AT2 não levou a nenhuma alteração 

significativa no efeito. Habiyakare, et al. (2014) obtiveram conclusões semelhantes em 

experimentos in vivo ao aplicar angiotensina A de forma IV e intra-renal em ratos WT 

e SHR, onde Ang A diminuiu a perfusão renal e aumentou a PAM. O Candezartan, 

antagonista do receptor AT1, reverteu o efeito da Ang A, enquanto PD123319 

antagonista de AT2 não afetou a perfusão (YANG, RUI et al., 2011). 

Corroborando os trabalhos anteriores, Coutinho et al. (2014), em modelo de 

coração isolado, evidenciou a ação vasoconstritora da Ang A, entretanto, ao associar 

Losartan, antagoista de AT1, o efeito foi revertido apenas parcialmente e não abolido 

como no trabalho de Yang et al. (2011). Além disso, enquanto a administração de Ang 

II provocou aumento da duração de taquiarritimia e fibrilação ventricular no período de 

repercussão após isquemia, o mesmo não foi observado para Ang A.  Neste mesmo 

trabalho, Ang A, diferentemente da Ang II, não afetou a amplitude do transiente de 

cálcio em cardiomiocitos isolados. Este conjunto de trabalhos demostram, portanto, 

que embora suas ações são em sua maioria semelhantes aos da Ang II, Ang A, 

também parece exercer efeitos cardiovasculares próprios. (COUTINHO et al., 2014) 

Posteriormente, em 2013, Lautner e colaboradores observaram que a Ang A 

poderia ser subsequentemente degradada pela ECA2 e formar um novo heptapetídeo 

que mantinha a mesma alteração na posição N terminal, chamado pelo grupo de 

alamandina (Ala1-Ang-(1-7)) (Figura 4). Em comparação  com a Ang A, onde seus 

efeitos biológicos se assemelham ao seu análogo Ang II e partilham, inclusive, dos 

mesmos receptores: AT1 e AT2; os efeitos cardiovasculares da alamandina apesar de 

serem, em sua maioria, semelhantes às observadas com a angiotensina-(1-7) / 

receptor Mas, dependem da interação com o receptor  MrgD (Mas-related G-protein-

coupled receptor, member D). 
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Figura 4- Processo enzimático da descarboxilação do resíduo de aspartato com formação da 
Angiotensina A e sua posterior metabolização em alamandina via enzima ECA2. 
Fonte: (elaborada pelo autor) 
 

1.3.2.2 Alamandina 
 

Uma vez que a Ang A tem marcantes similaridades com a Ang II, nosso grupo 

hipotetizou que a Ang A poderia ser consequentemente substrato para ECA2, 

formando um heptapeptídeo similar a Ang-(1-7), porém mantendo a mesma 

modificação no segmento N -terminal: Ala1 no lugar de Asp1. Em 2013, Lautner, Vilella 

e colaboradores, pertencentes do nosso grupo de pesquisa, confirmaram esta 

hipótese ao incubarem Ang A na presença da enzima conversora de angiotensina 2 

recombinantes humana (hECA2). Após a incubação, uma nova massa molecular foi 

detectada no espectrômetro de massa, obedecendo exatamente à massa do peptídeo 

Ala1-Ang-(1-7) que posteriormente foi batizado de alamandina (855,135 Da). Além 

disso, os autores, em modelo de coração isolado, também observaram que sua 

formação poderia ser diretamente através da Ang-(1-7) (Figura 5). 
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Figura 5- Cascata do SRA simplificada e as vias de formação da Alamandina. 
Fonte: (Lautner., 2013) 
 

 Coube ainda destacar por Lautner e colaboradores (2013) que a alamandina  

além de estar presente na circulação, tem sua concentração plasmática aumentada 

em paciente nefropatas terminais quando comparados com  pacientes saudáveis, 

indicando sua  possível  relevância em situações fisio-patológicas. Além disso, 

demostraram que a alamandina é o ligante endógeno para o receptor acoplado a 

proteína G da família do Mas, subtipo D,(MrgD). Inicialmente, acreditava-se que esse 

receptor fosse um receptor específico do neurônio nociceptivo IB4 (DONG et al., 

2001). No entanto, há evidências crescentes de que o MrgD está presente em outros 

tecidos e células, incluindo cardiomiócitos e células endoteliais (DE JESUS et al., 

2018; HABIYAKARE et al., 2014; OLIVEIRA AC et al., 2014) 

O trabalho original da descoberta da alamandina mostrou que este 

heptapeptídeo produz efeito vasodilatador dependente de endotélio em anéis isolados 

de aorta torácica de ratos e camundongos (LAUTNER et al., 2013). Outras ações 

biológicas de destaque e que são similares aos obtidos em trabalhos em que foi 

utilizado Ang-(1-7), incluem, seu efeito anti-hipertensivo em ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) que receberam dose oral diária do peptídeo incluído em HP-β 

ciclodextrina e diminuição do acúmulo de colágeno do tipo I , III e fibronectina em ratos 

tratados com isoproterenol , modelo farmacológico capaz de induzir  efeitos deletérios 

na função e histologia cardíaca (LAUTNER et al., 2013). Além disso, recentemente 

um efeito cardioprotetor da alamandina foi descrito em um modelo experimental de 

sepse, demostrando que a alamandina atenua a disfunção cardíaca induzida por LPS, 

resultando em aumento da contratilidade cardíaca e redução da inflamação e 
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apoptose (UCHIYAMA et al., 2017). Corroborando fortemente esses dados, nosso 

grupo demostrou que a deleçao genetica do  MrgD em camundongos leva à disfunção 

cardíaca (OLIVEIRA A et al., 2017) 

  A alamandina também apresentou efeitos similares a Ang-(1-7) quando micro 

injetada em áreas centrais responsáveis pela manutenção da PA: Região ventrolateral 

caudal do bulbo (CVLM) e área ventrolateral rostral do bulbo (RVLM) (SHEN et al., 

2018; SOARES et al., 2017). Além disso, foi observado assim como para Ang-(1-7), 

seu efeito anti-inflamatório. Em um  modelo de aterogênese, alamandina reduziu os 

produtos da degranulação de neutrófilos presentes na circulação e em placas 

ateroscleróticas de aorta de camundongos.(DA SILVA et al., 2017). 

Contudo, deve-se destacar que os efeitos da alamandina não são limitados 

apenas em serem semelhantes aos da Ang-(1-7), diferenças marcantes entre esses 

dois peptídeos estão se tornando progressivamente evidentes. 

 Interessantemente a alamandina apresenta ações biológicas própria via seu 

receptor MrgD, que inclusive podem ser opostas as da Ang-(1-7). Lautner e 

colaboradores (2013) observaram que diferentemente da Ang-(1-7), alamandina não 

alterou a proliferação em células tumorais. Além disso, em modelo de aterrogenese, 

alamandina diferentemente da Ang-(1-7) não potencializou o efeito vasoconstritor da 

Ang II em anéis de aorta (HABIYAKARE et al., 2014). Em outro trabalho avaliando sua 

ação metabólica, foi observado que enquanto Ang-(1-7) aumentou a expressão e 

secreção de leptina em tecido adiposo, alamandina reduziu, demostrando que o 

receptor Mas e MrgD desempenham ações opostas na regulação deste hormônio 

(UCHIYAMA et al., 2017). Ainda nesta linha de raciocínio,  enquando a Ang-(1-7) 

promove a liberação de NO principalmente ativando a via AKT (SAMPAIO et al., 2007), 

a alamandina parece levar à liberação de NO por um mecanismo diferente, 

provavelmente via AMPK (DE JESUS et al., 2018). Em um trabalho ainda mais recente 

realizado pelo nosso grupo, foi demostrado que no córtex insular, a alamandina,  

diferentemente da a Ang-(1-7), promove efeitos cardiovasculares excitatórios, 

incluindo aumento da pressão arterial e da frequência cardíaca, associados ao 

aumento da atividade simpática renal (MARINS FR et al., 2014). Essas diferenças 

adicionam, portanto,  novas posibilidades terapêuticas e possibilitam uma visualização 

ainda  mais clara do SRA. 
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

A recente identificação do eixo compreendido pela angiotensina A /alamandina/ 

MrgD, representa uma nova peça do quebra cabeça do RAS. Contudo, pouco se sabe 

desta via e de sua relevância biológica e fisiopatológica. 

De maneira interessante, tanto a angiotensina A, quanto a alamandina são 

formados a partir da descarboxilação do resíduo de aspartato (Asp1), que é convertido 

em alanina (Ala1), o que parece conferir a estes novos peptídeos ações biológicas 

próprias e abre a perspectiva de que outros peptídeos posam sofrer também este 

mesmo tipo de processo enzimático. Sendo assim, um questionamento crítico é se 

este processo de biotransformação do resíduo de aspartato pode ocorrer até mesmo 

em componentes do RAS anteriores à formação da Ang II, o que significaria a 

existência de uma nova rota enzimática paralela ao sistema clássico, que tem como 

intermediário a Ang A , possíveis outros metabólitos com estrutura Des[Asp1] -[Ala1] -

Angiotensinas e tendo, como produto final, a alamandina. 

Neste sentido, o nosso grupo, em um estudo preliminar por meio da técnica de 

espectrometria de massas, forneceu indícios da existência endógena, em roedores e  

seres humanos, dos seguintes peptídeos modificados em suas porções N- terminal: 

angiotensina I descarboxilada em seu primeiro resíduo de aminoácido, ou Des[Asp1]-

[Ala1]-Ang I (Ala1-Ang I), e angiotensina(1-9) também descarboxilada em seu primeiro 

resíduo de aminoácido, ou Des[Asp1]-[Ala1]-Ang-(1-9) (Ala1-Ang-(1-9)) (dados não 

publicados). O conhecimento da atividade dessa nova classe de peptídeos, embora 

em expansão, tanto em condições fisiológicas como em condições patológicas ainda 

é muito limitado. 

Sendo assim, a presente dissertação de mestrado investigou as ações 

cardiovasculares da angiotensina A, alamandina, Ala1-Ang I e Ala1-Ang-(1-9) 

chamados aqui, coletivamente, de “Alatensinas” como potencias peptídeos capazes 

de desempenhar ações no meio biológico, buscando assim, ampliar os conhecimentos 

do papel do SRA na fisiologia cardiovascular.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 – Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos cardiovasculares da administração aguda de alatensinas em ratos 

Sprague-Dawley (SD) 

 

3.2 – Objetivo Específico  
 

a) Determinar os efeitos cardiovasculares da injeção intravenosa da Ala1-Ang I ; Ala1-

Ang-(I-9); angiotensina A e alamandina em ratos SD normotensos acordados. 

  

b) Obter evidências fisiológicas do metabolismo desses peptídeos na circulação de 

ratos SD. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 
 

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley (SD) machos, com 12 semanas, 

pesando entre 300-350g, provenientes do Biotério do Laboratório de Hipertensão, 

ICB, UFMG.  Todos os animais foram mantidos sob condições controladas de 

temperatura (21 ± 2°C) e iluminação (ciclo claro-escuro de 12/12 horas) e alimentados 

com ração apropriada e água filtrada ad libitum. 

 

4.2 Reatividade vascular  
 

Ratos Sprague-Dawley machos foram eutanasiados por decapitação para que 

fosse, então, retirado um segmento da artéria aorta descendente torácica. Os aneis 

(2 a 3 mm) foram fixados em haste metálicas, e transferidos para cubas de vidro (10 

ml) contendo líquido nutritivo de Krebs-Henseleit (composição: NaCl 118; KCl 4,7; 

KH2PO4 0,9; MgSO4 1,1; CaCl2 2,5; NaHCO3 25, D-glucose 11 (mM), aquecido à ± 37 

o
C e aerado com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2). Estes anéis foram 

mantidos sob tensão de 1 g durante 60 minutos. Foi necessário trocar a solução 

contida nas cubas de vidro em intervalos de 20min para evitar um possível acúmulo 

de produtos do metabolismo dos vasos. Ao término do período de estabilização, foi 

adicionado fenilefrina (agonista  de receptores α1 adrenérgicos; 1 µM) para induzir 

uma contração sustentada, sobre a qual foi adicionada a acetilcolina (agonista 

muscarínico; 1 µM) para confirmar a presença ou ausência de endotélio nas 

preparações estudadas. Foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles 

cujo relaxamento induzido pela acetilcolina foi igual ou superior a 80% da contração. 

As respostas foram registradas usando-se transdutores de tensão isométrica 

(ADInstruments). Foi utilizado o programa PowerLab na versão 7.1, tanto para analise, 

quanto para aquisição dos dados.   
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4.2.1 Avaliação do efeito da Ala1 -Ang- (I-9) em anéis de aorta de ratos SD 
normotensos. 

 
Após o teste da funcionalidade vascular, os vasos foram lavados com solução de 

Krebs-Henseleit em intervalos de 15 min, durante 30 minutos. Após este período, os 

vasos foram pré-contraídos novamente com fenilefrina (0,1 µM) , após atingir o efeito 

máximo da contração, foram construídas curvas concentração-resposta cumulativas 

do peptídeo  Ala1-Ang-(1-9) (10-10 a 10-6 mol/L) em vasos contendo endotélio funcional. 

 

4.3 Avaliação do efeito da administração aguda dos peptídeos sobre a 
PA e FC em ratos normotensos  

 

4.3.1 Implantação de cânula na artéria e veia femoral 
 

Para os experimentos foram utilizados ratos SD normotensos. A metodologia 

adotada, constituiu inicialmente em anestesiar os animais com Xilazina (15 mg/Kg) e 

Cetamine (75 mg/Kg). Em seguida, para canulação da artéria femoral foi utilizada uma 

cânula confeccionada a partir da conexão de 15 cm de polietileno PE50, junto à 4 cm 

de polietileno PE10, preenchida com solução fisiológica (NaCl 0.9%) contendo 

heparina (100 U.I/ 0,1mL). Após realizada a tricotomia da região inguinal direita do 

animal, uma pequena incisão foi realizada, o feixe nervoso femoral foi localizado para 

mínima manipulação possível. Posteriormente, artéria femoral cuidadosamente 

isolada. A cânula foi introduzida na aorta abdominal através da artéria femoral, sendo 

utilizada para obtenção do registro dos parâmetros cardiovasculares. Uma segunda 

cânula, confeccionada a partir da conexão de 15 cm de polietileno PE50 junto à 2 cm 

de polietileno PE10, preenchida, também, com solução fisiológica (NaCl 0.9%), foi 

introduzida na veia femoral para a administração dos peptídeos. Após a canulação, 

os cateteres foram exteriorizados subcutaneamente em direção ao dorso do animal 

para sua fixação na região cervical. Após a cirurgia os animais foram novamente 

colocados em suas caixas individuais, com água e ração ad libitum. 
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4.3.2 Registro das variáveis cardiovasculares em animais acordados  
 
 Vinte e quatro horas após o procedimento de implantação de cânulas foi 

realizado o registro da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) nos 

animais acordados. A pressão arterial foi registrada por um sinal enviado a um 

transdutor conectado à cânula inserida na aorta abdominal pela artéria femoral, 

através do sistema de aquisição de dados (Biopac System, modelo MP100. Através 

do software de leitura da placa, Acqknowledge v.3.5.7 (Biopac System), a PAP foi 

registrada continuamente para que os valores de PAM e da FC fosem calculados a 

partir de pulsos de PA e posteriormente registrados pelo sistema.  

 No momento do experimento, a cânula arterial foi conectada ao transdutor de 

pressão, iniciando o registro. Após o período de uma hora de estabilização dos 

parâmetros cardiovasculares, doses crescentes dos peptídeos (ng) ou salina no 

volume de 100L foram injetadas via intravenosa. O intervalo entre as doses respeitou 

o tempo necessário que cada animal levou para retornar aos parâmetros 

cardiovasculares basais. Após a injeção em bolus da última dose do peptídeo, os 

parâmetros cardiovasculares foram monitorados por um período adicional de 30 

minutos. Quando necessário os animais foram tratados 20 min antes de iniciar o 

protocolo com: (I) antagonista do receptor AT1, o losartan, na dose única de 5mg/kg 

ou (II)  antagonista do receptor MrgD, D-Pro7-Ang-(1-7) (D-Pro7), em infusão continua 

na dose de (1micrograma/kg/min) ou (III) inibidor da ECA, captopril, na dose única de 

5mg/kg.  

 

4.3.3 Protocolos experimentais  
 

4.3.3.1 Determinação dos efeitos cardiovasculares da Ala1-Ang I 

 

Objetivo I: Verificar se a Ala1-Ang I induz alterações da PAM e FC em ratos SD 

acordados. 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda intravenosa 

(i.v) de Ala1-Ang I nas doses de: 5,10,20 e 40 ng.   
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Objetivo II: Investigar a participação da ECA sobre a resposta pressora produzida 

pela administração da Ala1-Ang I 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v de Ala1-

Ang I nas doses de: 5,10,20 e 40 ng em animais pré tratados com captopril (5mg/kg). 

 

Objetivo III: Investigar a participação do receptor MrgD nos mecanismos de redução 

da pressão arterial produzida pela Ala1-Ang I em ratos pré tratados com captopril. 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v de Ala1-

Ang I nas doses de: 5,10,20 e 40 ng em animais pré-tratados com captopril (5mg/kg) 

e na presença concomitante do antagonista de D-Pro7 (1micrograma/kg/min). 

 

Objetivo IV: Avaliar se a produção de alamandina é responsável pela menor potência 

da Ala1-Ang I. 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v de Ala1-Ang 

I nas doses de: 5,10,20 e 40 ng em animais pré-tratados com D-Pro7 

(1micrograma/kg/min).  

 

4.3.3.2 Determinação dos efeitos cardiovasculares da Ang A 

 

Objetivo I: Verificar se a Ang A induz alterações da PAM e FC em ratos SD acordados.  

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda de Ang A 

nas doses de: 5,10,20 e 40 ng 

 

Objetivo II: Investigar se a produção de alamandina é responsável pela menor 

potência da Ang A. 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v de Ang A 

nas doses de 5, 10, 20 e 40ng em animais pré-tratados com Dpro7 

(1micrograma/kg/min). 

 

4.3.3.3 Determinação dos efeitos cardiovasculares da Ala1-Ang-(1-9) 
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Objetivo I: Verificar se a Ala1-Ang-(1-9) induz alterações da PAM e FC em ratos SD 

acordados.  

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v de Ala1-

Ang I nas doses de: 5,10,20 e 40 ng.  

 

Objetivo III: Investigar a participação do receptor AT1 na resposta pressora induzida 

pela Ala1-Ang-(1-9). 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v da Ala1-

Ang-(1-9), nas doses de: 5,10,20 e 40 ng em animais pré-tratados com losartan 

(5mg/kg) 

 

Objetivo IV: Investigar a participação do receptor MrgD nos mecanismos de redução 

da pressão arterial produzida pela Ala1-Ang-(1-9) em ratos pré tratados com losartan 

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v da Ala1-

Ang-(1-9), nas doses de: 5,10,20 e 40 ng em animais pré-tratados com losartan 

(5mg/kg) e na presença concomitante de D-Pro7 (1micrograma/kg/min). 

 

4.3.3.4 Determinação dos efeitos cardiovasculares da alamandina. 

 

Objetivo I: Verificar se a alamandina induz alterações da PAM e FC em ratos SD 

acordados.  

Foram construídas curvas dose-resposta a partir da injeção aguda i.v de Ala1-

Ang I nas doses de 0,002; 0,005; 0,01; 0,2; 1; 5; 20 e 80 ng. Afim de evitar uma 

possível sobrecarga de volume e/ou efeito de taquifilaxia, as doses foram divididas 

em dois grupos. No primeiro, foram administradas as doses de 0,002; 0,005; 0,01; 0,2 

ng) e, no segundo, as doses de 1; 5; 20 e 80 ng. Os experimentos foram realizados 

de forma semelhante nos dois grupos, de forma que a única variável foi a dose do 

peptídeo administrado.  

 

Objetivo II: Investigar a participação do receptor MrgD sobre a resposta hipotensora 

produzida pela administração da alamandina 
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Seguindo o protocolo anterior, foram construídas curvas dose-resposta a partir 

da injeção aguda i.v de alamandina nas doses de 0,002;.0,005; 0,01; 0,2; 1; 5; 20 e 

80 ng em animais pré-tratados com D-Pro7 (1micrograma/kg/min). 

 

Objetivo III: Investigar a participação do receptor AT1 sobre a resposta pressora 

induzida pela administração da alamandina em ratos pré-tratados com D-Pro7. 

Seguindo o protocolo anterior, foram construídas curvas dose-resposta a partir 

da injeção aguda i.v de alamandina nas doses de 0,002; 0,005; 0,01; 0,2; 1; 5; 20 e 

80 ng em animais pré-tratados com losartan (5mg/kg) 

 

Objetivo IV: Confirmar a participação do receptor AT1 sobre a resposta bifásica 

induzida pela administração de alamandina  

Seguindo o protocolo anterior, foram construídas curvas dose-resposta a partir 

da injeção aguda i.v de alamandina nas doses de 0,002; 0,005; 0,01; 0,2; 1; 5; 20 e 

80 ng em animais pré-tratados com losartan (5mg/kg) e na presença concomitante de 

D-Pro7 (1micrograma/kg/min). 

 

4.4 Análise Estatística  

Inicialmente, foi avaliada a distribuição dos dados. Os que apresentaram 

distribuição normal, foi utilizada análise de variância (One-way ANOVA) seguida do 

pós-teste de Tukey para comparação das médias entre grupos quando houve apenas 

um fator de variação. Para comparação das médias entre grupos que tiveram dois 

fatores de variação, foi utilizada a análise de variância de dois fatores (Two-way 

ANOVA) seguida do pós-teste Bonferroni. Todas as análises foram realizadas com o 

software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Corporation, versão 7.1, 2016). Os 

dados foram expressos como médias  erro padrão da média e o nível de significância 

estatística estabelecido será de α=0.05. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Efeitos cardiovasculares da administração aguda do peptídeo 
Ala1-Ang I em ratos SD. 
 

  Como demonstrado na Figura 6, a administração de Ala1-Ang I produziu um 

aumento da pressão arterial média (PAM) de maneira dose-dependente em ratos SD 

acordados, associado a redução da frequência cardíaca (FC).  Por outro lado, seu 

efeito pressor foi menor em relação ao efeito da Ang I, principalmente na dose de 

10ng. (∆PAM: 2,2 ± 0,91 mmHg, Ala1-Ang I vs. ∆PAM: 18,8 ± 1,28 mmHg, Ang I). 

 
Figura 6- Alterações da PAM e da FC após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes 
de Ang I ou Ala1-Ang I. 
*p<0,05 vs salina; #p<0,05 vs Ang I. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
 

Com a finalidade de avaliar se o efeito pressor poderia ser devido à formação 

de Ang A, investigamos a participação da ECA sobre a resposta pressora produzida 

pela administração do peptídeo Ala1-Ang I. 

A inibição farmacológica da ECA, a partir da administração de captopril (5 

mg/kg), aboliu o efeito pressor produzido pela Ala1-Ang I. Além disto, nesta condição, 
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observou-se uma diminuição da pressão arterial na dose de 10 ng (∆: -9,5 ± 0,97 

mmHg, Figura 7).  
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Figura 7- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de Ala1-
Ang I ou Ala1-Ang I após administração de captopril. 
*p<0,05 vs salina; #p<0,05 vs Ala1-Ang I. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=7) 
 

No intuito de investigar se o receptor MrgD tinha participação nos mecanismos 

de redução da pressão arterial produzida pelo peptídeo Ala¹-Ang I em ratos pré-

tratados com o captopril, realizamos o mesmo experimento citado acima, mas agora 

na presença do antagonista deste receptor, D-pro7-Ang-(1-7) (D-pro7). De forma 

interessante, o efeito hipotensor observado anteriormente na presença apenas de 

captopril, foi abolido totalmente, sugerindo, assim, a participação da alamandina neste 

efeito (Figura 8). 

 
Figura 8- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de Ala1-
Ang I ou Ala1-Ang I após administração de captopril e D-pro7. 
*p<0,05 vs salina. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=5) 
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Sendo assim, decidimos investigar se o efeito pressor menos pronunciado da 

Ala1-Ang I, quando comparada a Ang I, poderia ser devido à formação de alamandina. 

Avaliamos, então, o efeito do bloqueio do receptor MrgD sobre a resposta pressora 

induzida pelo peptídeo Ala1-Ang I em ratos pré-tratados com o antagonista D-pro7. 

De forma interessante, houve a potencialização do efeito da Ala¹-Ang I, 

especialmente na dose de 10ng (∆PAM: 17,4 ± 0,88 mmHg, Ala1-Ang I + D-pro7 vs. 

∆PAM: 4,3 ± 0,95 mmHg, Ala1-Ang I, Figura 9), no qual o efeito pressor da Ala1-Ang I 

passou a ser, inclusive, similar ao efeito da Ang I. Estes achados sugerem uma 

possível formação de alamandina a partir da Ala1-Ang I. 

 

 
Figura 9- Alterações da PAM após administração intravenosa,in bolus, de doses crescentes de Ala1-
Ang I ou Ala1-Ang I após administração de D-pro7. 
*p<0,05 vs. Ang I; #p<0,05 vs. Ala1-Ang I. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; 
n=6) 
 

5.2 Efeitos cardiovasculares da administração aguda do peptídeo 
Angiotensina A em ratos SD. 
 

Como pode ser visualizado na Figura 10, a administração aguda de Ang A 

produziu um aumento significativo da PAM de maneira dose-dependente e com 

redução reflexa da FC. Por outro lado, seu efeito foi menor quando comparado ao 

efeito da Ang II, principalmente na dose de 10ng (∆PAM: 20,1 ± 0,88 mmHg, Ang A 

vs. ∆PAM: 29,2 ± 0,95 mmHg, Ang II). 



40 
 

 
Figura 10- Alterações da PAM e da FC após administração intravenosa,in bolus, de doses crescentes 
de Ang II ou Ang A. 
*p<0,05 vs salina; #p<0,05 vs. Ang II. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
 

Na tentativa de entender se a alamandina estaria envolvida no menor efeito 

pressor observado com a administração de Ang A, decidimos investigar a participação 

do receptor MrgD sobre a resposta pressora induzida pelo peptídeo Ang A. De forma 

inesperada, em termos de efeito máximo, a administração de D-pro7 não provocou 

alterações nas respostas induzidas pela Ang A (Figura 11). 

Entretanto, como pode ser observado na figuras 12 e 13, representação gráfica 

da área sob a curva, houve um aumento do efeito cumulativo do peptídeo sobre a 

pressão ao longo do tempo, sugerindo, assim, a influência da alamandina no efeito 

observado. Juntos, esses achados apontam para uma possível formação de 

alamandina a partir da Ang A. 
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Figura 11- Alterações da PAM após administração intravenosa,in bolus, de doses crescentes de Ang 
A ou Ang A após administração de D-pro7 
(Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
 

 

 

 

 
Figura 12- Visualização gráfica da área sob a curva produzida pelo efeito do peptídeo Ang A ou Ang A 
após administração de D-pro7 
*p<0,05 vs. Ang A. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
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Figura 13- Efeito da Ang A ou Ang A após administração de Dpro7 sobre a pressão arterial ao longo 
do tempo. Aumento da duração do efeito promovido em ratos tratados com Dpro7, antagonista do 
receptor MrgD 

 

5.3 Efeitos cardiovasculares da administração aguda do peptídeo Ala1- 
Ang-(1-9) em ratos SD. 
 

Na Figura 14, podemos observar que a administração i.v. em bolus de Ala1-

Ang-(1-9) em ratos SD acordados não produziu alteração significativa da PAM e FC, 

com exceção da maior dose, na qual observamos um aumento da PA (∆PAM: 8,6 ± 

0,65 mmHg, Ala1-Ang-(1-9) vs. ∆PAM: 4 ± 0,95 mmHg, salina). 

 
Figura 14- Alterações da PAM e da FC após administração intravenosa,in bolus, de doses crescentes 
de Ala1-Ang-(1-9). 
*p<0,05 vs salina (One-way ANOVA seguida por pós-teste de Tukey, n=5) 
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Em um segundo momento, com a finalidade de investigar uma possível 

participação do receptor AT1 na resposta pressora produzida pela Ala1-Ang-(1-9), 

avaliamos o efeito cardiovascular deste peptídeo em ratos pré-tratados com losartan. 

O uso deste antagonista bloqueou totalmente o efeito pressor anteriormente 

observado. Além disso, a Ala1-Ang-(1-9) também induziu diminuição da pressão 

arterial na dose de 5ng (∆: -9,8 ± 1,24 mmHg, Figura 15).  
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Figura 15- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de Ala1-
Ang-(1-9) ou Ala1-Ang-(1-9) após administração de Losartan. 
*p<0,05 vs salina. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
 

Na tentativa de entender melhor a redução da pressão arterial observada em 

animais pré-tratados com losartan, analisamos o efeito da administração da Ala1-Ang-

(1-9) em ratos tratados concomitantemente com o losartan e Dpro7-Ang-(1-7). De 

forma interessante, o efeito hipotensor observado anteriormente na presença apenas 

de losartan foi completamente abolido (Figura 16), sugerindo, uma possível formação 

de alamandina a partir da Ala1-Ang-(1-9). 
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Figura 16- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de Ala1-
Ang-(1-9) ou Ala1-Ang-(1-9) após administração de Losartan e D-pro7. 
*p<0,05 vs salina (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
 

Levando em consideração que não foi observado um efeito importante da Ala1-

Ang-(1-9) sistemicamente, investigamos a possível ação biológica do peptídeo in vitro, 

em anéis de aorta isolada de ratos SD. A Figura 17 mostra o efeito relaxante 

concentração-dependente induzido pela Ala1-Ang-(1-9) em anéis de aorta torácica 

com endotélio funcional, pré-contraídos com fenilefrina. Como observado, a Ala1-Ang-

(1-9) apresentou um pequeno efeito vasodilatador (Emax: 9,8% ± 0,84, Ala1-Ang-(1-

9)). 

 
Figura 17- Efeito induzido pelo peptídeo Ala1-Ang-(1-9) em anéis de aorta de ratos SD. 
*p<0,05 em comparação ao controle (salina), (T teste, n=6) 
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5.4 Efeitos cardiovasculares da administração aguda do peptídeo 
alamandina em ratos SD. 
 

A Figura 18 mostra o efeito de diminuição da pressão arterial induzido pela 

alamandina em ratos SD. Este efeito foi observado nas doses intermediárias (0.01, 

0.02, 0.2, 1 e 5 ng), com menor valor absoluto na dose de 0,02 ng (∆PAM: -9,62 ± 1,3 

mmHg vs salina). À medida que se afasta das doses intermediárias o efeito observado 

é proporcionalmente menor, formando assim um padrão de curva em “U”. 

 
Figura 18- Alterações da PAM e da FC após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes 
de alamandina. 
*p<0,05 vs salina. (One-way ANOVA seguida por pós-teste de Tukey, n=6) 
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Como esperado, na presença de D-pro7, o efeito de diminuição da pressão 

arterial foi abolido. Entretanto, no mesmo gráfico, é possível observar também que 

nas doses mais altas (20 e 80ng), ocorreu um aumento da PAM, com maior valor 

absoluto na dose de 80 ng (∆: 2,5 ± 1,39 mmHg, salina vs. ∆: 9,7 ± 0,98 mmHg, 

alamandina + D-pro7, Figura 19). 

 

 
Figura 19- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de 
alamandina ou alamandina após administração de Dpro7. 
*p<0,05 vs salina. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 
 

Em seguida, com o objetivo de avaliar a possível participação do receptor AT1 

no efeito pressor da alamandina em ratos tratados com D-pro7, repetimos o 

experimento em animais pré-tratados com o losartan. A figura 20 demonstra a 

potencialização do efeito da alamandina, principalmente na dose de 0,2 ng (∆: - 9,62 

± 1,28 mmHg, alamandina vs. ∆: -15,8 ± 1,12 mmHg, alamandina + losartan).  Além 

disso, nem um efeito pressor foi observado nas doses testadas. Estes achados 

sugerem a participação do receptor AT1 nas ações mediadas pela alamandina.  
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Figura 20- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de 
alamandina ou alamandina após administração de losartan. 
*p<0,05 vs salina; #p<0,05 vs alamadina. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6) 

 

Na tentativa de entender melhor o padrão de curva em “U” observado com a 

administração de alamandina, e presente até mesmo nos animais pré-tratados com 

losartan, decidimos investigar o efeito da administração do peptídeo em ratos tratados 

concomitantemente com o losartan e o D-pro7. Como pode ser observado na figura 

21, os efeitos anteriormente observados sobre a pressão arterial foram abolidos.  

 
Figura 21- Alterações da PAM após administração intravenosa, in bolus, de doses crescentes de 
alamandina ou alamandina após administração de losartan e Dpro7. 
*p<0,05 vs salina. (Two-way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni; n=6)  
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6 DISCUSSÃO 
 

 Neste estudo, demonstramos que uma nova família de peptídeos do SRA, 

nomeados, pelo nosso grupo, de alatensinas [Ala1-Ang-(1-10) / Ala1-Ang-(1-9) / Ala1-

Ang-(1-8) / Ala1-Ang-(1-7)], produzem efeito no sistema cardiovascular. Com exceção 

da Ang A e da alamandina, os efeitos dos demais peptídeos analisados, até então, 

não haviam sido descritos. 

 A primeira etapa deste trabalho consistiu na avaliação do efeito 

cardiovascular do peptídeo Ala1-Ang I. Como esperado, o peptídeo induziu um 

aumento dose-dependente na PAM. Entretanto, a Ala1-Ang I apresentou menor efeito 

sobre a PA quando comparada a Ang I, sendo a diferença entre os dois peptídeos 

marcante especialmente na dose de 10 ng. 

Trabalhos clássicos já haviam demonstrado aumentos na PA induzidos pela 

infusão intravenosa de Ang I (SKEGGS, L. T. et al., 1954). Entretanto, outros trabalhos  

confirmaram que a ação da Ang I é, na realidade, devido a sua conversão à Ang II 

pela ECA (HELMER, 1957; NG; VANE, 1967).  

Levando em consideração a similaridade estrutural entre a Ala1-Ang I e a Ang 

I, hipotetizamos que o peptídeo poderia ser igualmente um substrato para ECA, 

formando assim, a Ang A. Portanto, a seguir avaliamos se o aumento dos níveis 

pressóricos observados pela administração i.v. de Ala1-Ang I poderia ser explicado 

pela formação de Ang A. De fato, a inibição da ECA aboliu completamente o efeito 

pressor observado com a administração de Ala1-Ang I, o que sugere que Ala1-Ang I 

pode ser metabolizada pela ECA, formando a Ang A. Os resultados deste estudo são 

corroborados por trabalhos anteriores que mostraram que a Ang A tem ação pressora 

(COUTINHO et al., 2014; YANG, RUI et al., 2011). O menor efeito pressor observado 

após a injeção i.v. de Ala1-Ang I poderia, então, ser explicado por menor afinidade da 

ECA por esse peptídeo, o que levaria à menor formação de Ang A.  

  Jankowski e colaboradores (2007) avaliaram a possibilidade da Ang A ser 

formada a partir da Ang II pela descarboxilação do resíduo de Asp1. Embora vários 

tecidos possam ser prováveis candidatos para essa conversão, os autores avaliaram 

se ela ocorreria em leucócitos mononucleares. Após a incubação dos leucócitos na 

presença de angiotensinogênio, observaram aumentos significativos dos níveis de 

Ang I, Ang II, e também Ang A, mas nenhum sinal foi obtido para des-[Asp1]-[Ala1]-

Angiotensina ou Ala1-Ang I. Deste modo, os autores sugeriram que a Ang A não 
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poderia ser derivada do suposto peptídeo Ala1-Ang I. Apesar disso, a natureza dessa 

possível descarboxilase presente nos leucócitos mononucleares, sua especificidade 

quanto ao substrato e sua distribuição tecidual são atualmente desconhecidos. Assim, 

apesar de existirem dados in vitro que descartam a formação de Ang A a partir de 

Ala1-Ang I, os resultados do nosso trabalho in vivo sustentam a hipótese de que outras 

células ou tecidos podem contribuir para esse processo. 

 No mesmo protocolo experimental em que confirmamos a hipótese da Ala1-

(Ang I) ser um substrato da ECA, observamos, também, uma redução significativa da 

PAM na dose de 10 ng após a injeção de Ala1-Ang I em ratos pré-tratados com 

Captopril. Partindo-se do pressuposto que seu análogo, a Ang I, pode ser 

metabolizado em Ang-(1-7), peptídeo similar à alamadina, decidimos avaliar se o 

efeito hipotensor observado na presença do inibidor da ECA seria causado pela 

formação da alamandina, Observamos, então,  que a adição de D-pro7, antagonista 

do receptor MrgD, ao qual alamandina se liga (LAUTNER et al., 2013), resultou na 

abolição do efeito hipotensor, confirmando, assim, a nossa suspeita. 

 Sendo assim, questionamos se o menor efeito pressor da Ala1-Ang I quando 

comparado a Ang I poderia ser explicado pela formação de alamandina. Assim, 

administramos o peptídeo Ala1-Ang I na presença do antagonista do receptor MrgD. 

Observamos que em todas as doses testadas houve significativa potencialização do 

efeito pressor deste peptídeo, especialmente na dose de 10 ng. Esses resultados 

sugerem uma possível formação de alamandina a partir da Ala1-Ang I, de modo que 

suas ações parecem, inclusive, contrarregular o efeito pressor promovido pelo 

aumento agudo dos níveis de Ala1-Ang I em ratos SD. Essa possibilidade é 

corroborada, inclusive, por estudos anteriores que mostram que a alamandina 

apresenta efeito hipotensor e vasorelaxante (LAUTNER et al., 2013; LIU et al., 2018). 

 A Ang-(1-7), análogo da alamandina, pode ser formada diretamente a partir 

da Ang I pela hidrólise da ligação peptídica Pro7-Phe8 na porção C-terminal por 

algumas peptidases. Além disso, a ação da ECA sobre o peptídeo Ang I produz Ang 

II que, posteriormente, sofre ação enzimática da ECA2 no resíduo de Phe8 em sua 

porção C-terminal para dar origem a Ang-(1-7). A ECA2 também pode agir na Ang I 

para formar Ang-(1-9), que por sua vez é convertida em Ang-(1-7) pela ECA (BASU et 

al., 2017; YE et al., 2012). 
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Levando em consideração as vias de formação da Ang-(1-7) e, tendo em vista 

a similaridade estrutural existente entre os peptídeos do eixo clássico e as alatensinas, 

podemos sugerir as seguintes rotas para a formação da alamandina a partir da Ala1-

(Ang-I): i) diretamente, a partir da ação de endopeptidases sobre a própria Ala1-Ang I; 

ii) indiretamente, através da  formação de Ala1-Ang-(1-9) e sua subsequente 

metabolização em alamandina ; iii) via formação de Ang A, que é posteriormente 

metabolizada em alamandina pela ECA2. As possíveis rotas enzimáticas são 

ilustradas na figura abaixo: 

 
Figura 22- Visão hipotética do novo eixo paralelo ao Sistema Renina-Angiotensina clássico. 
Neste esquema é possível apreciar as diferentes rotas que levam a formação de alamandina. Fonte: 
(Elaborada pelo autor) 
 
 Como os nossos primeiros resultados sugerem que a Ang A é o principal 

produto da metabolização da Ala1-Ang I pela ECA, sendo inclusive, responsável pelos 

efeitos pressores observados, decidimos avaliar os efeitos da Ang A sobre a pressão 

arterial. Sua ação vasoconstritora já havia sido mostrada por diferentes autores 

(COUTINHO et al., 2014; JANKOWSKI et al., 2007; JR et al., 2009; YANG, RUI et al., 

2011). De fato, em nosso protocolo experimental, o peptídeo Ang A induziu, assim 

como seu análogo Ang II, aumentos dose-dependentes na pressão arterial. De forma 

interessante, os efeitos pressóricos observados pela injeção da Ang A foram de menor 

intensidade quando comparados aos da Ang II. Jankowski e colaboradores (2007) já 

haviam mostrado que a Ang A é menos potente que a Ang II. O mesmo grupo 

reconhece que, apesar de Ang A e a Ang II apresentarem afinidades semelhantes 

pelo receptor AT1, a Ang A apresenta atividade intrínseca menor, exercendo ação 

como agonista parcial. Entretanto, um outro trabalho demonstra que, na realidade, a 

Ang A age como agonista pleno e que, portanto, a menor potência desse peptídeo 

poderia ser explicada por razões farmacocinéticas, tais como menor meia-vida 

plasmática por processos de metabolização (YANG, RUI et al., 2011). Isto nos levou 
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a supor que o menor efeito biológico da Ang A, poderia ser devido à formação de um 

peptideo capaz de atenuar suas ações pressóricas. Sendo assim, decidimos avaliar 

se o menor efeito pressor obtido pela injeção de Ang A poderia ser explicado pela 

formação de alamandina. 

 De forma intrigante, não foi observada diferença na resposta pressora máxima 

ao administrarmos Ang A em animais pré-tratados com Dpro7. Decidimos, então, 

analisar a área sob a curva para avaliar a hipótese de um eventual efeito cumulativo 

produzido pelo bloqueio do receptor MrgD. De fato, diferenças significativas foram 

observadas entre as diferentes doses testadas, que podem ser reflexo da maior 

duração do efeito da Ang A na presença de Dpro7. Os dados descritos nesse 

experimento in vivo sugerem que Ang A pode ser convertida em alamandina, 

corroborando, assim, os achados de Lautner e colaboradores que demostram, in vitro, 

a formação de alamandina a partir de Ang A. Oliveira, Bader e Santos (dados não 

publicados), utilizando camundongo KO para ECA2, obtiveram evidências 

semelhantes. 

Em um terceiro momento deste trabalho, avaliamos também o possível efeito 

cardiovascular do metabólito intermediário Ala1-Ang-(1-9). Evidências crescentes 

demonstram que seu análogo, a Ang-(1-9), tem efeitos in vivo e in vitro, agindo a partir 

do receptor AT2 (FLORES-MUÑOZ et al., 2011; FLORES-MUNOZ et al., 2012; 

OCARANZA, MARÍA PAZ; JALIL, 2012). Em um trabalho envolvendo modelos de 

hipertensão, a administração crônica de Ang-(1-9) preveniu significativamente os 

aumentos da PA (OCARANZA, MARIA PAZ et al., 2014).  

 Em nosso trabalho, a administração aguda de Ala1-Ang-(1-9) em ratos 

normotensos não induziu alterações importantes da PA. Nossos resultados são 

similares aos obtidos por Sanglard (2014), que injetou agudamente doses crescentes 

do peptídeo em ratos Sprague-Dawley (SD) normotensos. Além disso, de forma 

interessante, observamos, nas doses mais altas, aumento significativo da PA. 

 Em um trabalho utilizando a técnica de binding, foi demostrado que a Ang-(1-

9) pode se ligar ao receptor AT1 (FLORES-MUÑOZ et al., 2011). Levando em 

consideração as similaridades estruturais, testamos os efeitos do peptídeo Ala1-Ang-

(1-9) na presença do Losartan, antagonista do receptor AT1.  De fato, o efeito pressor 

mediado pelo peptídeo Ala1-Ang-(1-9) foi completamente abolido. Este resultado 

sugere o envolvimento do receptor AT1, nos efeitos observados. Além disso, neste 

mesmo experimento, observamos uma redução significativa da PA na dose de 10ng. 
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A associação de Losartan com o antagonista do receptor MrgD, por outro lado, aboliu 

o referido efeito hipotensor, sugerindo que, a alamandina pode ser formada a partir da 

Ala1-Ang-(1-9).   

 De forma interessante, os efeitos mediados pelo análogo, Ang-(1-9), são em 

sua maior parte atribuídos ao receptor AT2. Contudo, a ferramenta farmacológica que 

vem sendo utilizada para avaliar a interação Ang-(1-9)/AT2, é o antagonista do 

receptor AT2, PD123319, o qual recentemente foi demonstrado ser também 

antagonista do receptor MrgD (Lautner et al., 2013). Estes dados, sustentam ainda 

mais nossa suspeita de que a Ang-(1-9) pode ser descarboxilada em sua porção N 

terminal, formando Ala1-Ang-(1-9) que, subsequentemente, pode levar a formação de 

alamandina. 

 Além disso, muitos achados interessantes indicam que a Ang-(1-9) pode ser 

convertida em Ang II em alguns tecidos, mas as enzimas responsáveis por esse 

processo são desconhecidas até agora (KRAMKOWSKI; MOGIELNICKI; BUCZKO, 

2006). Em um trabalho utilizando homogenatos de rim de rato, e em menor extensão 

de pulmão, os autores demostraram a conversão de Ang-(1-9) em Ang II, 

provavelmente através da carboxipeptidase tipo N (DRUMMER; KOURTIS; 

JOHNSON, 1988). Sabe-se que a Ang-(1-9) é metabolizada pela ECA em Ang-(1-7), 

e ainda em Ang-(1-5) e Ang-(1-4). No entanto, Drummer e colaboradores (1988) 

mostraram que, no rim, o principal produto (71%) da conversão de Ang-(1-9) é a Ang 

II, acompanhado por pequenas quantidades de Ang III e Ang-(2-9). Além disso, em 

um trabalho realizado em 2005, os autores confirmaram que a via Ang I-Ang-(1-9)-

Ang II realmente existe em glomérulos de ratos (SINGH; SINGH; LEEHEY, 2005). 

  Levando em consideração a já citada similaridade estrutural entre a Ala1-

Ang-(1-9) e a Ang-(1-9), podemos sugerir, então, que o peptídeo Ang A seja um  

possível produto da metabolização da Ala1-Ang-(1-9), o que pode explicar nossos 

achados anteriores, no qual, a administração de doses mais altas de Ala1-Ang-(1-9) 

em ratos normotensos promoveu aumentos da PA, que foram, posteriormente, 

revertidos pela presença do antagonista do receptor AT1. Além disso, não podemos 

descartar a possibilidade de que possa haver uma interação com o receptor AT1 por 

algum outro produto secundário e biologicamente ativo derivado da Ala1-Ang-(1-9). 

Um possível candidato é o já caraterizado peptídeo alamandina, o qual, como será 

discutido a seguir, poderia desencadear tais efeitos em maiores doses. 
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 Apesar de aparentemente a Ala1-Ang-(1-9) não apresentar efeitos fisiológicos 

importantes na PA decidimos avaliar sua ação in vitro. Utilizando a técnica de 

reatividade vascular, mostramos que o peptídeo promove pequeno efeito 

vasodilatador concentração-dependente em anéis de aorta de ratos. Este resultado é 

corroborado por trabalhos anteriores, no qual, a administração de Ang-(1-9) induziu 

efeito de relaxamento vascular tanto em ratos quanto em camundongos. Nossos 

achados demonstram, então, que apensar da Ala1-Ang-(1-9) induzir efeito 

vasodilatador, o mesmo não foi suficiente para induzir alterações da PA. 

 Como a alamandina parece, até o momento, ser o último peptídeo da rota de 

síntese das alatensinas, podendo ser formada pela Ala1-Ang I, Ala1-Ang-(1-9) e Ang 

A, resolvemos, então, verificar seus efeitos no sistema cardiovascular. Para isso, 

primeiramente, testamos o efeito da injeção i.v. de doses crescentes (0,0025; 0,005; 

0,01; 0,02; 0,2; 1; 5; 20; 40; 80 ng) de alamandina em ratos normotensos SD. 

Observamos que houve diminuição significativa da PA, sendo que esses efeitos 

hemodinâmicos se iniciam apenas em uma dose intermediária e relativamente baixa 

(0,02 ng), produzindo, assim, uma curva dose-resposta em forma de U. Esse resultado 

é parcialmente corroborado por trabalhos que já haviam demonstrado efeito 

hipotensor da alamandina (LAUTNER et al., 2013). Como esperado, a diminuição da 

PA foi completamente abolida na presença de Dpro7, confirmando os dados de 

Lautner e colaboradores, que indicaram a alamadina como o ligante endógeno para o 

receptor MrgD. 

 Nas maiores doses testadas, foi observado um pequeno aumento da PA nos 

animais pré-tratados com o antagonista do MrgD. Com a finalidade de testar se o 

padrão de resposta em U e o próprio efeito pressor se deviam à estimulação do 

receptor AT1, estudamos o envolvimento do receptor AT1 na modulação da resposta 

cardiovascular promovida pela administraçao de alamandina em ratos pré-tratando 

com o antagonista losartan na dose de 5 mg/kg. Nessa condição, observamos o 

aumento da resposta hipotensora. Além disso, o efeito pressor observado nas doses 

maiores, foi abolido. No entanto, o padrão em U da curva dose resposta se manteve. 

Nesta circunstância, esperávamos, entretanto, que a administração de maiores doses 

de alamandina associada ao antagonismo do receptor AT1 induzisse maiores efeitos 

na PA, levando a um padrão de curva dose-resposta linear. Uma possível explicação 

para este achado pode se dever ao fato da dose de losartan utilizada não ser suficiente 
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para bloquear o efeito das doses mais elevadas da alamandina, na qual, passaria 

novamente a se ligar ao receptor AT1. 

Trabalhos anteriores já haviam relatado que doses intravenosas de 1 a 

15mg/kg de losartan promovem bloqueio significativo do receptor AT1. A dose utilizada 

neste trabalho foi, inclusive escolhida considerando relatos prévios na literatura 

(Kauffman et al., 1991; Levine e outros, 1996; Wang e outros,1997), incluindo um 

estudo farmacocinético sobre o losartan (Moon et al., 1998). Entretanto, em um 

trabalho em que foi utilizado o losartan na dose de 1 a 3 mg/kg, observou-se uma 

inibição bifásica na resposta pressora produzida pela administração da Ang II (WONG 

et al., 1990). Além disso, o tempo de meia vida plasmática (T ½) do losartam foram 

avaliados por pelo menos dois trabalhos farmacocinéticos. Yang e colaboradores 

relataram que o T ½ do losartan foi entre seis e nove horas (YANG, SI-HYUNG; CHO; 

CHOI, 2011). Em um segundo trabalho, os autores demonstram ser entre, uma hora 

e trinta minutos e quatro horas (YOSHITANI et al., 2002). Em razão do tempo total 

que foi necessário para realização do nosso protocolo experimental (3h), o T ½ do 

antagonista poderia, neste caso, ser relevante. Estudos posteriores são necessários 

a fim de excluir esta hipótese. 

  Em conjunto, nossos achados sugerem o envolvimento do receptor AT1 nos 

efeitos observados, conclusão semelhante à obtida por Hekmat e colaboradores 

(2017) em ratos com hipertensão renovascular anestesiados. Entretanto, Leão e 

colaboradores (2018), utilizando outras linhagens de ratos (Wistar, SHR-SP) 

observaram que o losartan aboliu, ao invés de aumentar a ação vasorelaxante da 

alamandina. Além disso, o bloqueio do receptor AT1 no CVLM não alterou o efeito 

hipotensor da alamandina (SOARES et al., 2017). Ademais, em um trabalho preliminar 

realizado em nosso laboratorio, o Losartan reduziu o efeito vasodilatador da 

alamandina em aorta isolada de ratos (Sanglard., 2018). Em um outro estudo, 

envolvendo o seu análogo, Neves e colaboradores demonstraram que o efeito 

vasorelaxante mediado pela Ang-(1-7) em artéria mesentérica de ratos Sprague-

Dawley é bloqueado pelo uso de Losartan. Corroborando esses estudos, Velkoska e 

colaboradores demostraram que a infusão de Ang-(1-7) em ratos foi associada a 

aumentos na pressão arterial e aceleração da hipertrofia e fibrose cardíaca, sugerindo 

o envolvimento do receptor AT1 nas ações da Ang-(1-7). 

 Em conjunto, esses estudos reforçam claramente a complexidade envolvida 

na interação ligante-receptor e as suas repercussões no sistema cardiovascular. 
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Apesar de atualmente se conhecer os sítios específicos de ligação das principais 

angiotensinas não é incomum encontrarmos a interação de um peptídeo com dois ou 

mais sítios de ligação. Nesse sentido, foi demostrado que o agonista seletivo para o 

receptor AT2, CGP42112A, em altas concentrações, pode exercer efeito nos 

receptores AT1 (HINES et al., 2001). 

 Estudos utilizando técnicas como o binding e animais com deleção genética 

do receptor AT1 ou MrgD precisam ser realizados com o objetivo de esclarecer o papel 

modulatório destes receptores nos efeitos cardiovasculares da alamandina. Além 

disso, é importante destacar que os efeitos hipotensores da alamandina são mais 

evidentes quando o peptídeo é administrado em doses intermediárias. Inclusive, os 

efeitos relacionados às outras alatensinas e, atribuídos neste estudo, à formação de 

alamandina são, de forma interessante, observados apenas a partir da injeção das 

doses intermediárias de 5 ou 10 ng desses peptídeos. Isso reforça o padrão de curva 

em U formado pela administração de diferentes doses de alamandina. Além de nossas 

evidências da participação do receptor AT1 nos efeitos mediados pela alamandina, 

uma outra hipótese para explicar o padrão de resposta em U seria que a alamandina, 

em altas concentrações, poderia estimular outras vias de sinalização via seu receptor 

MrgD que levassem a vasoconstrição.  

 

 

7 CONCLUSÃO  
 

 Este estudo demonstrou que os peptídeos que compõe o eixo das 

alatensinas, Ala1-Ang I, Ang A e Ala1-Ang-(1-9) são biologicamente ativos e, de forma 

direta ou indireta, são metabolizados, levando à subsequente formação de 

alamandina. Além disso, os efeitos cardiovasculares observados neste estudo, são 

similares aos descritos previamente para os peptídeos análogos que compõem o eixo 

clássico do SRA. Nosso trabalho inicia uma nova era na pesquisa do SRA a partir da 

descrição e caracterização de uma nova via paralela ao eixo clássico. 
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