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RESUMO

Estudos clinicos e experimentais mostram que o sistema renina angiotensina
desempenha um papel fundamental na manutencdo da homeostase corporal
e gue a ativacdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) endogena
resulta em varios efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Recentemente,
um novo ativador da ECA2, chamado Aceturato de Diminazeno (DIZE), foi
descrito. Neste trabalho foi avaliado as acfes desse composto em parametros
cardiovasculares e renais de ratos submetidos ao treinamento fisico ou a
hipertensdo renovascular, bem como o0s mecanismo de agdes na
vasodilatacdo de anéis aorticos. Para isso, ratos Wistar foram submetidos ao
treinamento fisico de natacédo ou foram submetidos a cirurgia de 2 rins 1 clipe
para induzir hipertensdo renovascular. Os animais foram tratados por 4
semanas com salina, DIZE ou captopril via gavagem. Os resultados
mostraram que o DIZE nao interferiu na hipertrofia cardiaca fisioldgica
induzida pelo treinamento fisico. Analisando os animais com hipertensao
renovascular, foi observado que o DIZE causou uma diminuicdo na pressao
arterial semelhante ao efeito hipotensor causado pelo captopril. Além disso,
este composto também impediu o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca,
fibrose cardiaca e disfuncédo renal induzida pela hipertensédo. A técnica de
vasos isolados revelou que os efeitos vasodilatadores do DIZE séo
dependentes de ativacdo do receptor Mas e da liberacdo de éxido nitrico.
Assim, esses dados sugerem que o DIZE desempenha um papel importante
na homeostasia dos sistemas cardiovascular e renal, possivelmente por um

mecanismo envolvendo Mas e 6xido nitrico.

Palavras chave: Sistema renina angiotensina; Hipertensdo renovascular;
Enzima conversora de angiotensina 2; Aceturato de diminazeno; Treinamento

fisico; Vasodilatacdo arterial



ABSTRACT

Clinical and experimental studies have shown that the renin-angiotensin system
plays a key role in maintaining the homeostasis and that activation of
endogenous angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) results in various
beneficial effects in the cardiovascular system. Recently, a new ACE2 activator,
named Diminazene Aceturate (DIZE), was discovered. This present study
evaluated the actions of this compound in cardiovascular and renal parameters
of rats submitted to physical training or renovascular hypertension, as well as
the mechanisms of action underling the vasodilation of isolated aortic rings. For
this, Wistar rats were submitted to swimming training or to 2-kidney 1-clip
surgery to induce renovascular hypertension. Animals were treated for 4 weeks
with saline, captopril or DIZE by gavage. The results showed that DIZE did not
interfere in the cardiac physiological hypertrophy induced by physical training.
DIZE caused a significant decrease in blood pressure similar to the hypotensive
effect induced by captopril in hypertensive rats. In addition, this compound also
prevented the development of cardiac hypertrophy, cardiac fibrosis and renal
dysfunction provoked by hypertension. The isolated vessels technique revealed
that the vasodilatory effects of DIZE are dependent on Mas receptor and nitric
oxide release. Thus, these data suggest that DIZE plays an important role in the
homeostasis of the cardiovascular and renal systems, likely by a mechanism

involving Mas and nitric oxide.

Key words: Renin-angiotensin system; Renovascular hypertension;
Angiotensin-converting enzyme 2; Diminazene aceturate; Physical training;

Arterial vasodilation
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|. INTRODUCAO

1.1. Sistemarenina-angiotensina

Classicamente, o sistema renina-angiotensina (SRA) é descrito como
uma cascata hormonal que controla principalmente as funcdes cardiovascular,
renal e adrenal (Dilauro et al. 2009; Harrison-Bernard et al. 2002; Keidar et al.
2007; Navar et al. 2000; Peach, 1977; Santos et al. 2004). Este sistema é
formado por uma sequéncia de eventos bioquimicos, sendo que 0s principais
elementos constituintes sdo o angiotensinogénio, a renina, a Angiotensina |
(Ang 1), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a Angiotensina Il (Ang
II). O SRA participa do controle da pressao arterial (PA) através do controle do
balanco de sodio, volume do fluido corporal e ténus vascular (Clayton et al.
1998), além de desempenhar um papel importante na modulacdo do
crescimento e diferenciacdo das células. Podemos ainda citar, dentre as
funcdes do SRA, a sua participacdo na inflamacéo, no estresse oxidativo, na
regulacdo do peso corporal e no crescimento vascular (Ferreira et al. 2011;
Gwathmey et al. 2010; Savergnini et al. 2010; Tran et al. 1997). A existéncia de
varios componentes deste sistema distribuidos no organismo ja estd bem
consolidada, pois diversos estudos evidenciaram a presenca deste sistema em
varios oOrgaos, tais como, vasos, coracdo, cérebro, rim, testiculo, musculo
esquelético, pulméo, figado, tecido adiposo, pancreas e olho (Santos et al.
2006; Santos et al. 2009). Assim, qualquer alteracdo neste sistema podera
ocasionar desenvolvimento de varias doencas, como a hipertensdo arterial,
infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca.

A formacado dos peptideos do SRA (Figura 1) se inicia com a clivagem
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do angiotensinogénio, secretado principalmente pelo figado, apesar de poder
ser sintetizado em baixas quantidades em outros tecidos, como coragao, rins,
vasos, tecido adiposo e cérebro, pela renina com a formacdo de Ang |. Essa
etapa € um ponto limitante para o inicio da cascata do SRA (Atlas, 1998; Page
e Helmer, 1940; Skeggs et al. 1956).

A Ang | é um decapeptideo biologicamente inativo que, quando clivado
pela ECA, d& origem ao octapeptideo Ang IlI, principal peptideo vasoativo do
SRA (Ng e Vane, 1967). A geracdo de outro importante componente deste
sistema, a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] ocorre através de vias enzimaticas
diferentes daquelas observadas na formacdo da Ang Il, sendo a mais
importante e eficiente aquela mediada pela enzima homéloga a ECA, a enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2), que converte a Ang Il em Ang-(1-7)
(Donoghue et al. 2003; Tipnis et al. 2000; Vickers et al. 2002; Rice et al. 2004).

Um dos principais componentes deste sistema € a Ang Il. Além de sua
formacao através da quebra da Ang | pela ECA e, menos frequentemente pela
quimase e captesina A, ela também pode ser produzida pela hidrélise direta do
angiotensinogénio pela catepsina G ou pela tonina. Uma vez formada, a Ang Il
pode ser hidrolisada por aminopeptidases (AMP), originando a Angiotensina Il
(Ang 1) ou hidrolisada por D-AMP originando a Angiotensina IV (Ang V)

(Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica do sistema renina-angiotensina (SRA). Abreviagdes:
ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2 ; ATy,
receptor tipo 1 de Ang Il; AT,, receptor tipo 2 de Ang Il; AT,, outros receptores para
angiotensina; Mas, receptor de Ang-(1-7); NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil-
endopeptidase; PCP, prolil-carboxipeptidase. (Modificado de Ferreira e Santos, 2005;
Ingelfinger, 2008).

A Ang Il exerce seus efeitos através de dois subtipos de receptores,
denominados receptores de Ang Il do tipo 1 (AT;) e do tipo 2 (AT,), ambos
localizados na membrana celular e acoplados a proteina G. A Ang Il, via

s

receptor AT1, é um potente peptideo vasoativo que induz remodelacdo
vascular e disfuncdo endotelial associada a aumento da PA. Essa lesdo
vascular causada pela Ang Il pode ser explicada pela ativagdo de células do
sistema imunoldgico e infiltracdo de macréfagos (Marchesi et al. 2008; Qiu et

al. 2014). Este peptideo exerce varios efeitos em diferentes érgaos, como, por

exemplo, vasoconstricdo, hipertrofia cardiaca e estimulo a glandula adrenal
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para liberacdo de aldosterona e consequente retencdo de sédio (Ma et al.
2010; Vijayaraghavan et al. 2011; Bader, 2010). Além disso, estudos tém
mostrado que os receptores AT1 e AT2 sdo abundantemente expressos no
sistema nervoso central (SNC) e que a Ang Il também esta envolvida em
fungBes como a cognicdo, memoria, percep¢do da dor, comportamento sexual,
ansiedade, depressao e estresse (Bader, 2010; Culman et al. 2002; Kangussu

et al. 2013,2015) (Figura 2).

Angiotensinogénio OOOVOOOCOCON® - - - -

Angiotensina |  @QO0O00G6G0
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P et oy > Inotropismo ~Sede

Figura 2: Representacdo esquematica da formacdo de Angiotensina Il e seus efeitos em
diferentes 6rgdos (Modificado de Bader, 2010).

Com o avanco de técnicas de bioquimica e biologia celular, 0 SRA vem
sendo alterado principalmente pela descoberta de novos componentes
biologicamente ativos, como a Ang-(1-7). As vias de formacdo deste peptideo
sdo a partir da Ang | ou da Ang II, principalmente pela acdo da enzima

conversora de angiotensina 2 (ECA2), uma vez que a afinidade catalitica da
18



ECA2 é muito maior pela Ang Il do que pela Ang | (Dilauro e Burms, 2009;
Donoghue et al. 2000; Ferreira e Santos, 2005; Tipnis et al. 2000; Vickens et al.
2002) (Figura 3). Além disso, este peptideo exerce seus efeitos através da
interagdo com o receptor Mas, podendo exercer agdes similares, distintas e na
maior parte das vezes opostas as da Ang Il (Santos et al. 2003). Estudos
mostram que a Ang-(1-7) exerce efeitos morfofuncionais diretos no sistema
cardiovascular, incluindo vasodilatacédo, inibicdo da proliferagcdo celular em
diferentes espécies, aumento do fluxo urinario e da excrecdo de sédio e
estimula a liberacdo de bradicinina (Brosnihan et al. 1996; Handa et al. 1996;

Faria-Silva et al. 2005; Fernandes et al. 2005)

Angiotensinogénio DOODOO0QOGO0OO0 - - -

Angiotensina | DOOOO0OOGO0

-
Angiotensina I 2QO0V00G06G .
0 \
00

Angiotensina-(1-7) QOO0

Figura 3: Representacdo esquematica da formacdo da Angiotensina-(1-7) (Modificado de
Bader, 2010).
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Um dos efeitos da Ang-(1-7) que merece detaque € a sua capacidade

de regular a expressao de proteinas da matriz extracelular e o remodelamento
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cardiaco. Estudo realizado por Iwata et al., 2005, mostrou que este peptideo
liga-se a fibroblastos cardiacos de ratos adultos, exercendo um papel critico na
remodelacdo cardiaca. O tratamento destas células com Ang-(1-7) inibiu o
aumento de sintese de colageno induzidos por Ang Il. Em ratos com delegéo
genética do receptor Mas foi observado um comprometimento da funcgéo
cardiaca associada a um aumento significativo na expressao de colageno do
tipo 1, 11l e fibronectina no coracéo (Santos et al. 2006, Gava et al . 2012).

O endotélio desempenha um importante papel na manutencdo da
homeostase vascular pela sintese e liberacdo de varios fatores vasoativos. Os
vasos sanguineos sao locais potencialmente importantes para a formacao e
acdo da Ang-(1-7) e os tecidos vasculares contém todos os componentes do
SRA (Raffai et al. 2014). Estudos mostraram que a Ang-(1-7) exerce efeitos
diretos nos vasos, incluindo vasodilatacdo através da estimulacao da liberacdo
de oxido nitrico (NO) e de prostaciclinas e inibicdo da proliferagdo celular em
diferentes espécies (Ferreira et al. 2011; Gwathmey et al. 2010; Gurley et al.
2006; Yamamoto et al. 2006). As a¢Bes da Ang-(1-7) em vasoS COronarios
incluem alteracdes bioquimicas e funcionais que conduzem a vasodilatacéo,
quer diretamente em anéis de artéria ou indiretamente através da
potencializacdo da bradicinina ou opondo as acdes da Ang Il ( Santos et al.
2000).

Atualmente, o SRA vem sendo ampliado e se tornando mais
complexo, destacando-se a presenca de dois eixos nesse sistema (Figura 4). O
primeiro, composto por ECA, Ang Il e receptor AT1, induz principalmente
efeitos vasoconstritores, proliferativos e fibroticos. O segundo, composto pela

ECA2, Ang-(1-7) e o receptor Mas, exerce a¢des contraregulatorias ao primeiro
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eixo (Herath et al. 2013; Santos et al. 2000; Probstfield et al. 2010). O equilibrio
entre estes dois eixos é de extrema importdncia para a manutencdo da
homeostase corporal. Assim, nesse contexto, uma enzima de fundamental
importancia para o equilibrio deste sistema € a ECA2, pois contrarregula as
acOes vasoconstritoras e proliferativas da Ang Il através da estimulacdo dos
efeitos vasodilatadores e anti-proliferativos da Ang-(1-7), uma vez que ela
degrada a Ang Il com consequente formacdo de Ang-(1-7). Alteragbes na
expressdo desta enzima causam disfuncdes cardiaca, renal e vascular. Esta
enzima estd presente na célula endotelial que € um importante local para a
formacdo e metabolismo da Ang-(1-7) (Santos et al. 2008; Ferreira e Santos,

2005).

Angiotensina I

J ECA2
e @ Angiotensina-(1-7)

|
s

Vasoconstricdo Vasodilatacia
Pré- Disfuncao endotelial Anti- Disfuncao endotelial

Pro- Proliferativo Anti- Proliferativo

Fro- Hipertrofico Anti- Hipertrofico
Pro- Fibratico Anti- Fibrotico
Ateroscrerotico Anti- Ateroscrerotico
Pro-Trombotico Anti-Trombaotico
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Figura 4: Eixos do sistema renina-angiotensina. ECA: enzima conversora de angiotensina;
ECA2: enzima conversora de angiotensina 2; AT,: receptor de Ang Il do tipo 1; Mas: receptor
de Ang-(1-7).
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1.2. Ativacdo da ECA2 endodgena

Como a ECA2 é importante para o equilibrio do SRA, varios trabalhos
tém avaliado os efeitos da ativagcdo desta enzima em diversas patologias.
Através da técnica de screening virtual da ECA2 cristalizada, o composto 1-[[2-
(dimetilamino)etillamino]-4-(hidroximetil)-7-[[(4-metilfenil)sulfonil]oxi]-9H-
xantona-9 (XNT) foi identificado como um ativador da ECA2 (Hernandez-Prada
et al. 2008). Esse composto aumenta em varias vezes a atividade dessa
enzima em ensaios in vitro. Além disso, in vivo ele causa um rapido decréscimo
da presséao arterial quando administrado na veia jugular de ratos normotensos
e de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e reverte a fibrose cardiaca e
renal induzida pela hipertensédo (Hernandez-Prada et al. 2008).

Usando a mesma técnica utilizada para a identificacdo do XNT, o
composto aceturato de diminazeno (DIZE) foi descrito como um ativador da
ECA2 (Kulemina et al. 2011). Este composto é utilizado usualmente como um
antiparasitario em clinicas veterinarias, pois possui atividade tripanocida e
leishmanicida (Jean Moreno et al. 2006, Kroubi et al, 2010).

Atuando como um ativador da ECA2 endogena, estudos recentes
demonstraram que o DIZE previne o desenvolvimento de hipertenséo pulmonar
por estimular o eixo vasoprotetor do SRA, diminuindo os niveis de citocinas
inflamatorias e melhorando a funcéo cardiaca (Shenoy et al. 2013; K. Rigatto et
al. 2013). O tratamento crénico com o DIZE reduziu a pressao intraocular em
ratos, sendo que esse efeito foi parcialmente mediado pelo receptor Mas
(Foureaux et al. 2013). Além disso, o DIZE tem efeito protetor em varias
condic¢des patoldgicas, como isquemia cardiaca (Qi et al. 2013), cardiomiopatia

diabética (Coutinho et al, 2014) e na inflamacdo ocular em camundongos com
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uveite (Qiu et al. 2014).

Estudos recentes tém sugerido que o DIZE € um composto com ac¢des
anti-inflamatorias, pois afeta o sistema imune diminuindo a producdo de
citocinas proé-inflamatérias, como as interleucinas 6 e 12 e o fator de necrose
tumoral (TNF-a) (Kuriakose e Jude, 2014).

No sistema cardiovascular, o DIZE atenua o aumento da pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo, previne mudangas disfuncionais na
dP/dt (medida direta derivada da pressao ventricular), diminui a area infartada e
reduz o processo inflamatorio e a apoptose em ratos infartados (Qi et al. 2013).
Ja em ratos diabéticos, foi demonstrado que a ativacdo da ECA2 com o DIZE
provoca mudancas na repolarizagdo ventricular, melhorando a fungéo elétrica
cardiaca (Coutinho et al. 2014). Além disso, esse composto também apresenta

acdo antiarritmica independente do Mas e do NO (Joviano-Santos, 2015).

1.3. Hipertenséo renovascular

A elevacdo da PA é um fator de risco poderoso, independente e o mais
importante para doencas cardiovasculares. Além disso, a hipertensdo se tornou
a maior doenca endémica no mundo (Frang et al. 2005; Pescatello et al. 2004).
De acordo com o Comité de Prevencao, Deteccao, Avaliagdo e Tratamento da
Hipertensédo, esta patologia € definida por um valor da presséao arterial sistélica
de 140 mmHg ou mais e pressao diastélica de no minimo 90 mmHg.
Atualmente, surgiu o termo pré-hipertenso, em que os valores da presséo
arterial sistolica e diastolica sao, respectivamente, de 130 a 139 mmHg e de 85
a 89 mmHg e requerem modificacbes que promovam melhora no estilo de vida

para prevenir a progressdo da hipertensdo e o0 surgimento de doencas
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cardiovasculares (Ministério da Saude, 2010). Quando ndo tratada, a
hipertensdo pode causar sérios problemas, como doenga coronariana, infarto
do miocérdio, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca renal, doenca vascular
periférica e doencas cerebrais, contribuindo, assim, para o aumento da taxa de
morbidade e mortalidade no mundo inteiro (Frang et al. 2005; Tsai et al. 2002).
Por esta razdo, modificagbes no estilo de vida, incluindo alimentacéo e
exercicio fisico, sdo as primeiras linhas de intervengéo para o controle de PA,
mesmo quando terapia medicamentosa é implementada.

O SRA tecidual e circulante, central e periférico parecem estar
envolvidos no desenvolvimento e manutencdo das varias formas de
hipertenséo, tais como a hipertensdo renal (Dzau et al. 1986; Ferrario et al.
1990; Brody et al. 1991). A hipertensdo renovascular € definida como um
aumento da PA causado por uma leséo estendtica ou obstrutiva na artéria renal
e acomete entre 2% e 5% da populacao hipertensa (Voiculescu et al. 2001).

Em 1934, Goldblatt e colaboradores produziram um modelo de
hipertensdo renal através do clampeamento da artéria renal em cées. Este
modelo conhecido como 2 rins e 1 clipe (2R1C) serviu como base para estudos
subsequentes sobre hipertensao, pois ele se assemelha muito a hipertensao
renovascular humana. Neste modelo, apenas uma artéria € submetida a
estenose e, quando o fluxo sanguineo renal diminui, eleva a liberacdo de
renina pelas células justaglomerulares dos rins, induzindo a ativagao excessiva
do SRA e aumentando a Ang Il circulante. Principalmente devido ao efeito
vasoconstritor deste peptideo, a constricdo das arteriolas aumenta a
resisténcia periférica total, levando a hipertenséo. A segunda forma pela qual a

Ang Il eleva a PA é diminuindo a excrecdo de sal e agua pelos rins, o que
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aumenta o volume extracelular e, consequentemente, a volemia ao estimular a
secrecdo de aldosterona e de horménio antidiurético (Gynton & Hall, 2011). Em
geral, o aumento da PA se inicia poucos minutos ap0ds a reducéo do fluxo renal,
atingindo um platé em 2 a 3 semanas (Frazan Jr. et al. 2001).

Nos ultimos anos, o papel do SRA na patogénese da hipertensédo
renovascular tem sido muito estudado e considerado um importante mediador
da hipertensdo e dos danos cardiaco e renal causados pela mesma. As lesdes
nos 6rgaos alvos no modelo de 2R1C sédo dependentes do grau de estenose e,
usualmente, incluem disfuncéo endotelial, hipertrofia cardiaca (de 20 a 25% de

aumento do coracgdo) e hipertrofia do rim contralateral exposto a estenose

(Ebrahimi et al. 2013; Franchi et al. 2013).

1.4. Treinamento fisico

O treinamento fisico produz diversas adaptacbes fisioldégicas que
permitem ao organismo executar uma quantidade maior de trabalho com uma
maior eficacia. Estas adaptac6es variam de acordo com a intensidade, duragéo
e o tipo do exercicio (Silveira et al. 2007).

Existem varios estudos demonstrando que o exercicio fisico regular é
capaz de beneficiar positivamente a saude, aumentando a qualidade de vida e
produzindo efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Dentre as adaptacdes
mais bem conhecidas no sistema cardiovascular, pode-se destacar a
bradicardia no repouso, melhora do controle da PA em individuos hipertensos,
hipertrofia fisioldgica ventricular esquerda, angiogénese capilar e diminuicao da
concentracéo de catecolaminas circulantes (Felix e Michelini, 2007; Medeiros et

al. 2004; Oliveira et al. 2009; Silva et al. 2011; Silveira et al. 2007; Zamo et al.
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2010, 2011). O treinamento fisico de baixa a moderada intensidade em
humanos com insuficiéncia cardiaca diminuiu em 26% os niveis de Ang Il no
plasma (Braith, 1999), além de aumentar a concentracdo de Ang-(1-7) e a
expressdo do receptor Mas em ventriculo esquerdo de ratos treinados com
natacdo (Gomes-Filho et al. 2008). Em um estudo realizado por Silva et al.
(2011), o treinamento com natacdo aumentou a expressao do receptor Mas em
anéis aérticos de SHR e melhorou o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) através
de um mecanismo dependente de endotélio e envolvendo a liberagcdo de NO e
de prostaciclinas. Deste modo, estes estudos sugerem que a atividade fisica
pode exercer seus efeitos benéficos no sistema cardiovascular através da

modulagdo do eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas do SRA.
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. JUSTIFICATIVA

A ECA2 exerce um papel importante no equilibrio do SRA. Estudos
utilizando ativadores da ECA2 enddgena, XNT e DIZE, demonstraram que
estes compostos induzem varios efeitos benéficos em modelos experimentais
de diversas patologias estimulando o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas e inibindo o
eixo ECA/Ang II/AT1 do SRA. A hiperatividade deste Ultimo eixo esta
relacionada a patogénese de varias doencas cardiovasculares, uma vez que
ele leva a proliferacdo celular, vasoconstricdo, hipertrofia e fibrose cardiaca.
Assim, considerando as func¢des cardioprotetoras da ECA2, investigamos a
participacdo dessa enzima no remodelamento cardiovascular no exercicio

fisico e na hipertenséo arterial.
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lI. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

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

sintético DIZE, em parametros cardiovasculares de ratos submetidos ao

treinamento fisico e a hipertensao renovascular. Além disso, os efeitos do DIZE

na vasodilatacdo arterial foram analisados.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento cronico com o DIZE na PA média, sistolica
e diastdlica e na frequéncia cardiaca (FC) de ratos submetidos ao
treinamento fisico.

Avaliar os efeitos do tratamento cronico com o DIZE na PA média, sistolica
e diastdlica e na FC de ratos sedentarios.

Avaliar os efeitos do DIZE na PA e na FC de ratos submetidos a cirurgia de
hipertenséo renovascular.

Avaliar os efeitos do DIZE na estrutura cardiaca de ratos submetidos a
cirurgia de hipertensao renovascular.

Avaliar os efeitos do DIZE na funcdo cardiaca de ratos submetidos a
cirurgia de hipertensao renovascular.

Avaliar os efeitos do DIZE em parametros renais de ratos submetidos a
cirurgia de hipertensao renovascular.

Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes do DIZE (10°, 10°, 10* M)
em anéis aorticos de ratos normotensos.

Verificar o papel do receptor Mas nos efeitos do DIZE na vasodilatagéo de
anéis aérticos de ratos.

Verificar o papel do NO nos efeitos do DIZE na vasodilatacdo de anéis

aorticos de ratos.
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IV. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

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

em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG (protocolo nimero 226/2013).

4.2. Tratamento crénico com o DIZE

O composto ativador da ECA2 que foi utilizado nesse estudo foi o DIZE.
Este composto foi administrado por via oral (1mg/kg via gavagem por 8
semanas no treinamento fisico) diluido em salina. A gavagem controle foi com

salina em volume equivalente ao do DIZE.

4.3. Treinamento fisico - natacao

A piscina utilizada era constituida de oito tanques individuais para
natacdo, o que viabiliza um maior controle durante o treinamento. Os tanques
foram confeccionados com vidros transparentes para permitir a completa
visualizagdo e acompanhamento do animal. Todos o0s oito tanques eram

interconectados por espacamentos inferiores entre suas divisorias, permitindo,

29



assim, uma completa homogeneidade da dgua do meio com uma temperatura
de aproximadamente 32°C.

Inicialmente todos os animais foram pesados e adaptados ao meio
liguido na mesma piscina onde foram treinados em uma temperatura de 32 + 1
°C, sem sobrecarga, durante cinco dias consecutivos. Terminado o periodo de
adaptacdo, todos os animais foram novamente pesados e divididos
aleatoriamente em quatro grupos: i) grupo sedentario ndo tratado, ii) grupo
sedentario tratado, iii) grupo treinado a 70 % n&o tratado e iv) grupo treinado a
70% tratado (Figura 5). No dia seguinte a adaptacdo ao meio liquido, os

animais foram submetidos a um teste de esforco maximo (TEM).

| GRUPOS EXPERIMENTAIS |

e EEEE |
1 1
1 1
| SEDENTARIO | [ TREINADO 70% |
S PSS
’f’ \\\ ,’d '\.\\~
f’ \\ ,l *-\
| NioTRaTaDO | [ TRATADO | [ NXo TRaTaDO | | TRATADO |
=Posicionados sobre  "Posicionados *Treinamento = Treinamento
plataforma dentro sobre plataforma 70% carga 70% carga
da piscina dentro da piscina m:axima maxima
sSalina =Ativador da =Salina =Ativador da
ECA2 ECA2

Figura 5: Representag¢édo esquematica dos grupos experimentais.

O TEM consistiu de um periodo de natagdo com incrementos de carga
de 2% do peso corporal, a cada 3 minutos. As cargas foram presas na cauda
do animal at¢é o momento da exaustdo, identificado quando o animal
permaneceu abaixo da superficie por mais de 10 segundos (Almeida et al.

2009). A intensidade do treinamento fisico subsequente foi definida por meio do
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calculo de 70% do peso maximo obtido no TEM. O peso maximo suportado
pelos animais no TEM foi convertido em porcentagem do peso corporal do
animal. Assim, a cada semana, os ratos foram pesados e, usando a
porcentagem do valor calculado, uma nova carga de trabalho foi obtida e a
sobrecarga de 70% determinada (Almeida et al. 2009). Os ratos foram
treinados no decorrer de 8 semanas, 5 vezes por semana, durante 60 minutos.
Os animais sedentarios foram colocados dentro da piscina sobre uma
plataforma de isopor para permitir o contato dos animais com 0 mesmo
ambiente do grupo treinado no periodo do treinamento fisico, mas sem realizar

esforco.

4.4. Registro de parametros cardiovasculares

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
registradas semanalmente através de um sistema ndo invasivo de mensuracao
de pressao arterial (CODA). Neste sistema, os ratos sdo mantidos em
compartimentos individuais sobre uma plataforma a uma temperatura de 32-
35°C e um manguito na cauda do rato é introduzido e inflado. Assim, o registro

da pressao arterial é realizado utilizando a artéria caudal.

4.5. Hipertens&o renovascular

A cirurgia para inducdo da hipertensdo arterial sistémica foi realizada
seguindo o modelo experimental de hipertensdo renovascular, segundo a
técnica de Goldblatt (Goldblatt et al. 1934). Os animais foram anestesiados

com quetamina 10% (6mg por 100g de peso) e xilasina 2% (0,6mg por 100g de
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peso) por via intraperitoneal, colocados em decubito dorsal e retirados os pelos
na regiao do flanco esquerdo. Em seguida, foi realizada uma incisdo
longitudinal de aproximadamente 2 cm de comprimento na pele do abdome,
abrindo a cavidade peritoneal. Foi colocado um clipe de prata na artéria renal
esquerda, deixando o rim direito intacto. Nos animais controle (Sham) foi
realizada a mesma cirurgia, porém ndo houve a colocacdo do clipe. ApdGs
cirurgia, os animais foram tratados diariamente durante 4 semanas via

gavagem com captopril (30mg/kg), DIZE (1mg/kg) ou salina.

4.6. Histologia

Apbs os protocolos experimentais, os animais foram sacrificados, seus
coracdes e os ventriculos esquerdos (VE) dissecados e pesados e os valores
corrigidos pelo peso corporal e pelo comprimento da tibia. Fragmentos do VE
foram fixados em Bouin 4% por 24h, submetidos a desidratagdo com gradiente
crescente de alcool (70, 80, 90 e 100%) e posterior infiltracdo e inclusdo em
parafina. Ap6s a montagem dos blocos, as amostras foram cortadas em
secgdes de 6 ym com intervalos de 20 cortes. Em seguida, os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina e analisados em microscopia de campo
claro para avaliar a presenca de hipertrofia cardiaca através da medida do
diametro do cardiomiécito. O diametro do cardiomiocito (~100 cardiomiocitos
por animal) foi medido na regido correspondente ao nucleo celular. Somente
cardiomiodcitos cortados longitudinalmente com nudcleo e limites celulares

visiveis foram considerados para analise.
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4.7. Quantificagcao de hidroxiprolina tecidual

A guantificagédo da hidroxiprolina € uma medida indireta do conteudo de
colageno dos tecidos (Reddy et al. 1996). Foram homogeneizados 100mg do
VE em 5mL de solugdo salina 0,2%, sendo estes homogenatos
subsequentemente congelados e liofilizados. Dez miligramas (10mg) de tecido
liofilizado foram submetidos a uma hidrélise alcalina em 375uL de NaOH 2N
por 25 minutos a 125°C. A uma aliquota de 50uL do hidrolisado foram
adicionados 450uL do reagente oxidante cloramina T (cloramina T 0.056 M em
tampao acetato/citrato com 10% de n-propanol, pH 6.5) e incubados por 20
minutos. Ap6s esta etapa, foram adicionados 500uL de p-
dimetilaminobenzaldeido diluidos em n-propanol/acido perclérico (2:1 viv)
seguido de incubacao por 20 minutos a 65°C. As placas de 96 pocos contendo
as amostras foram lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices) a 540

nm.

4.8. Avaliacdo da funcéo cardiaca

Apé6s o fim do tratamento, os ratos foram decapitados e seus coracoes
retirados para avaliar a func@o cardiaca. Para isso, utilizou-se um sistema de
perfusdo de Langendorff com pressao constante (Figura 6). A preparacao de
Langendorff era constituida por um tubo de vidro, conectado a um reservatorio
de solucéo nutridora de Krebs-Ringer (mM): NaCl 118,41; KCI 4,69; KH,PO4
1,17; MgSO,4 x 7 H,0 1,17; CaCl; x 2 H,O 2,51; dextrose anidra 1,65; NaHCO3
26,24. A pressédo de perfusdo era mantida em 75 mmHg. A solugdo nutridora

era oxigenada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) e mantida a
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37 = 1°C com circulagdo de agua aquecida. Os animais foram heparinizados
(400 UL.I. i.p.) 10 minutos antes do sacrificio. O coracao foi retirado e colocado
em uma placa de Petri contendo soluc&o nutridora oxigenada e gelada (+ 4°C).
Em seguida, os restos de tecido que acompanhavam o coragcdo foram
removidos. A aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira
ramificac@o (tronco braquicefalico) e seu coto foi fixado com linha na ponta da
canula de aco inoxidavel acoplada ao sistema de perfusdo, visando sempre a
integridade da valva adrtica. Para registro da forca contratil, um pequeno
gancho de ago inoxidavel foi fixado ao apice do VE e conectado a um
transdutor de for¢ca. Tensdo de aproximadamente 1,0 £ 0,2 g foi aplicada ao
coracdo (tensdo diastolica) e mantida constante durante o experimento. A FC e
a dT/dt (méxima e minima) foram calculadas a partir das medidas diretas de
tensdo. Os sinais foram amplificados (1000x) e registrados por meio de um
sistema de aquisicdo e analise de dados analdgico-digital (MP100 -

AcgKnowledge lll, Biopac System Inc., EUA).
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Figura 6: Figura esquematica do sistema de perfusdo de Langerdoff (Murga, 2012).

4.9. Avaliacao da funcéao renal

Para andlise dos parametros renais, os animais foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas com temperatura ambiente controlada
e com ciclo de luz claro/escuro de 14/10h com livre acesso a racao e agua
durante 3 dias para aclimatacdo. Logo em seguida foi coletada a urina e
mensurada a quantidade de agua ingerida durante 24h. Essas medidas foram
realizadas em trés tempos distintos: antes da cirurgia de hipertensdo
renovascular, trés semanas apos a cirurgia e ao final do tratamento.

A dosagem de proteina urinaria (proteindria) foi realizada por
colorimetria utilizando o kit Sensiprot (Labtest Diagnéstica S/A, Brasil)
disponivel comercialmente. A proteina excretada na urina foi expressa em

mg/24h.
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4.10. Experimentos de reatividade vascular

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e sua aorta toracica foi
cuidadosamente removida, retirando-se o excesso de tecidos adiposo e
conjuntivo. O material foi transferido para uma placa de Petri sobre gelo
contendo solugéo nutridora de Krebs (110,8 mM NacCl; 5,9 mM KCI; 25,0 mM
NaHCOs3; 1,1 mM MgSOy; 2,5 mM CaCl,; 2,3 mM NaH,PO4 e 11,5 mM glicose).
Logo apds, a aorta foi dividida em anéis de aproximadamente 4mm de
comprimento e cada anel foi colocado em cubas de 15mL contendo a solugéo
nutridora de Krebs oxigenada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de
CO,) e mantida a 37 + 1°C com circulacdo de agua aquecida. Duas hastes
metdlicas triangulares foram passadas através do lumen do vaso, sendo que
uma foi fixada a parede da cuba e a outra foi conectada verticalmente a um
transdutor de tensdo isométrica. Ap6s a montagem, os anéis aérticos foram
submetidos a uma tensdo de repouso de 1g, regulada na primeira hora do
experimento para estabilizacdo da preparacdo. Durante esse periodo, a
solucdo nutridora foi trocada a cada 20 minutos, objetivando-se, dessa forma,
evitar 0 acumulo de metabdlitos e a restauracdo dos niveis de glicose
necessarios ao metabolismo vascular.

Os registros experimentais foram obtidos a partir de transdutores de
tensdo isométrica conectados a um amplificador, sendo este acoplado a um
computador. Os sinais foram amplificados (1000x) e registrados por meio de
um sistema de aquisicdo e analise de dados analédgico-digital (MP100 -
AcgKnowledge llI, Biopac System Inc., EUA).

ApGs o0 periodo de estabilizagdo, os anéis foram contraidos com

fenilefrina (3x10” M; Sigma, USA) e, ap6s observar um platé no registro de
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contracdo, a presenca de endotélio funcional vascular foi verificada pela
administracéo de acetilcolina (10™ M; Sigma, USA). Apés atingir o relaxamento
maximo, a soluc¢do nutridora de Krebs foi trocada por trés vezes. Os anéis de
aorta que apresentaram um relaxamento superior a 70% apds contracdo com
fenilefrina foram considerados com endotélio funcional e os anéis que nao
apresentaram relaxamento diante do estimulo com acetilcolina foram
considerados desprovidos de endotélio funcional. Os efeitos do DIZE em
diferentes concentracdes (10°, 10®° e 10* M) foram testados incubando esse
composto com o0s anéis isolados de aorta. Os resultados obtidos foram
comparados com as respostas com a auséncia da droga citada, apenas com o
veiculo (salina).

Com a finalidade de avaliar o mecanismo de agdo do DIZE, antagonista
do receptor Mas (A-779) e inibidor ndo seletivo da oOxido nitrico sintase (L-
NAME) foram utilizados. ApOs os anéis aorticos serem pré-contraidos com
fenilefrina, as cubas foram lavadas e, apds 30 minutos, os anéis de aorta foram

incubados com A-779 ou L-NAME associado ao DIZE.

4.11. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + EPM. Os resultados
foram analisados utilizando o teste One-way ANOVA seguido do pés teste de
Tukey ou Two-way ANOVA seguido do pés teste de Bonferroni, sempre com o
auxilio do programa GraphPad Prism 5. Foram considerados significativos

valores de p<0,05.
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V. RESULTADOS

5.1 Parametros cardiovasculares ap0s treinamento fisico

Inicialmente, foi avaliada a resposta dos animais ao exercicio fisico
(natacdo) através da duracdo do Teste de Esforco Maximo (TEM). O
tratamento com o DIZE n&o alterou o TEM dos animais sedentarios. Embora o
grupo treinado a 70% da carga maxima tenha apresentado um discreto
aumento do TEM, apenas quando o treinamento foi associado ao tratamento

cronico com o DIZE observou-se um aumento significativo desse parametro

(Figura 7).
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Figura 7: Tempo total do Teste de Esforco Maximo (TEM) em ratos sedentarios e treinados
tratados ou ndo com DIZE. *P<0,05 vs. Sedentario tratado (One-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Tukey); n= 6.

Em seguida, o ganho de peso dos animais ao longo do desenvolvimento
dos protocolos foi analisado. Todos os grupos tiveram um ganho do peso
corporal ao final do tratamento/treinamento, entretanto ndo houve diferencas

significativas entre eles (Figura 8).
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Figura 8: Ganho de peso corporal ao longo do desenvolvimento dos protocolos experimentais.
N&o houve diferencas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pds-teste
de Tukey); n=8.

No que se refere a relacéo entre o peso do coragdo e 0 comprimento da
tibia, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos, indicando
gue nem o treinamento fisico nem o tratamento com o DIZE alterou a massa
cardiaca dos animais (Figura 9). Resultado similar foi visto quando a relacdo

entre o peso do coracdo e o peso corporal foi avaliada (Figura 10).

Sedentario Nao Tratado
[ Sedentéario Tratado

0 Treinado 70% N&o Tratado
EZ3 Treinado 70% Tratado

Peso Coracgéo/Tibia (mg/mm)

Figura 9: Relacdo entre o peso do coracdo e o comprimento da tibia nos grupos sedentario
ndo tratado e tratado com o DIZE e treinado 70% n&o tratado e tratado com o DIZE. N&o houve
diferencas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey);
n=6.
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Figura 10: Relacdo entre o peso do coracdo e o peso corporal nos grupos sedentério ndo
tratado e tratado com o DIZE e treinado 70% n&o tratado e tratado com o DIZE. Nao houve
diferencas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pOs-teste de Tukey);
n=6.

Em relacdo aos parametros cardiovasculares de PAM (Figura 11), FC
(Figura 12), pressdo arterial diastdlica (PAD) (Figura 13) e pressao arterial
sistélica (PAS) (Figura 14) obtidos ao final do periodo experimental, ndo foram

observadas diferencas significativas entre 0s grupos analisados.
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Figura 11: Pressao arterial média (PAM) de ratos sedentarios ndo tratados e tratados com o
DIZE e de ratos treinados néo tratados e tratados com o DIZE ao final do periodo experimental.
Nao houve diferencgas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste
de Tukey); n=8.
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Figura 12: Frequéncia cardiaca (FC) de ratos sedentarios nao tratados e tratados com o DIZE
e de ratos treinados nédo tratados e tratados com o DIZE ao final do periodo experimental. Ndo
houve diferencas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey); n=8.
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Figura 13: Presséao arterial diastdlica de ratos sedentarios ndo tratados e tratados com o DIZE
e de ratos treinados nao tratados e tratados com o DIZE ao final do periodo experimental. Nao
houve diferengas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Tukey); n=8.
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Figura 14: Presséo arterial sistolica de ratos sedentarios nao tratados e tratados com o DIZE e
de ratos treinados ndo tratados e tratados com o DIZE ao final do periodo experimental. Nao
houve diferencas significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey); n=8.
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5.2. Efeitos do DIZE na hipertensao renovascular

Foi utilizado o modelo de hipertensdo renovascular induzida pela técnica
do 2R1C para avaliar os efeitos cardiovasculares do DIZE em uma situacao de
patologia cardiovascular. Os resultados mostraram que a técnica do 2R1C foi
realizada de maneira correta, pois o peso do rim direito em comparacdo com o
rim esquerdo foi significativamente maior em todos os grupos 2R1C em relacao

ao grupo sham (Figura 15).
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Figura 15: Peso dos rins esquerdo e direito dos diversos grupos experimentais apds a cirurgia
de 2R1C. *P<0,05 vs. o rim esquerdo do grupo sham e °P<0,05 vs. o rim direito do grupo sham
(One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey); n=8.

A anadlise semanal da pressao arterial dos grupos experimentais durante
as quatro semanas de tratamento com o ativador de ECA2 ou com o inibidor de
ECA mostrou que ambos os tratamentos reduziram a pressao arterial (Figura
16). Em relagdo a FC, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos

(Figura 17).
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Figura 16: Pressao arterial média (PAM) dos diversos grupos experimentais durante as 4
semanas de tratamento. *P<0,05 vs. 2R1C (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni); n=5.
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Figura 17: Frequéncia cardiaca (FC) dos diversos grupos experimentais durante as 4 semanas
de tratamento. Nao houve diferencgas significativas entre os grupos (Two-way ANOVA seguido
pelo pés-teste de Bonferroni); n=5.
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Além disso, foi observado que o DIZE e o Captopril foram capazes de
prevenir o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca induzida pela hipertenséo.
Esse dado foi evidenciado tanto pela analise da relacdo entre o peso do
coracdo e o comprimento da tibia (Figura 18) quanto pelo didmetro dos

cardiomiécitos (Figura 19).
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Figura 18: Relacdo entre 0 peso do coragdo e comprimento da tibia (mg/mm) dos diversos
grupos experimentais. *P<0,05 vs. sham (One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey);
n=5..
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Figura 19: Diametro dos cardiomécitos dos diversos grupos experimentais. *P<0,05 vs. 2R1C
(One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey); n=5.
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Para estimar a quantidade de coldgeno presente nos coracdes (fibrose
cardiaca) foi mensurado a concentracdo de hidroxiprolina nos coragfes dos
animais dos diversos grupos experimentais. Os resultados mostraram que a
concentragdo de hidroxiprolina foi significativamente maior apenas no grupo

2R1C em relacao ao grupo Sham (Figura 20).
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Figura 20: Concentracdo de hidroxiprolina em cora¢des de ratos submetidos a cirurgia de
2R1C apés 4 semanas de tratamento. *P,0,05 vs. Sham (One-way ANOVA seguido pelo pés-
teste de Tukey); n=5.

Com o objetivo de avaliar a fungéo cardiaca dos animais do protocolo de
hipertensdo renovascular, foi utilizada a técnica de coracao isolado. Nao houve
diferencas estatisticas entre os grupos em termos de tenséo sistdlica (Figura
21), tensdo diastdlica (Figura 22), dT/dt maxima (Figura 23), dT/dt minima

(Figura 24), fluxo coronariano (Figura 25) e de FC (Figura 26).
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Figura 21: Tenséo sistélica de coragbes de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C apos 4
semanas de tratamento. N&o houve diferengas significativas entre os grupos (One-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Tukey); n=8.
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Figura 22: Tenséo diastdlica de coracdes de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C apés 4
semanas de tratamento. N&o houve diferengas significativas entre os grupos (One-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Tukey); n=8.
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Figura 23: dT/dt méxima (+dT/dt) de coracdes isolados de ratos submetidos a cirurgia de
2R1C ap6s 4 semanas de tratamento. N&o houve diferencas significativas entre os grupos

(One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey); n=8.
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Figura 24: dT/dt minima (-dT/dt) de coracgdes isolados de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C
apoés 4 semanas de tratamento. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (One-way

ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey); n=8.
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Figura 25: Fluxo coronariano de coracdes isolados de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C
apos 4 semanas de tratamento. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (One-way

ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey); n=8.
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Figura 26: Frequéncia cardiaca de coragdes isolados de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C
apo6s 4 semanas de tratamento. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (One-way

ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey); n=8.

48



5.3. Efeitos do DIZE nos parametros renais

Apo6s andlise dos efeitos cardiovasculares do DIZE, foi avaliado
paradmetros renais em trés diferentes tempos do tratamento: basal, trés
semanas e ao término do tratamento, com 0 objetivo de avaliar os efeitos

renais do DIZE no modelo de hipertenséo renovascular.

A analise da ingestdo de agua (mL/dia) durante o periodo de tratamento
mostrou que nao houve diferencas significativas na ingesta hidrica entre os
grupos experimentais (Figura 27). Entretanto, nas andlises da excrecao de
urina diaria (mL/dia) foi observado que, ao final do tratamento, o grupo
2R1C+Captopril apresentou um aumento significativo na excre¢ao urinaria em
relacdo ao grupo Sham e que houve uma reducéao significativa deste parametro
no grupo 2R1C+DIZE em relagdo ao grupo 2R1C (Figura 28). Em termos de
proteindria, ndo houve diferencas significativas entre os grupos (Figura 29).
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Figura 27: Ingestdo hidrica (mL/dia) de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C no inicio (1), apos
trés semanas (2) e ao final do tratamento (3) (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni), n=5.
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Figura 28: Excre¢do de urina (mL/dia) de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C no inicio (1),
apos trés semanas (2) e ao final do tratamento (3). *P<0,05 vs. Sham no final do tratamento e
P<0,05 vs. 2R1C final do tratamento (Two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni);
n=5.
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Figura 29: Excregéo de proteina (mg/24h) em ratos submetidos a cirurgia de 2R1C no inicio
(1), apos trés semanas (2) e ao final do tratamento (3). Nao houve diferencas significativas
entre os grupos (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni); n=5.

N =

5.4. Efeitos do DIZE em vasos isolados

Para avaliar os efeitos da ativagdo da ECA2 endogena pelo DIZE na
vasodilatacao arterial, foram analisados registros de tensédo contratil de anéis
adrticos de ratos utilizando doses crescentes do DIZE (10, 10° e 10 M). Foi

observado um aumento gradativo na porcentagem de relaxamento dos anéis
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aorticos, evidenciando, assim, uma vasodilatacdo dose-dependente. As

concentracdes de 10®° e 10" M causaram as maiores respostas (Figura 30).
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Figura 30: Efeitos do DIZE, em diferentes concentracdes (10 10° e 10 M), no relaxamento
de anéis aodrticos de ratos. *P<0,001 vs. salina (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni); n=5.

Posteriormente, com o objetivo de avaliar os mecanismos de agédo do
DIZE na vasodilatagcdo de anéis aorticos, foi utilizado bloqueadores e inibidores
de componentes do SRA. A primeira ferramenta farmacologica utilizada para
avaliar os possiveis mecanismos de acao do DIZE foi o antagonista do receptor
Mas, o A-779. Os resultados obtidos mostraram que o efeito vasodilatador do
DIZE foi completamente bloqueado pela dose de 10* M de A-779 (Figura 31).
Em seguida, avaliamos o papel do 6xido nitrico (NO) nos efeitos do DIZE na
vasodilatacao aortica através da administracédo do L-NAME, cuja a¢ao € inibir a
NO sintase. Observamos que as acbes do DIZE foram inibidas de forma

significativa pelo composto L-NAME (Figura 32).
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Figura 31: Papel do receptor Mas no efeito do DIZE no relaxamento de anéis adrticos.
*P<0,0001 vs. salina (Two-way ANOVA seguido pelo p6s-teste de Bonferroni); n=5.

Tempo (min)

Salina

'100 L] " " n L L] L} 4 5
L-NAME 10" + DIZE 10~

-751 L-NAME 107

¢t W

-5
DIZE 1
50 0

-25+4

251

Relaxamento

501

%

75

1001

Figura 32: Papel do o6xido nitrico no efeito do DIZE no relaxamento de anéis adrticos.
*P<0,0001 vs. DIZE 10° M (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni); n=5.
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VI. DISCUSSAO

O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas do SRA tem chamado atencdo de varios
pesquisadores devido, entre outros fatores, ao seu papel na melhora da funcéo
cardiaca. Desde a sua descoberta, a Ang-(1-7) se tornou o centro de diversos
estudos nas éareas de fisiologia e fisiopatologia cardiovascular por agir
diretamente através do seu receptor Mas no processo contratil e em hipertrofia
dos cardiomiécitos melhorando a performance cardiaca (Ferrario et al. 1998;
Santos & Campagnole-Santos, 2000; Silveira et al. 2010).

Estudos tém mostrado que existe uma relacédo entre o SRA e 0 exercicio
fisico. Este Ultimo pode acarretar importantes beneficios para a funcado
cognitiva, estabilidade do humor e sono, além de acelerar a liberagcdo do
hormbénio melatonina, demonstrando, assim, uma relacdo direta com
marcadores relacionados ao ciclo sono-vigilia (Atkinson et al. 1996; Callard et
al. 2001; Edwards et al. 2002). Varios estudos mostram que o treinamento
fisico aerdbio esta associado com uma reducdo na incidéncia de doencas
cardiovasculares (Azevedo et al. 2003; Hayashi et al. 2000; Negéao et al. 1993).
Esses beneficios tém sido amplamente estudados em modelos experimentais
animais, sendo observados tanto em ratos normotensos como hipertensos
(Carneiro-Junior et al. 2014; Gomes Santos et al. 2014). Dessa forma, o
exercicio fisico pode produzir diversos beneficios tanto na esfera fisica quanto
mental do ser humano, proporcionando uma melhor qualidade de vida. Por esta
razdo, modificagdes no estilo de vida, incluindo alimentagéo e exercicio fisico,
sao as primeiras linhas de intervencao para o controle de PA.

Neste trabalho, avaliamos os efeitos de um ativador de ECA2 enddgena

(DIZE) no treinamento fisico e foi observado que o composto melhorou a
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capacidade fisica dos animais, avaliada através do teste de esforco méaximo.
Especificamente, o tempo total do teste foi significativamente maior no grupo
treinado a 70% e tratado com o DIZE. Porém, quando avaliamos os dados da
relacdo peso do coracao/comprimento da tibia e peso do coracdo/peso
corporal, ndo foram encontradas diferengas significativas. Assim, esses dados
em conjunto sugerem que o DIZE néo interfere de maneira significativa na
hipertrofia fisiolégica causada pelo exercicio fisico. A hipertrofia cardiaca &€ uma
das principais adaptacfes fisiolégicas do treinamento aerdbio, sendo a
intensidade do exercicio fator determinante do seu desenvolvimento. Estudos
mostraram que o exercicio de baixa intensidade (50%) ndo gera hipertrofia
cardiaca e alteracdo de contratilidade. Entretanto, o treinamento fisico de alta
intensidade (70-85%) leva ao aumento do tamanho das camaras cardiacas,
gerando, assim, a hipertrofia cardiaca excéntrica (Benter et al. 1995; Oliveira et
al. 2002). Além disso, ha estudos demonstrando que o treinamento fisico é
capaz de reduzir os niveis plasméaticos de Ang Il, e aumentar a atividade da
ECA2 e consequentemente os niveis de Ang-(1-7),0 que pode contribuir para a
reducdo da hipertrofia e deposicdo de coldgeno em ratos com infarto do
miocardio (Gomes-Santos et al. 2014; Hayashi et al. 2000; Kar et al. 2010;
Medeiros et al. 2004).

Com o exercicio aerébico regular as pressfes sistdlica e diastélica
podem ser reduzidas em aproximadamente 6 a 10mmHg. Esses resultados
foram observados em individuos normotensos e hipertensos, tanto em repouso
quanto durante a realizacdo de um exercicio (Brito et al. 2014a; De Souza et al.
2010). A pratica de exercicios fisicos regulares contribui, com o passar do

tempo, com o controle da PA nos individuos com risco de hipertensédo (Brito et
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al. 2014b). Varios mecanismos podem contribuir para o declinio da PA apos
atividade fisica. Tem sido demonstrado que as alteracfes na PA induzida por
exercicios cronicos sdo baseadas em respostas anatdbmicas e/ou funcionais,
tais como reducgédo de resisténcia vascular e do débito cardiaco e melhora na
resisténcia a insulina e atividade simpatica (De Mello et al. 2006; Mousa et al.
2008; Negrao et al. 2008; Roveda et al. 2003; Xu et al. 2008). Nos nossos
resultados dos parametros cardiovasculares de pressdo arterial média,
frequéncia cardiaca, pressao diastolica e presséo sistolica obtidos ao final do
periodo experimental, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos analisados. Isso indica que a intensidade do treinamento fisico foi
insuficiente para causar alterac6es nesses parametros. Além disso, podemos
concluir que o DIZE néo induziu efeitos prejudiciais ao coragao.

Sabe-se que em certas situagcfes patolégicas 0 SRA esta hiperativado
produzindo respostas claras. Assim, decidimos induzir uma situagdo patoldgica
(hipertensédo renovascular) para analisar os efeitos do DIZE no sistema
cardiovascular. Apos a inducdo da hipertensédo renovascular pela cirurgia de
2R1C, foi observado um aumento significativo do peso do rim direito (néo
clipado) e diminuicdo do peso do rim esquerdo (clipado) nos grupos
submetidos a cirurgia, indicando que o clipe obstruiu mais de 70% do fluxo
sanguineo renal levando a hipertensdo renovascular, confirmando o sucesso
da cirurgia (Gava et al. 2008; Peotta et al. 2007).

E bem descrito na literatura que no modelo de hipertensio
renovascular ocorre uma diminuicdo do fluxo sanguineo elevando os niveis
plasmaticos de Ang Il e resultando em um aumento na PA (Ferrario et al. 2005;

Martinez-Maldonado et al. 1991; Melaragno et al. 1995; Morishita et al. 1993;
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Wiesel et al. 1997). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que houve
um aumento na PA nos grupos que sofreram a cirurgia e que ap6s 1 semana
de tratamento com o DIZE ou com o captopril houve uma diminuicdo da
pressdo, a qual se manteve normalizada até o final de 4 semanas. Estes dados
estdo de acordo com resultados anteriores observados tanto em ratos
(Melaragno et al. 1995) como em camundongos (Hilgers et al. 2000; Peotta et
al. 2007; Gava et al. 2008).

Com o aumento de Ang Il circulante nos animais hipertensos, é
observado uma hipertrofia ventricular caracterizada pelo aumento do tamanho
dos cardiomidcitos juntamente com a fibrose cardiaca (Alzamora et al. 2003;
Cervenka et al. 2002; Frohlich et al. 1992; Sadoshima et al. 1993; Peotta et al.
2007). Em concordancia com a literatura, nossos dados da relagdo entre o
peso do coracdo e o comprimento da tibia e o didmetro dos cardiomiécitos
mostraram o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca no grupo 2R1C. O
tratamento com o DIZE e o Captopril foram capazes de prevenir o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca induzida pela hipertenséo.

A Ang-(1-7) produz um aumento significativo no volume de ejecdo em
ratos Wistar, parcialmente atenuado pelo A-779 (Santos et al. 2007; Sampaio
et al. 2003). Esse efeito também € observado em ratos transgénicos que
superexpressam a Ang-(1-7). Além disso, esses animais apresentam um
pequeno, mas significativo, aumento na dP/dt, maior resisténcia a hipertrofia
cardiaca iduzida por isoproterenol, reducdo na duracdo de arritmias de
reperfusdo e melhora na funcdo pos-isquémica em coragbes isolados
perfundidos (Santos et al. 2004). Em coracgdes isolados de ratos, observa-se

uma redugdo na pressdo de perfusdo que € um reflexo da atividade
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vasodilatadora direta da Ang-(1-7) no leito coronariano. Somado a isso, a
infusdo cronica de Ang-(1-7) melhora a perfusdo coronariana e a funcéo
cardiaca em um modelo experimental de insuficiéncia cardiaca (Granado et al.
2013; Loot et al. 2002). Diante dessas evidéncias, os animais do protocolo de
hipertensédo renovascular foram submetidos a técnica de coracéo isolado para
avaliar sua funcao cardiaca. Foi visto que nos parametros de tensao sistdlica,
tensdo diastélica, dT/dt maxima e minima e fluxo coronariano n&o houve
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.

Apébs avaliar a funcdo cardiaca dos animais do modelo de hipertensao
renovascular, o préximo passo foi avaliar a funcao renal, visto que o SRA é de
fundamental importancia no controle dessa funcdo. A primeira analise foi da
ingesta hidrica, uma vez que ela € um mecanismo regulatorio do volume e da
osmolaridade corporal (Jordan et al. 2000). Os resultados ndo mostraram
diferencas significativas entre 0os grupos experimentais, porém é notavel um
aumento na ingestdo de agua apés trés semanas e ao final do tratamento nos
grupos 2R1C e 2R1C+captopril. Esses dados sugerem que esse aumento
tenha sido causado pela elevacdo dos niveis de Ang Il circulante em
decorréncia da hipertensédo renovascular e que ndo houve esse aumento no
grupo 2R1C+DIZE devido ao fato da Ang Il ser o principal substrado para
ECA2.

Analisando a excrecdo de urina diaria, foi observado que ao final do
tratamento o grupo 2R1C+captopril aumentou significativamente a excrecao
em relacdo ao grupo Sham e que houve uma reducéo significativa deste
parametro no grupo 2R1C+DIZE em relacdo ao grupo 2R1C. Isto pode ser

explicado parcialmente pelo fato do grupo 2R1C+captopril ter ingerido mais
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agua durante mesmo periodo em relagédo aos outros grupos.

N&o foram observadas diferencas significativas em relacdo a excrecao
urinaria de proteinas, porém pode-se notar que ao longo do experimento 0s
valores de proteindria aumentaram em todos 0s grupos com hipertenséo
renovascular. Além disso, ao término observou-se que o tratamento com o
captopril ou com o DIZE foram eficazes na diminuicdo da excrecdo de proteina

pela urina quando comparado ao grupo 2R1C.

Os vasos sanguineos sao um local importante para a formacédo e
acOes da ECA2/Ang-(1-7) e as células endoteliais ndo estdo apenas envolvidas
na producdo, mas também no metabolismo deste heptapeptideo (Fraga-Silva et
al. 2010; Velez et al. 2012). O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas induz a liberacdo de
vasodilatadores, incluindo prostaglandinas, NO e fatores derivados do
endotélio, provocando o relaxamento de varios leitos vasculares (Brosnihan et
al, 1996; Fernandes et al. 2005; Heitsch et al. 2001; lyer et al. 2000; Li et al.
1997; Muthalif et al. 1998; Porsti et al. 1994; Santos et al. 2000). Dessa forma,
a ativacdo da ECA2 enddgena provoca reducdes na PA de ratos normais e
hipertensos (Hernandez Prada et al. 2008). Além disso, foi visto que a
disfuncéo endotelial vascular observada em anéis de aorta de ratos com infarto
do miocéardio também foi revertida por infusdo crénica de Ang-(1-7) (Loot et al .
2002).

A partir disso, foi analisado os efeitos do DIZE em anéis isolados de
aorta por meio da técnica de reatividade vascular. Os resultados obtidos
mostraram que o DIZE causou uma vasodilatacdo de forma dose-dependente.
Estes efeitos estédo de acordo com as acdo da ECA2, uma vez que esta enzima

contrarregula as acbes vasoconstritoras da Ang Il através da estimulacédo dos

58



efeitos vasodilatadores da Ang-(1-7) (Santos et al. 2008; Ferreira e Santos,
2005). Estes dados também corroboram com estudos anteriores utilizando o
XNT, um outro ativador da ECA2 enddgena, o qual induz uma melhora na
funcdo cardiaca e na fibrose perivascular de SHR e reduz a disfuncao
endotelial por meio da atenuagdo do estresse oxidativo em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (Ferreira et al. 2011; Fraga-Silva et al. 2013).

Na tentativa de elucidar os mecanismos de acéo do DIZE, bloqueamos
o receptor Mas através do seu antagonista especifico, 0 A-779. Os resultados
obtidos mostraram que o bloqueio desse receptor alterou os efeitos do DIZE
blogueando completamente a vasodilatacdo dos anéis adrticos. O receptor Mas
esta envolvido na maior parte dos efeitos vasculares conhecidos de Ang-(1-7).
Estudo realizado em camundongos que sofreram delecdo genética deste
receptor mostrou que as aortas deficientes do Mas perderam sua capacidade
de relaxamento induzida pela Ang-(1-7) (Santos et al. 2003). Além disso,
estudos feitos em coracdes isolados de camundongos deficientes para o Mas
demonstraram que estes animais apresentam uma significativa diminuicdo na
frequéncia cardiaca e um aumento da resisténcia vascular coronariana (Castro
et al. 2005; Sampaio et al. 2007).

Em seguida, avaliamos o papel do NO na vasodilatacdo aortica
através do composto L-NAME, que tem como acdo inibir a NO sintase. Os
resultados mostraram que os efeitos do DIZE foram inibidos significativamente
pelo composto L-NAME. Estes resultados estdo de acordo com o fato das
acOes do DIZE terem sido blogueadas pelo A-779, uma vez varios estudos tém
demonstrado que a liberacdo de NO é um dos principais efeitos da Ang-(1-7)

guando esta interage com o receptor Mas, além deste aumento da liberacdo de
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NO ser ausente em camundongos com delegcdo genética do receptor Mas-KO
(Clayton et al. 1998; Dias-Peixoto et al. 2008; Gomes et al. 2010; Gwathmey et

al. 2010; Pinheiro et al. 2004; Sampaio et al. 2007).
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VII. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o DIZE melhorou a
capacidade fisica de animais normotensos, reduziu a pressao arterial,
hipertrofia cardiaca nos animais com hipertensdo renovascular e induziu uma
vasodilatacado dose-dependente de anéis isolados de aorta através do receptor
Mas e da liberacdo de NO. Assim, a ativacdo da ECA2 pode ser uma estratégia
terapéutica inovadora e eficiente para o tratamento de doencas

cardiovasculares.
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Abstract: Previous studies have shown that activation of endogenous angiotensin-converting enzyme
2 (ACE2) results in various beneficial effects in the cardiovascular system. Recently, a new ACE2 ac-
tivator, named diminazene aceturate (DIZE), was described. Here, we evaluated the actions of this
compound in blood pressure (BP) and heart rate (HR) of conscious normotensive and hypertensive
rats, as well as explored its mechanism of actions using isolated vessels. The renovascular model of

Anderson J. Ferreira

hypertension was utilized. The participation of the Angiotensin-(1-7) receptor Mas and nitric oxide

(NQ) in the effects of DIZE was evaluated using A-779 and L-NAME, respectively. [t was observed that DIZE caused a
marked decrease in BP with a compensatory increase in HR in nomotensive rats. Accordingly, a significant reduction in
the blood flow of the mesenteric bed was evidenced using intravital microscopy. Moreover, in rats with renovascular hy-
pertension, DIZE caused a decrease in BP similar to the hypotensive effect induced by captopril. Importantly, this com-
pound also prevented the development of cardiac hypertrophy induced by hypertension. The isolated vessels technique re-
vealed that the vasodilator effects of DIZE were dependent on Mas activation and NO release. Thus, our findings demon-
strated that DIZE reduces the BP of normotensinve and hypertensive rats possibly by a mechanism involving Mas and

NO.

Keywords: Angiotensin-(1-7), angiotensin-converting enzyme 2, aortic vessels, Mas receptor, renin-angiotensin system, reno-

vascular hypertension, intravital microscopy.

LLINTRODUCTION

The renin-angiotensin system (RAS) plays a key role in
controlling the cardiovascular function [1]. An important
component of this system is the angiotensin-converting en-
zyme 2 (ACEZ2) [2,3]. This enzyme is crucial for the homeo-
stasis of the RAS, since it balances the vasoconstrictive and
proliferative actions of Angiotensin (Ang) Il and the vasodi-
latory and anti-proliferative effects of the heptapeptide Ang-
(1-7). This is possible because ACE2 degrades Ang 1l gener-
ating Ang-(1-7) [4.5]. This latter peptide has cardioprotective
effects and dilates blood vessels of many species, both in
vitro and in vive [6-9].

Changes in expression or activity of ACE2 are associated
with cardiac, renal and wvascular dysfunction [10-12].
Hernandez Prada et al [13], using a virtual screening tech-
nique, identified the first compound able to activate ACE2.
This compound is named 1-[(2-dimethylamino) ethylamino]-
4-(hydroxymethyl)-7-[(4-methylphenyl) sulfonyl oxy]-9H-
xanthene-9-one (XNT) and it caused a significant decrease in
blood pressure (BP) when administered in jugular veins of
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Av. Anténio Carlos, 6627 - ICB - UFMG, 31.270-901 - Belo Honzonte,
MG, Brazil; Tel: (55-31) 3409-2811; Fax: (55-31) 3409-2810;
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normotensive and spontancously hypertensive rats (SHR). In
addition, XNT reversed the cardiac and renal fibrosis in-
duced by high BP [13]. This anti-fibrotic effect of XNT in
hearts is mediated by inhibition of phosphorylation of ex-
tracellular signal regulated kinases (ERK1/2) and by in-
creases in the expression of Ang-(1-7) [14]. Chronic admini-
stration of XNT in diabetic rats improved the chemoreflex
sensitivity and cardiac function [10].

Recently, the molecule diminazene aceturate (DIZE) was
identified as an ACE2 activator [15]. DIZE is an aromatic
diamidine used for the treatment of babesiosis in dogs [16],
horse and cows [17,18]. Also, it is clinically used as an an-
tileishmanial and antitrypanosomal agent [19,20]. Acting as
an activator of ACE2, it has been reported that DIZE induces
beneficial effects in several pathological conditions, such as
preventing the development of pulmonary hypertension by
stimulating the vasoprotective axis of the RAS, lowering the
levels of inflammatory cytokines and improving cardiac
function [21,22]. Furthermore, DIZE attenuated the rise of
left ventricular end diastolic pressure, prevented dysfunc-
tional changes in dP/dt and decreased infarct size, inflamma-
tion and apoptosis in infarcted mice [23]. In diabetic rats,
DIZE ameliorated cardiac electrical function [24]. Also,
chronic treatment with DIZE reduced intraocular pressure
[25], improved uveitis [26] and ameliorated the metabolic

© 2016 Bentham Science Publishers
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profile and reduced fat deposition in mice [27]. Thus, in or-
der to expand the knowledge regarding the cardiovascular
actions of this molecule, the aim of this current study was to
investigate the effects of activation of endogenous ACE2 on
BP of normotensive and hypertensive rats, as well as to ex-
plore its mechanism of actions using isolated vessels.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

Male Wistar rats weighing 200-300g (12-16 weeks of
age) were obtained from the CEBIO - Federal University of
Minas Gerais (Belo Horizonte, MG, Brazil). They were
housed in a temperature-controlled room (22-23°C) with a
12:12h light-dark cycle. Experimental procedures used in
this study were conducted in accordance with the Federal
University of Minas Gerais Institutional Animal Care and
Use Committee, which complies with the National Institutes
of Health (NIH) guidelines (protocol #156/10).

2.2. Measurement of ACE2 Activity

ACE2 activity was evaluated using a fluorogenic peptide
substrate [ACE2 substrate, fluorogenic peptide VI (FPS VI),
Mca-YVADAPK(Dnp)-OH, where Mca is 7-(methoxy-
coumarin-4-yl) acetyl and Dnp is 2 4-dinitrophenyl, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA]. The assay was performed
in triplicate in a reaction mixture containing 10 nM recombi-
nant human ACE2 (rhACE2), 1 M NaCl, 75 mM Tris-HCl
and 0.5 pM ZnCl,, at pH 7.4. Different concentrations of
DIZE (10" M to 107 M) were tested against 50 uM sub-
strate. The samples were read every minute for approxi-
mately 60 minutes immediately after the addition of the
fluorogenic peptide substrate at 37 °C. The enzyme removes
the C terminal dinitrophenyl moiety that quenches the inher-
ent fluorescence of the 7-methoxycoumarin group, resulting
in increased fluorescence at excitation and emission spectra
of 320 and 405 nm, respectively. The positive control reac-
tion contained all components excluding the DIZE, while in
the negative control the rhACE2 was omitted.

2.3. Blood Pressure and Heart Rate Measurements

The rats (n=5 in each group) were anesthetized with a
ketamine/xylazine mixture (60:6 mg/kg, i.p.) and a polyeth-
ylene catheter PE-10 (CPL Medical Products Ltda, Brazil)
connected to PE-50 (BD Intramedic, Clay Adams, EUA) was
inserted into the abdominal aorta through the femoral artery
for BP measurements. For intravenous injections, a polyeth-
ylene cannula (PE-10 connected to PE-50) was implanted
into the femoral vein, where increasing doses of DIZE (0.5,
5.0, 10.0 and 20.0 mg/kg) were injected. The animals were
maintained in individual boxes and, 24 hours after, the arte-
rial catheter was connected to a strain-gauge transducer cou-
pled to a computer-based data acquisition system (MP100A,
Biopac System, CA, USA) in order to record pulsate arterial
pressure (PAP). The mean arterial pressure (MAP) and heart
rate (HR) were continuously and simultaneously calculated
by the software Acgknowledge (Biopac System, CA, USA).
An interval of 15 minutes was allowed between subsequent
injections of DIZE when the tachyphylactic effect was
evaluated.

De Maria et al.

2.4. Intravital Microscopy

The rats (n=6 control group and n=8 DIZE group) were
anesthetized with 12% urethane (1 mL per 100 g weight ip.),
an incision was made in the abdominal wall and the mesen-
tery draped over a plate allowing the transillumination of the
tissue. Throughout the protocol, the mesentery bed was irri-
gated with a buffer solution (PBS, pH 7.4) maintained at 37
°C to prevent drying of the tissue. Subsequently, the animal
was taken under a microscope (Olympus BX40) with 10x
objective. This microscope had a video camera (Sony, Japan)
attached and the images were projected on a television. The
images were recorded for subsequent analysis using a DVD
recorder color (LG, Brazil). The velocity of the red cells
(Vrbc) was measured using a speedometer Doppler optical
(Microcirculation Research Institute) connected to a light
microscope (Olympus BX40) [28.29]. The flow was deter-
mined in mesenteric arterioles (diameter of 10-20 pm). Be-
fore starting the protocol, the rats were implanted with a
cannula in the femoral vein for injection the DIZE (5mg/kg).

2.5. Renovascular Hypertension

The surgery for induction of hypertension was performed
according to the experimental model of renovascular
hypertension (2-kidney-1-clip model; 2K1C) described by
Goldblatt and cols [30]. The rats were anesthetized with a
ketamine/xylazine mixture (60:6 mg/kg, i.p.). Subsequently,
a longimdinal incision of approximately 2 cm length in the
skin of the abdomen was performed to open the peritoneal
cavity. A silver clip was placed around the left renal artery
and the right kidney was kept intact. The same surgical pro-
cedure was performed in sham animals, but there was no
implantation of the clip. After surgery, the animals were
treated daily by gavage for 4 weeks with saline (control),
captopril (30 mg/kg) and DIZE (1 mgkg).

The MAP and HR were evaluated by the tail-cuff
method, which is a noninvasive computerized system for
measuring the BP (Kent Scientific Corporation, Torrington,
CT). The tail-cuff blood pressure system utilizes volume-
pressure recording technology to measure the BP in the tail
of the rats. The animals (n=12 in each group) were accli-
mated to the restraint and tail-cuff inflation for 1 day before
the beginning of the experiments. The restraint platform was
maintained at approximately 32 °C to 34 °C. For each ses-
sion, the rat was placed in an acrylic box restraint and the tail
was inserted into a compression cuff that measured the BP
15 times. The average of these values was calculated during
the four weeks of the treatment.

2.6. Histological Analysis

The hearts (n=12 in each group) were fixed in 4% Bouin
and stained with Hematoxylin & Eosin for cell morphome-
try. Three sections (5 um) from each animal were visualized
in a light microscope (BX41, Olympus, Center Valley, PA,
USA), photographed (Q-Color3, Olympus, Center Valley,
PA, USA) under x400 magnification and analyzed using the
Imagel software (http://rsbweb .nih.gov/ij/). The diameter of
cardiomyocytes from the left ventricular chamber (~100 car-
diomyocytes for each animal) was measured across the re-
gion corresponding to the nucleus. Only cardiomyocytes cut
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longitudinally with nuclei and cellular limits visible were
considered for analysis. All analyses were performed in a
blinded way by the same researcher.

2.7. Isolated Aortic Rings Preparation

The thoracic aorta was dissected and cleaned of adhering
connective tissue in an ice-cold and oxygenated Krebs-
Henseleit solution containing 110.8 mM NaCl, 5.9 mM KCl,
25.0 mM NaHCOs5, 1.1 mM MgS80,, 2.5 mM CaCl,, 2.3 mM
NaH,PO,4 and 11.5 mM glucose. Each aorta was cut into
several ring segments (4 mm) and each ring was suspended
between two stainless steel hooks in a 15 mL organ bath
filled with Krebs-Henseleit solution, which was bubbled
with 95% O, plus 5% CO, and maintained at 37 °C. One
hook was fixed to the bottom of the bath while the other was
connected to a force displacement transducer (MP100 A,
Biopac Systems, CA, USA). A baseline weight of 0.5 g was
applied to all rings. Rings were exposed to vasoconstrictors
or vasodilators after 1 hour of stabilization. The effects of
DIZE were evaluated in aortic rings pre-constricted with
phenylephrine (0.1 uM). DIZE (10® to 10, n=5) or saline
(vehicle, n=5) was added into the bath after the stabilization
of the response to phenylephrine. To evaluate the role of Mas
and nitric oxide (NO) in DIZE effects, A-779 (107 M and
10% M, n=5) or N(G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME, 10* M, n=5), respectively, was added into the bath
associated to DIZE (107 M). In addition, the acetylcholine
(ACh, at 1 nM to 1 uM) vasorelaxant response was used to
evaluate the integrity of the endothelium. Aortic rings that
presented a vasorelaxant response to Ach corresponding to
more than 70% of the maximal contraction to phenylephrine
were considered with intact endothelium.

2.8. Statistical Analysis

All data were reported as mean = S.E.M. Statistical
analyses were performed using Student r-test, One-way
ANOVA followed by the Newman Keuls post-test or Two-
way ANOVA followed by the Bonferroni post-test. P<0.05
was considered statistically significant. Statistical tests were
performed utilizing the software GrahpPad Prims 5.0.

3. RESULTS

Initially, we evaluated the ability of DIZE activating
ACE2 using an in vitro assay. DIZE increased the activity of
this enzyme when it was added to the reaction in a dose-
dependent manner (Fig. 1). This increase was progressive
and started shortly after the mixture of the reagents, lasting
for up to 60 minutes. Greater ACE2 activities were observed
when the concentrations of 10 M and 10* M of DIZE were
used. Of note, high concentration of DIZE (10° M) produced
an inhibitory effect on ACE2 activity as compared to the
positive control (thACE2), probably due to unspecific ac-
tions. As expected, the negative control did not influence the
activity of the enzyme (Fig. 1).

The effects of DIZE on BP and HR were evaluated in-
jecting increasing doses of DIZE (0.5, 5.0, 10.0, and 20.0
mg/kg) in conscious normotensive rats. It was observed that
DIZE dose-dependently reduced the MAP with a concomi-
tant increase in the HR when compared to the saline group
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Figure 1. DIZE, at concentrations of 10 % to 10" M, increases the activity of
ACE2 when it is added to the reaction in a dose-dependent manner. This
increase is progressive and started shortly after the mixture of the reagents,
lasting for up to 60 minutes.

(Fig. 2). The highest effect on MAP and HR was observed
when the dose of 20.0 mg/kg was administered (AMAP: -
43.7 + 58 mmHg vs. - 6.0 + 1.3 mmHg in saline group;
AHR: 87.0 = 14.3 bpm vs. 5.0 = 3.9 bpm in saline group;
Fig. 2). Importantly, no significant differences between the
effects of two successive doses of 5.0 mg/kg of DIZE on
MAP (Fig. 3A) and HR (Fig. 3B) were found, indicating that
DIZE did not cause any considerable tachyphylactic effect.
Also, the duration of the hypotensive response of these two
successive doses of DIZE was similar (Fig. 3C).

To further confirm the vasodilatory and hypotensive ef-
fects of DIZE in normotensive rats, we utilized the intravital
microscopy technique. In accordance with our previous data,
administration of DIZE reduced the velocity of the blood
flow, indicating that this compound increased the diameters
of the vessels, which might lead to a reduction in blood pres-
sure (Fig. 4 and Supplemental video).

Next, the anti-hypertensive effects of DIZE and captopril
was compared employing the renovascular model of hyper-
tension. The four-week analysis of the BP revealed that the
treatments with DIZE and captopril prevented increases in
BP induced by the surgery (Fig. SA). No significant differ-
ences among the groups were observed when the HR was
evaluated (Fig. 5B). Furthermore, the histological analysis
showed that the treatment with DIZE and captopril was also
able to prevent the development of cardiac hypertrophy in-
duced hypertension (Fig. 6A and Fig. 6B).

To investigate the mechanism of actions by which activa-
tion of endogenous ACE2 reduces BP, the isolated aortic
rings technique was used. Increasing concentrations of DIZE
(10, 10”° and 10~ M) caused relaxation of aortic rings in a
dose-dependent manner. A significant vasodilation was ob-
served at the concentrations of 10° M and 10* M of DIZE
(10° M: 58.8% vs. 8.3% in saline group; 107 M: 76.5% vs.
8.3% in saline group, Fig. 7). This vasodilatory action of
DIZE was mediated by Mas since A-779, a Mas antagonist,
at 10™* M completely blocked this effect (4.16% vs. 2.73% in
saline group, Fig. 8A). Subsequently, to evaluate the role of
NO in the vasodilatory effect of DIZE, isolated aortic rings
were pre-incubated with L-NAME, whose action is inhibi-
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Whe obsarved that incesing doses of DNEE in oo rso oes
rds cashed 3 domeodepend e dacramise i HP with o mabees
e inceane in HE. These oppos ite effedts on BF and HR
am in acordanes with mgeliory medhamismm, whes
chamges in BF agivate physiclogica] mechamiams o main-
tain the mommal BP valess [30] Importndly, fese dea sag-
pesithe DEE did mot interfere in e bamreflex response: of
rmotesive rats. The bypodersive sffect of DIFE wa con-
firmed by intmvita] microscopy as o significant rededion in
e blond fow of te mesaderic bad was viewsd . (wearall,
these resehs commoborae o previows stady esing XNT, an-
oiher activsor of endogenowes ACER, whes it was demon-
sirated th dhis compoend cassed o rapid deareass of BP

e Mark wdad

witemn acion inistered indo the jegalar vain of mormotersive rats
ard of SHE [13]. Abo, secosssive doses of DEFE did mod
indece adgyp byl or poterdiation since e effects of o
CoofRer iy e e tions of his compoend with o fiftesn min-
e inderval ware similar.

I addimion, smimak with mnovasosler ypedesion
trenied with capiopril or NEE pressnded o lower BF, thandhy
evidmnaing the efficacy of DNZE in combating bypaession.
ACED? activation bas besn proved io be oo inmovative ond
efficin it therapentic srategy o e cardiovas calar and e
lated dineanes Indend, XWT mapidly cmesad o readection in BP
witemn acion inistered indo the jegalar vein of mormotersive rats
amd of S]-IIt..:\h:.,:'lEmmem’ famction, reverssd
moyocandial and perivas fibrosis in SHR ond amehiomied
endothelial dysfonction by senmating owidative siness in
sirepioeotod it ndeced diabetic mis. These effects ware de-
perndent on activaiion of fe Angd 1-Thas ovis [14,32]
Imiewsting by, 1 bas been shown fai DIZE & effaive in
preventing pulm onary bypaniersion by @ medaniam mvahv-
ing deceases in inflemmatory oyiok ines and i moproven and
in palmorany vesoeacivity mnd mdise faneton [33]. Oder
bz menficia | acticmes of [NEE imac bode: atiemsstion of e osrebral
infaxt size and resrological deficits camsed by cembral
ichenvia [2234) and degressss in infracoslor pressare of
oo aiowes mas [ 25].

b o senpt fo chocidate the medanisms by which
DMYE mresed vasodhlanon, we weed the o lded vesels dach-
miges. It wes ofgarved dait this oompoend indecad o dose-
deperderd vasoreloation in solied somtic vessel Moro-
ver, bermese ACER i the main Ange(l-Tjinming aeyme
fram Amg T [345,34], dhe blockade of Mas was iested B was
fun:hlm?ﬂnmﬂuflﬁs.mnpkﬁ Il rgerdeed
the affecs of INZE in aortic riegs. Tlmre-.nh:unng&
mend with previces dam showing fhe wtvation of e
ACERARg-{1-TyMx oo indecss vaendibtion in mamy
vasceler beds [TE9013373%] Penbemnor, we demon-
mrated fhai L-NAME, an N synihase inbibiior, abelished
e vasodilmor effea of DIZE, thereby indicating dat the
n.ﬂ:nnnfﬁumn-dxdq:emlu}lﬂrdemhted.
in with he fact tha ghe effect of INZE was bloded
by A= it has been shown gt Wb relese & one of e
main medtanien of adion of Ang-(1-T) shen @ binds 1o
Mas [3940]. Of pode, |emtore dos have mpomsd dai e
BPlowering effea of XNT m o Amg Tandeced mods] of
et iom wo B0 dependend on aoivation o f ACED, seg-
gesting that degmdation of Arg 1T ond geremtion of Angl-
Tyby ACE? & oot o medhaniem of action of dhis aommgoend
[41]- This fimtingg i im obnvios aneiradiction wedh fhe major-
ity of the daia mvailable i de lderamrs [ 13,0415, 3543] &
s poesi bile that both XNT and DIZE bold od ditional medha-
misms of aotion beyond activating ACEE, bet camainly its
capacity of ativaling fhis ezyme ond degrading Ang 11 &
enyesstionable. Thes, this apparent conimadichion wamands
Terther imrvest ot o

o semmarny, this stady showed the activation of andage-
moees ACER mdeced dbe BF of pormotersive and hypenen-
sive rats. Parthemnor, [HZE cmesd o dose-deperdant vaso-
dilbvtation im aontic nings Swoegh o medaniom of aolion ine
valhving Mas ond rellase of MO
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