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RESUMO 

 

Estudos clínicos e experimentais mostram que o sistema renina angiotensina 

desempenha um papel fundamental na manutenção da homeostase corporal 

e que a ativação da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) endógena 

resulta em vários efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Recentemente, 

um novo ativador da ECA2, chamado Aceturato de Diminazeno (DIZE), foi 

descrito. Neste trabalho foi avaliado as ações desse composto em parâmetros 

cardiovasculares e renais de ratos submetidos ao treinamento físico ou a 

hipertensão renovascular, bem como os mecanismo de ações na 

vasodilatação de anéis aórticos. Para isso, ratos Wistar foram submetidos ao 

treinamento físico de natação ou foram submetidos à cirurgia de 2 rins 1 clipe 

para induzir hipertensão renovascular. Os animais foram tratados por 4 

semanas com salina, DIZE ou captopril via gavagem. Os resultados 

mostraram que o DIZE não interferiu na hipertrofia cardíaca fisiológica 

induzida pelo treinamento físico. Analisando os animais com hipertensão 

renovascular, foi observado que o DIZE causou uma diminuição na pressão 

arterial semelhante ao efeito hipotensor causado pelo captopril. Além disso, 

este composto também impediu o desenvolvimento de hipertrofia cardíaca, 

fibrose cardíaca e disfunção renal induzida pela hipertensão. A técnica de 

vasos isolados revelou que os efeitos vasodilatadores do DIZE são 

dependentes de ativação do receptor Mas e da liberação de óxido nítrico. 

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 óxido nítrico. 

 

Palavras chave: Sistema renina angiotensina; Hipertensão renovascular; 

Enzima conversora de angiotensina 2; Aceturato de diminazeno; Treinamento 

físico; Vasodilatação 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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I. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Sistema renina-angiotensina 

Classicamente, o sistema renina-angiotensina (SRA) é descrito como 

uma cascata hormonal que controla principalmente as funções 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 sequência de eventos bioquímicos, sendo que os principais 

elementos constituintes são o angiotensinogênio, a renina, a Angiotensina I 

(Ang I), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a Angiotensina II (Ang 

II). O SRA participa do controle da pressão arterial (PA) através do controle do 

balanço de sódio, volume do fluido corporal e tônus vascular (Clayton et al. 

1998), além de desempenhar um papel importante na modulação do 

crescimento e diferenciação das células. Podemos ainda citar, dentre as 

funções do SRA, a sua participação na inflamação, no estresse oxidativo, na 

regulação do peso corporal e no crescimento vascular (Ferreira et al. 2011; 

Gwathmey et al. 2010; Savergnini et al. 2010; Tran et al. 1997). A existência de 

vários componentes deste sistema distribuídos no organismo já está bem 

consolidada, pois diversos estudos evidenciaram a presença deste sistema em 

vários órgãos, tais como, vasos, coração, cérebro, rim, testículo, músculo 

esquelético, pulmão, fígado, tecido adiposo, pâncreas e olho (Santos et al. 

2006; Santos et al. 2009). Assim, qualquer alteração neste sistema poderá 

ocasionar desenvolvimento de várias doenças, como a hipertensão arterial, 

infarto do miocárdio e insuficiência cardíaca.  

 A formação dos peptídeos do SRA (Figura 1) se inicia com a clivagem 
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do angiotensinogênio, secretado principalmente pelo fígado, apesar de poder 

ser sintetizado em baixas quantidades em outros tecidos, como coração, rins, 

vasos, tecido adiposo e cérebro, pela renina com a formação de Ang I. Essa 

etapa é um ponto limitante para o início da cascata do SRA (Atlas, 1998; Page 

e Helmer, 1940; Skeggs et al. 1956).  

A Ang I é um decapeptídeo biologicamente inativo que, quando clivado 

pela ECA, dá origem ao octapeptídeo Ang II, principal peptídeo vasoativo do 

SRA (Ng e Vane, 1967). A geração de outro importante componente deste 

sistema, a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] ocorre através de vias enzimáticas 

diferentes daquelas observadas na formação da Ang II, sendo a mais 

importante e eficiente aquela mediada pela enzima homóloga à ECA, a enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA2), que converte a Ang II 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 é a Ang II. Além de sua 

formação através da quebra da Ang I pela ECA e, menos frequentemente pela 

quimase e captesina A, ela também pode ser produzida pela hidrólise direta do 

angiotensinogênio pela catepsina G ou pela tonina. Uma vez formada, a Ang II 

pode ser hidrolisada por aminopeptidases (AMP), originando a Angiotensina III 

(Ang III) ou hidrolisada por D-AMP originando a Angiotensina IV (Ang IV) 

(Figura 1).  
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Figura 1: Representação esquemática do sistema renina-angiotensina (SRA). Abreviações: 

ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2 ; AT1, 

receptor tipo 1 de Ang II; AT2, receptor tipo 2 de Ang II; ATn, 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 II exerce seus efeitos através de dois subtipos de receptores, 

denominados receptores de Ang II do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2), ambos 

localizados na membrana celular e acoplados a proteína G. A Ang II, via 

receptor AT1, é um potente peptídeo vasoativo que induz remodelação 

vascular e disfunção endotelial associada a aumento da PA. Essa lesão 

vascular causada pela Ang II pode ser explicada pela ativação de células do 

sistema imunológico e infiltração de macrófagos (Marchesi et al. 2008; Qiu et 

al. 2014). Este peptídeo exerce vários efeitos em diferentes órgãos, como, por 

exemplo, vasoconstrição, hipertrofia cardíaca e estímulo à glândula adrenal 
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para liberação de aldosterona e consequente retenção de sódio (Ma et al. 

2010; Vijayaraghavan et al. 2011; Bader, 2010). Além disso, estudos têm 

mostrado que os receptores AT1 e AT2 são abundantemente expressos no 

sistema nervoso central (SNC) e que a Ang II também está envolvida em 

funções como a cognição, memória, percepção da dor, comportamento sexual, 

ansiedade, depressão e estresse (Bader, 2010; Culman et al. 2002; Kangussu 

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

 

Figura 2: Representação esquemática da formação de Angiotensina II e seus efeitos em 

diferentes órgãos (Modificado de Bader, 2010).  

 

 Com o avanço de técnicas de bioquímica e biologia celular, o SRA vem 

sendo alterado principalmente pela descoberta de novos componentes 

biologicamente ativos, como a Ang-(1-7). As vias de formação deste peptídeo 

são a partir da Ang I ou da Ang II, principalmente pela ação da enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA2), uma vez que a afinidade catalítica da 
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ECA2 é muito maior pela Ang II do que pela Ang I (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 peptídeo exerce seus efeitos através da 

interação com o receptor Mas, podendo exercer ações similares, distintas e na 

maior parte das vezes opostas às da Ang II (Santos et al. 2003). Estudos 

mostram que a Ang-(1-7) exerce efeitos morfofuncionais diretos no sistema 

cardiovascular, incluindo vasodilatação, inibição da proliferação celular em 

diferentes espécies, aumento do fluxo urinário e da excreção de sódio e 

estimula a liberação de bradicinina (Brosnihan et al. 1996; Handa et al. 1996; 

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

 

 

Figura 3: Representação esquemática da formação da Angiotensina-(1-7) (Modificado de 

Bader, 2010). 

  

 Um dos efeitos da Ang-(1-7) que merece detaque é a sua capacidade 

de regular a expressão de proteínas da matriz extracelular e o remodelamento 
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cardíaco. Estudo realizado por Iwata et al., 2005, mostrou que este peptídeo 

liga-se a fibroblastos cardíacos de ratos adultos, exercendo um papel crítico na 

remodelação cardíaca. O tratamento destas células com Ang-(1-7) inibiu o 

aumento de síntese de colágeno induzidos por Ang II. Em ratos com deleção 

genética do receptor Mas foi observado um comprometimento da função 

cardíaca associada a um aumento significativo na expressão de colágeno do 

tipo I, III e fibronectina no coração (Santos et al. 2006, Gava et al . 2012). 

 O endotélio desempenha um importante papel na manutenção da 

homeostase vascular pela síntese e liberação de vários fatores vasoativos. Os 

vasos sanguíneos são locais potencialmente importantes para a formação e 

ação da Ang-(1-7) e os tecidos vasculares contêm todos os componentes do 

SRA (Raffai et al. 2014). Estudos mostraram que a Ang-(1-7) exerce efeitos 

diretos nos vasos, incluindo vasodilatação através da estimulação da liberação 

de óxido nítrico (NO) e de prostaciclinas e inibição da proliferação celular em 

diferentes espécies (Ferreira et al. 2011; Gwathmey et al. 2010; Gurley et al. 

2006; Yamamoto et al. 2006). As ações da Ang-(1-7) em vasos coronários 

incluem alterações bioquímicas e funcionais que conduzem à vasodilatação, 

quer diretamente em anéis de artéria ou indiretamente através da 

potencialização da bradicinina ou opondo às ações da Ang II ( Santos et al. 

2000). 

 Atualmente, o SRA vem sendo ampliado e se tornando mais 

complexo, destacando-se a presença de dois eixos nesse sistema (Figura 4). O 

primeiro, composto por ECA, Ang II e receptor AT1, induz principalmente 

efeitos vasoconstritores, proliferativos e fibróticos. O segundo, composto pela 

ECA2, Ang-(1-7) e o receptor Mas, exerce ações contraregulatórias ao primeiro 
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eixo (Herath et al. 2013; Santos et al. 2000; Probstfield et al. 2010). O equilíbrio 

entre estes dois eixos é de extrema importância para a manutenção da 

homeostase corporal. Assim, nesse contexto, uma enzima de fundamental 

importância para o equilíbrio deste sistema é a ECA2, pois contrarregula as 

ações vasoconstritoras e proliferativas da Ang II através da estimulação dos 

efeitos vasodilatadores e anti-proliferativos da Ang-(1-7), uma vez que ela 

degrada a Ang II com consequente formação de Ang-(1-7). Alterações na 

expressão desta enzima causam disfunções cardíaca, renal e vascular. Esta 

enzima está presente na célula endotelial que é um importante local para a 

formação e metabolismo da Ang-(1-7) (Santos et al. 2008; Ferreira e Santos, 

2005). 

 

Figura 4: Eixos do sistema renina-angiotensina. ECA: enzima conversora de angiotensina; 

ECA2: enzima conversora de angiotensina 2; AT1: receptor de Ang II do tipo 1; Mas: receptor 

de Ang-(1-7).  
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1.2. Ativação da ECA2 endógena 

 Como a ECA2 é importante para o equilíbrio do SRA, vários trabalhos 

têm avaliado os efeitos da ativação desta enzima em diversas patologias. 

Através da técnica de screening virtual da ECA2 cristalizada, o composto 1-[[2- 

(dimetilamino)etil]amino]-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 várias vezes a atividade dessa 

enzima em ensaios in vitro. Além disso, in vivo ele causa um rápido decréscimo 

da pressão arterial quando administrado na veia jugular de ratos normotensos 

e de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e reverte a fibrose cardíaca e 

renal induzida pela hipertensão (Hernandez-Prada et al. 2008). 

Usando a mesma técnica utilizada para a identificação 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 

antiparasitário em clínicas veterinárias, pois possui atividade tripanocida e 

leishmanicida (Jean Moreno et al. 2006, Kroubi et al, 2010). 

Atuando como um ativador da ECA2 endógena, estudos recentes 

demonstraram que o DIZE previne o desenvolvimento de hipertensão pulmonar 

por estimular o eixo vasoprotetor do SRA, diminuindo os níveis de citocinas 

inflamatórias e melhorando a função cardíaca (Shenoy et al. 2013; K. Rigatto et 

al. 2013). O tratamento crônico com o DIZE reduziu a pressão 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 várias 

condições patológicas, como isquemia cardíaca (Qi et al. 2013), cardiomiopatia 

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

Estudos recentes têm sugerido que o DIZE é um composto com ações 

anti-inflamatórias, pois afeta o sistema imune diminuindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como as interleucinas 6 e 12 e o fator de necrose 

tumoral (TNF-α) (Kuriakose e Jude, 2014).  

No sistema cardiovascular, o DIZE atenua o aumento da pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo, previne mudanças disfuncionais na 

dP/dt (medida direta derivada da pressão ventricular), diminui a área infartada e 

reduz o processo inflamatório e a apoptose em ratos infartados (Qi et al. 2013). 

Já em ratos diabéticos, foi demonstrado que a ativação da ECA2 com o DIZE 

provoca mudanças na repolarização ventricular, melhorando a função elétrica 

cardíaca (Coutinho et al. 2014). Além disso, esse composto também apresenta 

ação antiarrítmica independente do Mas e do NO (Joviano-Santos, 2015). 

 

1.3. Hipertensão renovascular 

 A elevação da PA é um fator de risco poderoso, independente e o mais 

importante para doenças cardiovasculares. Além disso, a hipertensão se tornou 

a maior doença endêmica no mundo (Frang et al. 2005; Pescatello et al. 2004). 

De acordo com o Comitê de Prevenção, Detecção, Avaliação e Tratamento da 

Hipertensão, esta patologia é definida por um valor da pressão arterial sistólica 

de 140 mmHg ou mais e pressão diastólica de no mínimo 90 mmHg. 

Atualmente, surgiu o termo pré-hipertenso, em que os valores da pressão 

arterial sistólica e diastólica são, respectivamente, de 130 a 139 mmHg e de 85 

a 89 mmHg e requerem modificações que promovam melhora no estilo de vida 

para prevenir a progressão da hipertensão e o surgimento de doenças 
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cardiovasculares (Ministério da Saúde, 2010). Quando não tratada, a 

hipertensão pode causar sérios problemas, como doença coronariana, infarto 

do miocárdio, insuficiência cardíaca congestiva, doença renal, doença vascular 

periférica e doenças 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 razão, modificações no estilo de vida, incluindo alimentação e 

exercício físico, são as primeiras linhas de intervenção 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 manutenção das várias formas de 

hipertensão, tais como a hipertensão renal (Dzau et al. 1986; Ferrario et al. 

1990; Brody et al. 1991). A hipertensão renovascular é definida como um 

aumento da PA causado por uma lesão estenótica ou obstrutiva na artéria renal 

e acomete entre 2% e 5% da população hipertensa (Voiculescu et al. 2001). 

 Em 1934, Goldblatt e colaboradores produziram um modelo de 

hipertensão renal através do clampeamento da artéria renal em cães. Este 

modelo conhecido como 2 rins e 1 clipe (2R1C) serviu como base para estudos 

subsequentes sobre hipertensão, pois ele se assemelha muito à hipertensão 

renovascular humana. Neste modelo, apenas uma artéria é submetida a 

estenose e, quando o fluxo sanguíneo renal diminui, eleva a liberação de 

renina pelas células justaglomerulares dos rins, induzindo a ativação excessiva 

do SRA e aumentando a Ang II circulante. Principalmente devido ao efeito 

vasoconstritor deste peptídeo, a constrição das arteríolas aumenta a 

resistência periférica total, levando a hipertensão. A segunda forma pela qual a 

Ang II eleva a PA é diminuindo a excreção de sal e água pelos rins, o que 
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aumenta o volume extracelular e, consequentemente, a volemia ao estimular a 

secreção de aldosterona e de hormônio antidiurético (Gynton & Hall, 2011). Em 

geral, o aumento da PA se inicia poucos minutos após a redução do fluxo renal, 

atingindo um platô em 2 a 3 semanas (Frazan Jr. et al. 2001). 

 Nos últimos anos, o papel do SRA na patogênese da hipertensão 

renovascular tem sido muito estudado e considerado um importante mediador 

da hipertensão e dos danos cardíaco e renal causados pela mesma. As lesões 

nos órgãos alvos no modelo de 2R1C são dependentes do grau de estenose e, 

usualmente, incluem disfunção endotelial, hipertrofia cardíaca (de 20 a 25% de 

aumento do coração) e hipertrofia do rim contralateral exposto à estenose 

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

 

1.4. Treinamento físico 

 O treinamento físico produz diversas adaptações fisiológicas que 

permitem ao organismo executar uma quantidade maior de trabalho com uma 

maior eficácia. Estas adaptações variam de acordo com a intensidade, duração 

e o tipo do exercício (Silveira et al. 2007). 

 Existem vários estudos demonstrando que o exercício físico regular é 

capaz de beneficiar positivamente a saúde, aumentando a qualidade de vida e 

produzindo efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Dentre as adaptações 

mais bem conhecidas no sistema cardiovascular, pode-se destacar a 

bradicardia no repouso, melhora do controle da PA em indivíduos hipertensos, 

hipertrofia fisiológica ventricular esquerda, angiogênese capilar e diminuição da 

concentração 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 físico de baixa à moderada intensidade em 

humanos com insuficiência cardíaca diminuiu em 26% os níveis de Ang II no 

plasma (Braith, 1999), além de aumentar a concentração de Ang-(1-7) e a 

expressão do receptor Mas em ventrículo esquerdo de ratos treinados com 

natação (Gomes-Filho et al. 2008). Em um estudo realizado por Silva et al. 

(2011), o treinamento com natação aumentou a expressão do receptor Mas em 

anéis aórticos de SHR e melhorou o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) através 

de um mecanismo dependente de endotélio e envolvendo a liberação de NO e 

de prostaciclinas. Deste modo, estes estudos sugerem que a atividade física 

pode exercer seus efeitos benéficos no sistema cardiovascular através da 

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

A ECA2 exerce um papel importante no equilíbrio do SRA. Estudos 

utilizando ativadores da ECA2 endógena, XNT e DIZE, demonstraram que 

estes compostos induzem vários 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 último eixo está 

relacionada à patogênese de várias doenças cardiovasculares, uma vez que 

ele leva à proliferação celular, vasoconstrição, hipertrofia e fibrose cardíaca. 

Assim, considerando as funções cardioprotetoras da ECA2, investigamos a 

participação dessa enzima no remodelamento cardiovascular no exercício 

físico e na hipertensão arterial.  
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III. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 Avaliar os efeitos da ativação da ECA2 endógena, usando o composto 

sintético DIZE, em parâmetros cardiovasculares de ratos submetidos ao 

treinamento físico e a hipertensão renovascular. Além disso, os efeitos do DIZE 

na vasodilatação arterial foram analisados. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 Avaliar os efeitos do tratamento crônico com o DIZE na PA média, sistólica 

e diastólica e na freqüência cardíaca (FC) de ratos submetidos ao 

treinamento físico. 

 Avaliar os efeitos do tratamento crônico com o DIZE na PA média, sistólica 

e diastólica e na FC de ratos sedentários. 

 Avaliar os efeitos do DIZE na PA e na FC de ratos submetidos à cirurgia de 

hipertensão renovascular. 

 Avaliar os efeitos do DIZE na estrutura cardíaca de ratos submetidos à 

cirurgia de hipertensão renovascular. 

 Avaliar os efeitos do DIZE na função cardíaca de ratos submetidos à 

cirurgia de hipertensão renovascular. 

 Avaliar os efeitos do DIZE em parâmetros renais de ratos submetidos à 

cirurgia de hipertensão renovascular. 

 Avaliar os efeitos de diferentes concentrações do DIZE (10-6, 10-5, 10-4 M) 

em anéis aórticos de ratos normotensos. 

 Verificar o papel do receptor Mas nos efeitos do DIZE na vasodilatação de 

anéis aórticos de ratos. 

 Verificar o papel do NO nos efeitos do DIZE na vasodilatação de anéis 

aórticos de ratos. 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

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 à água e ração. Os 

experimentos foram realizados em conformidade com as orientações para o 

uso humanitário de animais de laboratório e aprovados pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal (CEUA) da UFMG (protocolo número 226/2013). 

 

4.2. Tratamento crônico 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 físico) diluído em salina. A gavagem controle foi com 

salina em volume equivalente ao do DIZE. 

 

4.3. Treinamento físico - natação 

 A piscina utilizada era constituída de oito tanques individuais para 

natação, o que viabiliza um maior controle durante o treinamento. Os tanques 

foram confeccionados com vidros transparentes para permitir a completa 

visualização e acompanhamento do animal. Todos os oito tanques eram 

interconectados por espaçamentos inferiores entre suas divisórias, permitindo, 
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assim, uma completa homogeneidade da água do meio com uma temperatura 

de aproximadamente 32ºC. 

 Inicialmente todos os animais foram pesados e adaptados ao meio 

líquido na mesma piscina onde foram treinados em uma temperatura de 32 ± 1 

ºC, sem sobrecarga, durante cinco dias consecutivos. Terminado o período de 

adaptação, todos os animais foram novamente pesados e divididos 

aleatoriamente em quatro grupos: i) grupo sedentário não tratado, ii) grupo 

sedentário tratado, iii) grupo treinado a 70 % não tratado e iv) grupo treinado a 

70% tratado (Figura 5). No dia seguinte à adaptação ao meio líquido, os 

animais foram submetidos a um teste de esforço máximo (TEM). 

 

 

Figura 5: Representação esquemática dos grupos experimentais. 

 

O TEM consistiu de um período de natação com incrementos de carga 

de 2% do peso corporal, a cada 3 minutos. As cargas foram presas na cauda 

do animal até o momento da exaustão, identificado quando o animal 

permaneceu abaixo da superfície por mais de 10 segundos (Almeida et al. 

2009). A intensidade do treinamento físico subsequente foi definida por meio do 



31 

 

cálculo de 70% do peso máximo obtido no TEM. O peso máximo 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 sedentários foram colocados dentro da piscina sobre uma 

plataforma de isopor para permitir o contato dos animais com o mesmo 

ambiente do grupo treinado no período do treinamento físico, mas sem realizar 

esforço. 

 

 
4.4. Registro de parâmetros cardiovasculares 

 A pressão arterial média (PAM) e a frequência cardíaca (FC) foram 

registradas semanalmente através de um sistema não invasivo de mensuração 

de pressão arterial (CODA). Neste sistema, os ratos são 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 pressão arterial é realizado utilizando a artéria caudal. 

 

4.5. Hipertensão renovascular 

 A cirurgia para indução da hipertensão arterial sistêmica foi realizada 

seguindo o modelo experimental de hipertensão 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 decúbito dorsal e retirados os pelos 

na região do flanco esquerdo. Em seguida, foi realizada uma incisão 

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 não houve a colocação do clipe. Após 

cirurgia, os animais foram tratados diariamente durante 4 semanas via 

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

 

4.6. Histologia 

 Após os protocolos experimentais, os animais foram sacrificados, seus 

corações e os ventrículos esquerdos (VE) dissecados e pesados e os valores 

corrigidos pelo peso corporal e pelo comprimento da tíbia. Fragmentos do VE 

foram fixados em Bouin 4% por 24h, submetidos a desidratação com gradiente 

crescente de álcool (70, 80, 90 e 100%) e posterior infiltração e inclusão em 

parafina. Após a montagem dos blocos, as amostras foram cortadas em 

secções de 6 μm 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 presença de hipertrofia cardíaca através da medida do 

diâmetro do cardiomiócito. O diâmetro do cardiomiócito (~100 cardiomiócitos 

por animal) foi medido na região correspondente ao núcleo celular. Somente 

cardiomiócitos cortados longitudinalmente com núcleo e limites celulares 

visíveis foram considerados para análise. 
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4.7. Quantificação de hidroxiprolina tecidual 

A quantificação da hidroxiprolina é uma medida indireta do conteúdo de 

colágeno dos tecidos (Reddy et al. 1996). Foram homogeneizados 100mg do 

VE em 5mL de solução salina 0,2%, sendo estes homogenatos 

subsequentemente congelados e liofilizados. Dez miligramas (10mg) de tecido 

liofilizado foram submetidos a uma hidrólise alcalina em 375µL de NaOH 2N 

por 25 minutos a 125ºC. A uma alíquota de 50µL do hidrolisado foram 

adicionados 450µL do reagente oxidante cloramina T (cloramina T 0.056 M em 

tampão acetato/citrato com 10% de n-propanol, pH 6.5) e incubados por 20 

minutos. Após esta etapa, foram adicionados 500µL de p-

dimetilaminobenzaldeído diluídos em n-propanol/ácido perclórico (2:1 v/v) 

seguido de incubação por 20 minutos a 65ºC. As placas de 96 poços contendo 

as amostras foram lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices) a 540 

nm. 

 

4.8. Avaliação da função cardíaca 

Após o fim do tratamento, os ratos foram decapitados e seus corações 

retirados para avaliar a função cardíaca. Para isso, utilizou-se um sistema de 

perfusão de Langendorff com pressão constante (Figura 6). A preparação de 

Langendorff era constituída por um tubo de vidro, conectado a um reservatório 

de solução nutridora de Krebs-Ringer (mM): NaCl 118,41; KCl 4,69; KH2PO4 

1,17; MgSO4 x 7 H2O 1,17; CaCl2 x 2 H2O 2,51; dextrose anidra 1,65; NaHCO3 

26,24. A pressão de perfusão era mantida em 75 mmHg. A solução nutridora 

era oxigenada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantida a 
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37 ± 1ºC com circulação de água aquecida. Os animais foram heparinizados 

(400 U.I. i.p.) 10 minutos antes do sacrifício. O coração foi retirado e colocado 

em uma placa de Petri contendo solução nutridora oxigenada e gelada (± 4ºC). 

Em seguida, os restos de tecido que acompanhavam o coração foram 

removidos. A aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira 

ramificação (tronco braquicefálico) e seu coto foi fixado com linha na ponta da 

cânula de aço inoxidável acoplada ao sistema de perfusão, visando sempre a 

integridade da valva aórtica. Para registro da força contrátil, um pequeno 

gancho de aço inoxidável foi fixado ao ápice do VE e conectado a um 

transdutor de força. Tensão de aproximadamente 1,0 ± 0,2 g foi aplicada ao 

coração (tensão diastólica) e mantida constante durante o experimento. A FC e 

a dT/dt (máxima e mínima) foram calculadas a partir das medidas diretas de 

tensão. Os sinais foram amplificados (1000x) e registrados por meio de um 

sistema de aquisição e análise de dados analógico-digital (MP100 - 

AcqKnowledge III, Biopac System Inc., EUA). 
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Figura 6: Figura esquemática do sistema de perfusão de Langerdoff (Murça, 2012). 

 

4.9. Avaliação da função renal 

Para análise dos parâmetros renais, os animais foram colocados, 

individualmente, em gaiolas metabólicas com temperatura ambiente controlada 

e com ciclo de luz claro/escuro de 14/10h com livre acesso à ração e água 

durante 3 dias para aclimatação. Logo em seguida foi coletada a urina e 

mensurada a quantidade de água ingerida durante 24h. Essas medidas foram 

realizadas em três tempos distintos: antes da cirurgia de hipertensão 

renovascular, três semanas após a cirurgia e ao final do tratamento. 

 A dosagem de proteína urinária (proteinúria) foi realizada por 

colorimetria utilizando o kit Sensiprot (Labtest Diagnóstica S/A, Brasil) 

disponível comercialmente. A proteína excretada na urina foi expressa em 

mg/24h. 
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4.10. Experimentos de reatividade vascular 

 Os animais foram sacrificados por decapitação e sua aorta torácica foi 

cuidadosamente removida, retirando-se o excesso de tecidos adiposo e 

conjuntivo. O material foi transferido para uma placa de Petri sobre gelo 

contendo solução nutridora de Krebs (110,8 mM NaCl; 5,9 mM KCl; 25,0 mM 

NaHCO3; 1,1 mM MgSO4; 2,5 mM CaCl2; 2,3 mM NaH2PO4 e 11,5 mM glicose). 

Logo após, a aorta foi dividida em anéis de aproximadamente 4mm de 

comprimento e cada anel foi colocado em cubas de 15mL contendo a solução 

nutridora de Krebs oxigenada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de 

CO2) e mantida a 37 ± 1ºC com circulação de água aquecida. Duas hastes 

metálicas triangulares foram passadas através do lúmen do vaso, sendo que 

uma foi fixada à parede da cuba e a outra foi conectada verticalmente a um 

transdutor de tensão isométrica. Após a montagem, os anéis aórticos foram 

submetidos a uma tensão de repouso de 1g, regulada na primeira hora do 

experimento para estabilização da preparação. Durante esse período, a 

solução nutridora foi trocada a cada 20 minutos, objetivando-se, dessa forma, 

evitar o acúmulo de metabólitos e a restauração dos níveis de glicose 

necessários ao metabolismo vascular. 

 Os registros experimentais foram obtidos a partir de transdutores de 

tensão isométrica conectados a um amplificador, sendo este acoplado a um 

computador. Os sinais foram amplificados (1000x) e registrados por meio de 

um sistema de aquisição e análise de dados analógico-digital (MP100 - 

AcqKnowledge III, Biopac System Inc., EUA). 

 Após o período de estabilização, os anéis foram contraídos com 

fenilefrina (3x10-7 M; Sigma, USA) e, após observar um platô no registro de 
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contração, a presença de endotélio funcional vascular foi verificada pela 

administração de acetilcolina (10-5 M; Sigma, USA). Após atingir o relaxamento 

máximo, a solução nutridora de Krebs foi trocada por três vezes. Os anéis de 

aorta que apresentaram um relaxamento superior a 70% após contração com 

fenilefrina foram considerados com endotélio funcional e os anéis que não 

apresentaram relaxamento diante do estímulo com acetilcolina foram 

considerados desprovidos de endotélio funcional. Os efeitos do DIZE em 

diferentes concentrações (10-6, 10-5 e 10-4 M) foram testados incubando esse 

composto com os anéis isolados de aorta. Os resultados obtidos foram 

comparados com as respostas com a ausência da droga citada, apenas com o 

veículo (salina). 

 Com a finalidade de avaliar o mecanismo de ação do DIZE, antagonista 

do receptor Mas (A-779) e inibidor não seletivo da óxido nítrico sintase (L-

NAME) foram utilizados. Após os anéis aórticos serem pré-contraídos com 

fenilefrina, as cubas foram lavadas e, após 30 minutos, os anéis de aorta foram 

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

 

4.11.  Análise estatística 

 Todos os dados foram expressos como média ± EPM. Os resultados 

foram analisados utilizando o teste One-way ANOVA seguido do pós teste de 

Tukey ou Two-way ANOVA seguido do pós teste de Bonferroni, sempre com o 

auxílio do programa GraphPad Prism 5. Foram considerados significativos 

valores de p<0,05. 
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V. RESULTADOS 

 

5.1 Parâmetros cardiovasculares após treinamento físico 

 Inicialmente, foi avaliada a resposta dos animais ao exercício físico 

(natação) através da duração do Teste de Esforço Máximo (TEM). O 

tratamento com o DIZE não alterou o TEM dos animais sedentários. Embora o 

grupo treinado à 70% da carga máxima tenha apresentado um discreto 

aumento do TEM, apenas quando o treinamento foi associado ao tratamento 

crônico com o DIZE observou-se um aumento significativo desse parâmetro 

(Figura 7). 
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Figura 7: Tempo total do Teste de Esforço Máximo (TEM) em ratos sedentários e treinados 

tratados ou não com DIZE. *P<0,05 vs. Sedentário tratado (One-way ANOVA seguido pelo pós-

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 não houve diferenças 

significativas entre eles (Figura 8). 
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Figura 8: Ganho de peso corporal ao longo do desenvolvimento dos protocolos experimentais. 

Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste 

de Tukey); n=8. 

 

No que se refere à relação entre o peso do coração e o comprimento da 

tíbia, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos, indicando 

que nem o treinamento físico nem o tratamento com o DIZE alterou a massa 

cardíaca dos animais (Figura 9). Resultado similar foi visto quando a relação 

entre o peso do coração e o peso corporal foi avaliada (Figura 10). 
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Figura 9: Relação entre o peso do coração e o comprimento da tíbia nos grupos sedentário 

não tratado e tratado com o DIZE e treinado 70% não tratado e tratado com o DIZE. Não houve 

diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); 

n=6. 
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Figura 10: Relação entre o peso do coração e o peso corporal nos grupos sedentário não 

tratado e tratado com o DIZE e treinado 70% não tratado e tratado com o DIZE. Não houve 

diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); 

n=6. 

 

Em relação aos parâmetros cardiovasculares de PAM (Figura 11), FC 

(Figura 12), pressão arterial diastólica (PAD) (Figura 13) e pressão arterial 

sistólica (PAS) (Figura 14) obtidos ao final do período experimental, não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos analisados. 
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Figura 11: Pressão arterial média (PAM) de ratos sedentários não tratados e tratados com o 

DIZE e de ratos treinados não tratados e tratados com o DIZE ao final do período experimental. 

Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste 

de Tukey); n=8. 
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Figura 12: Frequência cardíaca (FC) de ratos sedentários não tratados e tratados com o DIZE 

e de ratos treinados não tratados e tratados com o DIZE ao final do período experimental. Não 

houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Tukey); n=8. 
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Figura 13: Pressão arterial diastólica de ratos sedentários não tratados e tratados com o DIZE 

e de ratos treinados não tratados e tratados com o DIZE ao final do período experimental. Não 

houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Tukey); n=8. 
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Figura 14: Pressão arterial sistólica de ratos sedentários não tratados e tratados com o DIZE e 

de ratos treinados não tratados e tratados com o DIZE ao final do período experimental. Não 

houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Tukey); n=8. 
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5.2. Efeitos do DIZE na hipertensão renovascular 

 

  Foi utilizado o modelo de hipertensão renovascular induzida pela técnica 

do 2R1C para avaliar os efeitos cardiovasculares do DIZE em uma situação de 

patologia cardiovascular. Os resultados mostraram que a técnica do 2R1C foi 

realizada de maneira correta, pois o peso do rim direito em comparação com o 

rim esquerdo foi significativamente maior em todos os grupos 2R1C em relação 

ao grupo sham (Figura 15).  
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Figura 15: Peso dos rins esquerdo e direito dos diversos grupos experimentais após a cirurgia 

de 2R1C. *P<0,05 vs. o rim esquerdo do grupo sham e 
α
P<0,05 vs. o rim direito do grupo sham 

(One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 

 

 

A análise semanal da pressão 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 pressão arterial (Figura 

16). Em relação à FC, não houve diferenças significativas entre os grupos 

(Figura 17). 
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Figura 16: Pressão arterial média (PAM) dos diversos grupos experimentais durante as 4 

semanas de tratamento. *P<0,05 vs. 2R1C (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni); n=5. 
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Figura 17: Frequência cardíaca (FC) dos diversos grupos experimentais durante as 4 semanas 

de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos (Two-way ANOVA seguido 

pelo pós-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 cardíaca induzida pela hipertensão. 

Esse dado foi evidenciado tanto pela análise da relação entre o peso do 

coração e o comprimento da tíbia (Figura 18) quanto pelo diâmetro dos 

cardiomiócitos (Figura 19). 
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Figura 18: Relação entre o peso do coração e comprimento da tíbia (mg/mm) dos diversos 

grupos experimentais. *P<0,05 vs. sham (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); 

n=5.. 
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Figura 19: Diâmetro dos cardiomócitos dos diversos grupos experimentais. *P<0,05 vs. 2R1C 

(One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); n=5. 
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 Para estimar a quantidade de colágeno presente nos corações (fibrose 

cardíaca) foi mensurado a concentração de hidroxiprolina nos corações dos 

animais dos diversos grupos experimentais. Os resultados mostraram que a 

concentração de hidroxiprolina foi significativamente maior apenas no grupo 

2R1C em relação ao grupo Sham (Figura 20). 
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Figura 20: Concentração de hidroxiprolina em corações de ratos submetidos a cirurgia de 

2R1C após 4 semanas de tratamento. *P,0,05 vs. Sham (One-way ANOVA seguido pelo pós-

teste de Tukey); n=5. 

 

 
 Com o objetivo de avaliar a função cardíaca dos animais do protocolo de 

hipertensão renovascular, foi utilizada a técnica de coração isolado. Não houve 

diferenças estatísticas entre os grupos em termos de tensão sistólica (Figura 

21), tensão diastólica (Figura 22), dT/dt máxima (Figura 23), dT/dt mínima 

(Figura 24), fluxo coronariano (Figura 25) e de FC (Figura 26). 
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Figura 21: Tensão sistólica de corações de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C após 4 

semanas de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA 

seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 
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Figura 22: Tensão diastólica de corações de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C após 4 

semanas de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way ANOVA 

seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 
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Figura 23:  dT/dt máxima (+dT/dt) de corações isolados de ratos submetidos a cirurgia de 

2R1C após 4 semanas de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos 

(One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 
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Figura 24: dT/dt mínima (-dT/dt) de corações isolados de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C 

após 4 semanas de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 
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Figura 25: Fluxo coronariano de corações isolados de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C 

após 4 semanas de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 
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Figura 26: Frequência cardíaca de corações isolados de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C 

após 4 semanas de tratamento. Não houve diferenças significativas entre os grupos (One-way 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey); n=8. 
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5.3. Efeitos do DIZE nos parâmetros renais 

  Após análise dos efeitos cardiovasculares do DIZE, foi avaliado 

parâmetros renais em três diferentes tempos do tratamento: basal, três 

semanas e ao término do tratamento, com o objetivo de avaliar os efeitos 

renais do DIZE no modelo de hipertensão renovascular. 

  A análise da ingestão de água (mL/dia) durante o período de tratamento 

mostrou que não houve diferenças significativas na ingesta hídrica entre os 

grupos experimentais (Figura 27). Entretanto, nas análises da excreção de 

urina diária (mL/dia) foi observado que, ao final do tratamento, o grupo 

2R1C+Captopril apresentou um aumento significativo na excreção urinária em 

relação ao grupo Sham e que houve uma redução significativa deste parâmetro 

no grupo 2R1C+DIZE em relação ao grupo 2R1C (Figura 28). Em termos de 

proteinúria, não houve diferenças significativas entre os grupos (Figura 29). 
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Figura 27: Ingestão hídrica (mL/dia) de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C no ínicio (1), após 

três semanas (2) e ao final do tratamento (3) (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni), n=5. 
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Figura 28: Excreção de urina (mL/dia) de ratos submetidos a cirurgia de 2R1C no ínicio (1), 

após três semanas (2) e ao final do tratamento (3). *P<0,05 vs. Sham no final do tratamento e 
α
P<0,05 vs. 2R1C final do tratamento (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni); 

n=5. 
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Figura 29: Excreção de proteína (mg/24h) em ratos submetidos a cirurgia de 2R1C no ínicio 

(1), após três semanas (2) e ao final do tratamento (3). Não houve diferenças significativas 

entre os grupos (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni); n=5. 

 

5.4. Efeitos do DIZE em vasos isolados 

 

  Para avaliar os efeitos da ativação da ECA2 endógena pelo DIZE na 

vasodilatação arterial, foram analisados registros de tensão contrátil de anéis 

aórticos de ratos utilizando doses crescentes do DIZE (10-6, 10-5 e 10-4 M). Foi 

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

concentrações de 10-5 e 10-4 M causaram as maiores respostas (Figura 30).
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Figura 30: Efeitos do DIZE, em diferentes concentrações (10
-6

; 10
-5

 e 10
-4

 M), no relaxamento 

de anéis aórticos de ratos. *P<0,001 vs. salina (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni); n=5. 

 

 Posteriormente, com o objetivo de avaliar os mecanismos de ação do 

DIZE na vasodilatação de anéis aórticos, foi utilizado bloqueadores e inibidores 

de componentes do SRA. A primeira ferramenta farmacológica utilizada para 

avaliar os possíveis mecanismos de ação 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 10-4 M de A-779 (Figura 31). 

Em seguida, avaliamos o papel do óxido nítrico (NO) nos efeitos do DIZE na 

vasodilatação aórtica através da administração do L-NAME, cuja ação é inibir a 

NO sintase. Observamos que as ações do DIZE foram inibidas de forma 

significativa pelo composto L-NAME (Figura 32). 

 



52 

 

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0

-1 0

1 0

3 0

5 0

7 0

9 0

**

S a lin a

D IZ E  1 0
-5

D IZ E  1 0
-5

+ A -7 7 9  1 0
-5

D IZ E  1 0
-5

+  A -7 7 9  1 0
-4

T e m p o  (m in )

%
 R

e
la

x
a

m
e

n
to

 
Figura 31: Papel do receptor Mas no efeito do DIZE no relaxamento de anéis aórticos. 

*P<0,0001 vs. salina (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni); n=5. 
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Figura 32: Papel do óxido nítrico no efeito do DIZE no relaxamento de anéis aórticos. 

*P<0,0001 vs. DIZE 10
-5

 M (Two-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni); n=5. 
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VI. DISCUSSÃO 

 
O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas do SRA tem chamado atenção de vários 

pesquisadores devido, entre outros fatores, ao seu papel na melhora da função 

cardíaca. Desde a sua descoberta, a Ang-(1-7) se tornou o centro de diversos 

estudos nas áreas de fisiologia e fisiopatologia cardiovascular por agir 

diretamente através do seu receptor Mas no processo contrátil e em hipertrofia 

dos cardiomiócitos melhorando a performance cardíaca (Ferrario et al. 1998; 

Santos & Campagnole-Santos, 2000; Silveira et al. 2010).  

 Estudos têm mostrado que existe uma relação entre o SRA e o exercício 

físico. Este último pode acarretar importantes benefícios para a função 

cognitiva, estabilidade do humor e sono, além de acelerar a liberação do 

hormônio melatonina, demonstrando, assim, uma relação direta com 

marcadores relacionados ao ciclo sono-vigília (Atkinson et al. 1996; Callard et 

al. 2001; Edwards et al. 2002). Vários estudos mostram que o treinamento 

físico aeróbio está associado com uma redução na incidência de doenças 

cardiovasculares (Azevedo et al. 2003; Hayashi et al. 2000; Negão et al. 1993). 

Esses benefícios têm sido amplamente estudados em modelos experimentais 

animais, sendo observados tanto em ratos normotensos como hipertensos 

(Carneiro-Júnior et al. 2014; Gomes Santos et al. 2014). Dessa forma, o 

exercício físico pode produzir diversos benefícios tanto na esfera física quanto 

mental do ser humano, proporcionando uma melhor qualidade de vida. Por esta 

razão, modificações no estilo de vida, incluindo alimentação e exercício físico, 

são as primeiras linhas de intervenção para o controle de PA.  

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

(DIZE) no treinamento físico e foi observado que o composto melhorou a 
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capacidade física dos animais, avaliada através do teste de esforço máximo. 

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 

relação peso do coração/comprimento da tíbia e peso do coração/peso 

corporal, não foram encontradas diferenças significativas. Assim, esses dados 

em conjunto sugerem que o DIZE não interfere de maneira significativa na 

hipertrofia fisiológica causada pelo exercício físico. A hipertrofia cardíaca é uma 

das principais adaptações fisiológicas do treinamento aeróbio, sendo a 

intensidade do exercício fator determinante do seu desenvolvimento. Estudos 

mostraram que o exercício de baixa intensidade (50%) não gera hipertrofia 

cardíaca e alteração de contratilidade. Entretanto, o treinamento físico de alta 

intensidade (70-85%) leva ao aumento do tamanho das câmaras cardíacas, 

gerando, assim, a hipertrofia cardíaca excêntrica (Benter et al. 1995; Oliveira et 

al. 2002). Além disso, há estudos demonstrando que o treinamento físico é 

capaz de reduzir os níveis plasmáticos de Ang II, e aumentar a atividade da 

ECA2 e consequentemente os níveis de Ang-(1-7),o que pode contribuir para a 

redução da hipertrofia e deposição de colágeno em ratos com infarto do 

miocárdio (Gomes-Santos et al. 2014; Hayashi et al. 2000; Kar et al. 2010; 

Medeiros et al. 2004). 

Com o exercício aeróbico regular as pressões sistólica e diastólica 

podem ser reduzidas em aproximadamente 6 a 10mmHg. Esses resultados 

foram observados em indivíduos normotensos e hipertensos, tanto em repouso 

quanto durante a realização de um exercício (Brito et al. 2014a; De Souza et al.  

2010). A prática de exercícios físicos regulares contribui, com o passar do 

tempo, com o controle da PA nos indivíduos com risco de hipertensão (Brito et 
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al. 2014b). Vários mecanismos podem contribuir para o declínio da PA após 

atividade física. Tem sido demonstrado que as alterações na PA induzida por 

exercícios crônicos são baseadas em respostas anatômicas e/ou funcionais, 

tais como redução de resistência vascular e do débito cardíaco e melhora na 

resistência à insulina e atividade simpática (De Mello et al. 2006; Mousa et al. 

2008; Negrão et al. 2008; Roveda et al. 2003; Xu et al. 2008). Nos nossos 

resultados dos parâmetros cardiovasculares de pressão arterial média, 

frequência cardíaca, pressão diastólica e pressão sistólica obtidos ao final do 

período experimental, não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos analisados. Isso indica que a intensidade do treinamento físico foi 

insuficiente para causar alterações nesses parâmetros. Além disso, podemos 

concluir que o DIZE não induziu efeitos prejudiciais ao coração. 

 Sabe-se que em certas situações patológicas o SRA está hiperativado 

produzindo respostas claras. Assim, decidimos induzir uma situação patológica 

(hipertensão renovascular) para analisar os efeitos do DIZE no sistema 

cardiovascular. Após a indução da hipertensão renovascular pela cirurgia de 

2R1C, foi observado um aumento significativo do peso do rim direito (não 

clipado) e diminuição do peso do rim esquerdo (clipado) nos grupos 

submetidos a cirurgia, indicando que o clipe obstruiu mais de 70% do fluxo 

sanguíneo renal levando à hipertensão renovascular, confirmando o sucesso 

da cirurgia (Gava et al. 2008; Peotta et al. 2007). 

 É bem descrito na literatura que no modelo de hipertensão 

renovascular ocorre uma diminuição do fluxo sanguíneo elevando os níveis 

plasmáticos de Ang II 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 após 1 semana 

de tratamento com o DIZE ou com o captopril houve uma diminuição da 

pressão, a qual se manteve normalizada até o final de 4 semanas. Estes dados 

estão 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 II circulante nos animais hipertensos, é 

observado uma hipertrofia ventricular caracterizada pelo aumento do tamanho 

dos cardiomiócitos juntamente com a fibrose cardíaca (Alzamora et al. 2003; 

Cervenka et al. 2002; Frohlich et al. 1992; Sadoshima et al. 1993; Peotta et al. 

2007). Em concordância com a literatura, nossos dados da relação entre o 

peso do coração e o comprimento da tíbia e o diâmetro dos cardiomiócitos 

mostraram o desenvolvimento de hipertrofia cardíaca no grupo 2R1C. O 

tratamento com o DIZE e o Captopril foram capazes de prevenir o 

desenvolvimento de hipertrofia cardíaca induzida pela hipertensão.  

A Ang-(1-7) produz um aumento significativo no volume de ejeção em 

ratos Wistar, parcialmente atenuado pelo A-779 (Santos et al. 2007; Sampaio 

et al. 2003). Esse efeito também é observado em ratos transgênicos que 

superexpressam a Ang-(1-7). Além disso, esses animais apresentam um 

pequeno, mas significativo, aumento na dP/dt, maior resistência à hipertrofia 

cardíaca iduzida por isoproterenol, redução na duração de arritmias de 

reperfusão e melhora na função pós-isquêmica em corações isolados 

perfundidos (Santos et al. 2004). Em corações isolados de ratos, observa-se 

uma redução na pressão de perfusão que é um reflexo da atividade 



57 

 

vasodilatadora direta da Ang-(1-7) no leito coronariano. Somado a isso, a 

infusão crônica de Ang-(1-7) melhora a perfusão coronariana e a função 

cardíaca em um modelo experimental de insuficiência cardíaca (Granado et al. 

2013; Loot et al. 2002). Diante dessas evidências, os animais do protocolo de 

hipertensão renovascular foram submetidos à técnica de coração isolado para 

avaliar sua função cardíaca. Foi visto que nos parâmetros de tensão sistólica, 

tensão diastólica, dT/dt máxima e mínima e fluxo coronariano não houve 

diferenças significativas entre os grupos experimentais. 

Após avaliar a função cardíaca dos animais do modelo de hipertensão 

renovascular, o próximo passo foi avaliar a função renal, visto que o SRA é de 

fundamental importância no controle dessa função. A primeira análise foi da 

ingesta hídrica, uma vez que ela é um mecanismo regulatório do volume e da 

osmolaridade corporal (Jordan et al. 2000). Os resultados não mostraram 

diferenças significativas entre os grupos experimentais, porém é notável um 

aumento na ingestão de água após três semanas e ao final do tratamento nos 

grupos 2R1C e 2R1C+captopril. Esses dados sugerem que esse aumento 

tenha sido causado pela elevação dos níveis de Ang II circulante em 

decorrência da hipertensão renovascular e que não houve esse aumento no 

grupo 2R1C+DIZE devido ao fato da Ang II ser o principal substrado para 

ECA2. 

  Analisando a excreção de urina diária, foi observado que ao final do 

tratamento o grupo 2R1C+captopril aumentou significativamente a excreção 

em relação ao grupo Sham e que houve uma redução significativa deste 

parâmetro no grupo 2R1C+DIZE em relação ao grupo 2R1C. Isto pode ser 

explicado parcialmente pelo fato do grupo 2R1C+captopril ter ingerido mais 
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água durante mesmo período em relação aos outros grupos. 

  Não foram observadas diferenças significativas em relação a excreção 

urinária de proteínas, porém pode-se notar que ao longo do experimento os 

valores de proteinúria aumentaram em todos os grupos com hipertensão 

renovascular. Além disso, ao término observou-se que o tratamento com o 

captopril ou com o DIZE foram eficazes na diminuição da excreção de proteína 

pela urina quando comparado ao grupo 2R1C. 

 Os vasos sanguíneos são um local importante para a formação e 

ações da ECA2/Ang-(1-7) e as células endoteliais não estão apenas envolvidas 

na produção, mas também no metabolismo deste heptapeptideo (Fraga-Silva et 

al. 2010; Velez et al. 2012). O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas induz a liberação de 

vasodilatadores, incluindo prostaglandinas, NO e fatores derivados do 

endotélio, provocando o relaxamento de vários leitos vasculares (Brosnihan et 

al, 1996; Fernandes et al. 2005; Heitsch et al. 2001; Iyer et al. 2000; Li et al. 

1997; Muthalif et al. 1998; Porsti et al. 1994; Santos et al. 2000). Dessa forma, 

a ativação da ECA2 endógena provoca reduções na PA de ratos normais e 

hipertensos (Hernandez Prada et al. 2008). Além disso, foi visto que a 

disfunção endotelial vascular observada em anéis de aorta de ratos com infarto 

do miocárdio também foi revertida por infusão crônica 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 vasodilatação de forma dose-dependente. 

Estes efeitos estão de acordo com as ação da ECA2, uma vez que esta enzima 

contrarregula as ações vasoconstritoras da Ang II através da estimulação dos 
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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 endógena, o qual induz uma melhora na 

função cardíaca e na fibrose perivascular de SHR e reduz a disfunção 

endotelial por meio da atenuação 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 ação do DIZE, bloqueamos 

o receptor Mas através do seu antagonista específico, o A-779. Os resultados 

obtidos mostraram que o bloqueio desse receptor alterou os efeitos do DIZE 

bloqueando completamente a vasodilatação dos anéis aórticos. O receptor Mas 

está envolvido na maior parte dos efeitos vasculares conhecidos de Ang-(1-7). 

Estudo realizado em camundongos que sofreram deleção 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 corações isolados de camundongos deficientes para o Mas 

demonstraram que estes animais apresentam uma significativa diminuição na 

frequência cardíaca e um aumento da resistência vascular coronariana (Castro 

et al. 2005; Sampaio et al. 2007). 

 Em seguida, avaliamos o papel do NO na vasodilatação aórtica 

através do composto L-NAME, que tem como ação inibir a NO sintase. Os 

resultados mostraram que os efeitos do DIZE foram inibidos significativamente 

pelo composto L-NAME. Estes resultados estão de acordo com o fato das 

ações do DIZE terem sido bloqueadas pelo A-779, uma vez vários estudos têm 

demonstrado que a liberação de NO é um dos principais efeitos da Ang-(1-7) 

quando esta interage com o receptor Mas, além deste aumento da liberação de 
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NO ser ausente em camundongos com deleção 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. CONCLUSÕES 

 Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o DIZE melhorou a 

capacidade física de animais normotensos, reduziu a pressão arterial, 

hipertrofia cardíaca nos animais com hipertensão renovascular e induziu uma 

vasodilatação dose-dependente de anéis isolados de aorta através do receptor 

Mas e da liberação de NO. Assim, a ativação da ECA2 pode ser uma estratégia 

terapêutica inovadora e eficiente para o tratamento de doenças 

cardiovasculares. 
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VIII. ANEXO  
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