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O sistema renina-angiotensina é um sistema hormonal composto por 

várias enzimas, peptídeos e receptores. Entre os peptídeos recentemente 

descritos como biologicamente ativos está o heptapeptídeo Angiotensina(Ang)-

(1-7). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da Ang-(1-7) no leito 

coronariano de ratos, bem como avaliar a atividade biológica de outros 

peptídeos que podem ser derivados da metabolização da Ang-(1-7). 

Primeiramente, corações de ratos Wistar machos foram perfundidos através da 

técnica de Langendorff (fluxo constante) com solução de Krebs-Ringer (SKR) 

ou com SKR contendo Ang-(1-7). Ang II foi utilizada como controle da 

preparação. A Ang-(1-7) a 42 pM induziu uma redução na pressão de perfusão 

(-20,15 ± 5,14 mmHg), indicando um efeito vasodilatador. Este efeito foi 

dependente do receptor Mas, ECA e ECA2. Além disso, a perfusão de Ang-(1-

7) induziu uma redução da atividade cardíaca, a qual foi também bloqueada 

pelo antagonista do Mas. A participação das enzimas ECA e ECA2 no efeito 

vascular da Ang-(1-7) sugeriu que a sua metabolização, formando peptídeos 

menores, poderia contribuir para os efeitos observados. Diante disto, testamos 

os efeitos da Ang-(1-5), Ang-(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) no coração isolado. 

Todos os peptídeos testados, com exceção da Ang-(1-5), induziram uma 

redução na pressão de perfusão a 42 pM, indicando um efeito vasodilatador, 

além de redução da função cardíaca. Como a Ang-(1-2) é o menor peptídeo e o 

que apresentou o maior efeito, investigamos seus mecanismos de ação. O A-

779, um antagonista do receptor Mas, e o Captopril, um inibidor da ECA, foram 

capazes de inibir parcialmente o efeito da Ang-(1-2), enquanto o L-NAME, um 

inibidor não seletivo da óxido-nítrico sintase, inibiu totalmente este efeito. Para 

comprovar que o efeito da Ang-(1-2) era realmente devido ao peptídeo e não 

ao aminoácido arginina, que faz parte da sua composição, a L-Arginina foi 

testada nas mesmas condições experimentais e não apresentou efeito 

biológico. A fim de investigar se a Ang-(1-2) possui efeito hipotensor in vivo, 

ratos Wistar e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tiveram veia e artéria 

femoral cateterizados para o registro da pressão arterial após administração 

venosa em dose única de Ang-(1-2) a 20 nM. Em ratos Wistar acordados, a 

Ang-(1-2) não provocou nenhum efeito significativo. Já em SHR, a Ang-(1-2) foi 

capaz de induzir uma queda duradoura na pressão arterial média, sem alterar a 

frequência cardíaca. Nossos resultados indicam que a Ang-(1-7) induz um 
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efeito vasodilatador direto no leito coronariano de ratos. Este efeito é causado 

pela ativação do receptor Mas bem como por metabólitos derivados da 

hidrólise deste peptídeo pela ação de ECA e ECA2, já que os peptídeos Ang-

(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) também causaram vasodilatação no leito 

coronariano de ratos. Além disso, a Ang-(1-2) induz redução da pressão arterial 

média em ratos SHR acordados. 

 

Palavras-chave: Angiotensina-(1-7), Peptídeos angiotensinérgicos, 

Angiotensina-(1-2), Vasodilatação, Hipertensão. 
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The renin-angiotensin system is a hormonal system composed by 

several enzymes, peptides and receptors. Angiotensin(Ang)-(1-7) is one of the 

recently described peptides of this system, which holds biological activity. The 

aim of this study was to evaluate the vasodilatory effect of Ang-(1-7) in coronary 

bed of rats, as well as to investigate biological activities of small peptides that 

can be derived from Ang-(1-7). Hearts of Wistar rats were perfused according to 

the Langendorff technique (constant flow) with Krebs-Ringer solution (KRS) or 

KRS containing Ang-(1-7). Ang II was utilized as a positive control. Ang-(1-7) 

presented a vasodilatory effect in coronary bed of rats (-20.15 ± 5.14 mmHg), 

which involved the participation of Mas, angiotensin-converting enzyme (ACE) 

and ACE2. Furthermore, Ang-(1-7) reduced the cardiac activity. The 

participation of ACE and ACE2 in the Ang-(1-7) effects suggested that the 

formation of small peptides might be involved in these effects. Thus, we 

evaluated the actions of Ang-(1-5), Ang-(1-4), Ang-(1-3) and Ang-(1-2) (42 pM) 

in isolated hearts. Ang-(1-4), Ang-(1-3) and Ang-(1-2) induced a reduction in the 

perfusion pressure, indicating vasodilation. Because Ang-(1-2) is the smallest 

peptide tested and presented the major effect, we decided to investigate its 

mechanisms of action. A-779, a Mas antagonist, partially blunted the Ang-(1-2) 

effects, as well as captopril, an ACE inhibitor, while L-NAME completely 

inhibited its vasodilatory effect. L-arginine was tested in the same experimental 

conditions to exam whether the Ang-(1-2) effects were due to the presence of 

arginine in its composition. We found that L-arginine did not cause any 

significant effect in the coronary bed. In order to investigate if Ang-(1-2) is also 

able to produce changes in blood pressure, awake Wistar and spontaneously 

hypertensive rats (SHR) were submitted to intravenous injection of Ang-(1-2) at 

20 nM. In SHR, but not in Wistar rats, Ang-(1-2) was capable to produce a 

significant reduction in the mean arterial pressure without changes in heart rate. 

Our results indicate that Ang-(1-7) is able to induce a direct vasodilatory effect 

in coronary bed of rats by a mechanism involving Mas, ACE and ACE2. Also, 

small peptides [Ang-(1-4), Ang-(1-3) and Ang-(1-2)] likely formed due to ACE 

and ACE2 actions participated of this effect. Furthermore, Ang-(1-2) reduced 

the arterial pressure of awake SHR. 
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Keywords: Angiotensin-(1-7), Angiotensinergic peptides, Angiotensin-(1-2), 

Vasodilation, Hypertension.  
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1.1 Sistema Renina-Angiotensina 

O primeiro estudo relacionado ao Sistema Renina-Angiotensina (SRA) 

foi feito em 1898 com a descoberta de que extratos não purificados do córtex 

renal causavam um aumento prolongado na pressão arterial de coelhos 

anestesiados. A substância responsável por este aumento da pressão foi 

denominada de renina (Tiegerstedt & Bergman, 1898), mas por várias décadas, 

pouco interesse foi atribuído a esta descoberta. Em 1934, Goldblatt e cols. 

descreveram um modelo de hipertensão por isquemia renal. Embora já se 

soubesse que o aumento da pressão arterial poderia ser causado por uma 

substância presente no sangue, os autores não associaram este efeito à renina 

(Goldblatt e cols., 1934). 

Foi somente em 1940 que dois grupos, trabalhando de forma 

independente (Braun-Mendes e cols., na Argentina, e Page e Helmer, nos 

Estados Unidos), ao utilizarem o modelo experimental de hipertensão descrito 

por Goldblat, descreveram que o peptídeo pressórico não era a renina, e sim 

um produto da ação enzimática desta substância sobre uma proteína 

plasmática (Braun-Menendez e cols., 1940; Page & Helmer, 1940b). O primeiro 

grupo denominou esse produto de hipertensina, e o segundo, de angiotonina. 

Posteriormente, o termo angiotensina, resultado da agregação entre os termos 

“hipertensina” e “angiotonina”, passou a ser utilizado na tentativa de padronizar 

a terminologia (Braun-Menendez & Page, 1958). Aproximadamente dez anos 

após os trabalhos desses dois grupos, duas formas de angiotensina foram 

identificadas: angiotensina (Ang) I e Ang II, sendo a primeira resultado da 

hidrólise do angiotensinogênio e a segunda resultado da quebra enzimática da 

primeira (Skeggs e cols., 1954a). A partir daí, o SRA começou a ser 

amplamente estudado.  

Classicamente, o SRA é descrito como uma cascata hormonal que 

controla principalmente as funções cardiovascular, renal e adrenal (Peach, 

1977). Atualmente, além de sua função endócrina, considera-se que o SRA 

possui funções parácrina e autócrina (Kumar e cols., 2007). Além de atuar no 

controle da pressão arterial, na homeostase hidroeletrolítica e na função 

celular, exerce papel importante em diversas condições patológicas, como 
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diabetes, hipertensão arterial, hipertensão pulmonar e fibrose cardíaca 

(Bojestig e cols., 2000; Kobori e cols., 2007; Ferreira e cols., 2009; Ferreira e 

cols., 2011b). Comprovando sua importância biológica, já foram identificados 

sistemas renina-angiotensina locais no coração, no pulmão, no fígado, nos rins, 

sistemas vascular e nervoso, dentre outros (Paul e cols., 2006). 

A formação dos peptídeos do SRA (Figura 1) se inicia com a clivagem 

do angiotensinogênio pela renina, uma aspartil-protease que é um fator 

limitante para o início da cascata do SRA, com a formação de Ang I (Asp1-Arg2-

Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8-His9-Leu10) (Page & Helmer, 1940a; Skeggs e 

cols., 1956). Para que isso ocorra, a prorenina deve ser convertida em renina 

ativa por uma enzima do tipo tripsina (Hsueh & Baxter, 1991). O 

angiotensinogênio, único precursor dos peptídeos angiotensinérgicos, é 

secretado principalmente pelo fígado, apesar de poder ser sintetizado em 

baixas quantidades em outros tecidos, como coração, rins, vasos, tecido 

adiposo e cérebro (Atlas, 1998). 

A Ang I, formada a partir do angiotensinogênio, é um decapeptídeo 

biologicamente inativo que, quando clivada pela enzima conversora de 

angiotensina (ECA), dá origem ao octapeptídeo Ang II (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-

His6-Pro7-Phe8), principal peptídeo vasoativo do SRA (Ng & Vane, 1967). A 

geração de outro importante componente deste sistema, a Ang-(1-7) (Asp1-

Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7), ocorre através de vias enzimáticas diferentes 

daquelas observadas na formação da Ang II, sendo a mais importante e 

eficiente, sob os pontos de vista fisiológico e catalítico, por meio de uma 

enzima homóloga à ECA, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), que 

converte a Ang II em Ang-(1-7) (Donoghue e cols., 2000a; Tipnis e cols., 2000; 

Vickers e cols., 2002; Rice e cols., 2004).  
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Figura 1 – Esquema simplificado do sistema renina-angiotensina. Ang: 

angiotensina; ECA: enzima conversora de angiotensina; ECA2: enzima conversora de 

angiotensina 2; AP: aminopeptidase; AD: aspartato-descarboxilase; APA: 

aminopeptidase A; APD: aminopeptidase D; APN: aminopeptidase N; CP: 

carboxipeptidase; NEP: endopeptidase neutra; PCP: prolilcarboxipeptidase; PEP: 

prolilendopeptidase; AT1: receptor de Ang II do tipo 1; AT2: receptor de Ang II do tipo 2; 

Mas: receptor de Ang-(1-7); IRAP: receptor de Ang IV; MrgD: receptor acoplado a 

proteína G relacionado ao Mas; Asp: aspartato; Arg: arginina; Val: valina; Tyr: tirosina; 

Ile: isoleucina; His: histidina; Pro: prolina; Phe: fenilalanina; Leu: leucina 

  

Como observado na Figura 1, várias outras vias alternativas podem dar 

origem a peptídeos do SRA. A Ang I, por exemplo, pode ser clivada 

diretamente em Ang-(1-7) por endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-

endopeptidase (PEP). Além disso, Ang I pode ser clivada pela ECA2, com a 

formação de Ang-(1-9), que por sua vez também pode formar a Ang-(1-7) ao 

ser clivada por ECA ou NEP (Brosnihan e cols., 1998; Tschope e cols., 2002), e 

a Ang II também pode ser formada independentemente da ECA através da 

ação da catepsina A e da quimase sobre a Ang I (Ferreira & Santos, 2005). 
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Outros estudos indicam ainda a possibilidade de formação de Ang II 

independentemente da renina, com a participação de catepsina G, tonina, 

tripsina ou quimiotripsina (Kokkonen e cols., 1998; Belova, 2000; Hu e cols., 

2003). Tanto a formação desses peptídeos quanto as vias utilizadas são tecido-

dependentes, e só ocorrem se os precursores e as enzimas necessárias 

estiverem presentes. 

Nos últimos anos, novos peptídeos, biologicamente ativos ou não, vem 

sendo descobertos e adicionados ao complexo SRA. Com a retirada de um 

aminoácido da extremidade amino-terminal da Ang II por aminopeptidase A, 

por exemplo, forma-se a Ang III (Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8), que por 

sua vez pode ser clivada pela aminopeptidase N e formar Ang IV (Val3-Tyr4-

Ile5-His6-Pro7-Phe8). Mais recentemente foram identificados ainda a Ang A 

(Ala1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8 - formada pela descarboxilação do 

aspartato da Ang II por uma aspartato descarboxilase) e Alamandina (Ala1-

Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7 – formada pela ECA2 a partir da Ang A) 

(Jankowski e cols., 2007; Lautner e cols., 2013). Fragmentos ainda menores, 

como Ang-(5-8) (Ile5-His6-Pro7-Phe8), Ang-(4-8) (Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8), Ang-

(2-7) (Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7), Ang-(3-7) (Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7), Ang-(1-

5) (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5), Ang-(1-4) (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4), Ang-(3-4) (Val3-

Tyr4), bem como as enzimas envolvidas na sua formação, são conhecidos, mas 

pouco estudados até o momento (Welches e cols., 1991; Matsufuji e cols., 

1995; Neves e cols., 1995; Ardaillou, 1997; Axelband e cols., 2009).  

Atualmente é postulada a existência de dois eixos no SRA (Figura 2). O 

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

vasoconstritores, proliferativos e fibróticos. O segundo, composto por ECA2, 

Ang-(1-7) e o receptor Mas, exerce ações contra-regulatórias ao primeiro eixo 

(Santos e cols., 2000; Probstfield & O'Brien, 2010). O equilíbrio entre estes dois 

eixos é de extrema importância para a manutenção da homeostase.   
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Figura 2 – Eixos do sistema renina-angiotensina. ECA: enzima conversora de 

angiotensina; ECA2: enzima conversora de angiotensina II; AT1: receptor de Ang II do 

tipo 1; Mas: receptor de Ang-(1-7). 

 

1.2 Sistema Renina-Angiotensina Cardíaco 

Apesar da redução da incidência das doenças cardiovasculares (DCV) 

no Brasil, elas continuam sendo as principais causas de morte e as maiores 

geradoras de custos de internação para o Sistema Único de Saúde (SUS). Em 

2007 essas doenças foram responsáveis por 28,6% de todas as mortes no país 

(terceira maior taxa da América Latina, somente atrás da Guiana e do 

Suriname, e mais alta que as taxas dos países desenvolvidos) (WHO, 2009). A 

hipertensão arterial sistëmica, apesar de controlável, é o principal fator de risco 

para DCV, e dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) de 

2008 revelaram que aproximadamente 50% da população acima de 60 anos já 

havia sido diagnosticada com a doença (Schmidt e cols., 2011). Assim, o 

controle da pressão arterial é medida essencial para a redução da ocorrência 
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de eventos cardiovasculares que podem levar a morte, como acidente vascular 

cerebral e infarto do miocárdio (Mosterd e cols., 1999). 

A demonstração de que a atividade da renina prediz eventos 

cardiovasculares indicou a participação de componentes do SRA nestes 

eventos (Alderman e cols., 1991; Campbell e cols., 2005). Com isto, drogas 

que atuam no SRA vêm sendo largamente estudadas e utilizadas no controle e 

tratamento das DCV. As principais classes de drogas que modulam o SRA já 

utilizadas são os inibidores da ECA (ex.: Captopril), que reduzem a formação 

de Ang II a partir de Ang I, e os antagonistas de receptores de Ang II do tipo 1 

(AT1) (ex.: Losartan), que bloqueiam a interação da Ang II com o seu receptor 

AT1 (Campbell e cols., 2001). Drogas capazes de ativar a ECA2, como DIZE 

(aceturato de diminazeno) e XNT (1-[[2-(dimetilamino)etil]amino]-4-

(hidroximetil)-7-[[(4-metilfenil)sulfonil]oxi]-9H-xantona-9) também têm 

demonstrado bons resultados no tratamento de DCV, como hipertensão, 

hipertrofia e fibrose cardíaca em modelos experimentais (Gjymishka e cols., 

2010; Ferreira e cols., 2011b; Murca e cols., 2012). 

Um importante passo para o embasamento das ações dessas drogas 

nas DCV foi a demonstração da presença dos componentes do SRA no 

sistema cardiovascular. A síntese de renina não é bem caracterizada no 

coração, mas o seu RNA mensageiro já foi detectado por Northern blotting e 

RT-PCR (Dzau e cols., 1987; Paul e cols., 1993). Alguns autores sugerem que 

a expressão gênica de renina no coração só ocorra em condições patológicas 

(De Mello & Danser, 2000). De toda forma, a renina pode estar presente no 

tecido cardíaco em condições fisiológicas através da sua captação via 

circulação sanguínea, já que o receptor manose-6-fosfato (M6P) está presente 

em cardiomiócitos e células endoteliais (Admiraal e cols., 1999; Saris e cols., 

2001) e é capaz de se ligar à renina e internalizá-la (Nguyen e cols., 2004). 

Assim como a renina, o angiotensinogênio teve seu RNA mensageiro 

detectado no coração (Paul e cols., 1993), mas a maior parte dessa proteína 

presente no tecido cardíaco é proveniente do fígado e transportada pelo 

plasma (de Lannoy e cols., 1997). As expressões de ECA e ECA2 foram 

observadas em cardiomiócitos e em células endoteliais, assim como a 

expressão da enzima quimase, que aumenta em situações patológicas (Paul e 
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cols., 1993; Burrell e cols., 2005; Kohlstedt e cols., 2013). Dessa forma, 90% da 

Ang I e 75% da Ang II cardíaca são sintetizadas localmente, sendo que a maior 

parte da síntese de Ang II no coração ocorre via quimase (Urata e cols., 1990; 

van Kats e cols., 1998). A síntese de Ang-(1-7) no coração também foi 

demonstrada por diversos estudos (Santos e cols., 1990; Danser e cols., 1994; 

Neves e cols., 1995; Trask e cols., 2007). A presença dos receptores de Ang II, 

AT1 e AT2, assim como o receptor Mas de Ang-(1-7) também já foi 

demonstrada no tecido cardíaco e em células endoteliais do coração (Dostal & 

Baker, 1999; Bader e cols., 2001; Burns e cols., 2004; Burrell e cols., 2005; 

Santos e cols., 2006; Sampaio e cols., 2007b; Alenina e cols., 2008). 

A detecção de todos estes componentes do SRA no coração e no 

sistema cardiovascular embasa a importância do sistema e de drogas capazes 

de modulá-lo para o desenvolvimento e tratamento das DCV. Além disso, 

apesar dos estudos focarem principalmente na participação da Ang II, as 

estratégias farmacológicas utilizadas no tratamento de DCV resultam em uma 

alteração simultânea na expressão e atividade de diversos peptídeos, enzimas 

e receptores do SRA, e as respostas do organismo são resultantes dessas 

mudanças em conjunto.  

 

1.3 Ações dos Peptídeos Angiotensinérgicos no Sistema Cardiovascular  

1.3.1 Angiotensina II 

A Ang II, um octapeptídeo, é considerado o principal efetor do SRA (Hall, 

2003). Este peptídeo está diretamente relacionado à hipertensão, já que 

promove o aumento da pressão arterial por induzir aumento na resistência 

vascular periférica, além de promover o aumento do volume sanguíneo ao 

estimular o sistema nervoso simpático, a produção e liberação de aldosterona 

e, consequentemente, o aumento da sede e da retenção de sódio (Thomas e 

cols., 2008).  

A Ang II age em receptores metabotrópicos acoplados a proteína G com 

sete domínios transmembrana, denominados AT1 e AT2 (de Gasparo e cols., 

2000). A maioria das ações conhecidas da Ang II é mediada pelo receptor AT1, 

e as ações mediadas por AT2 são, em sua maioria, opostas as mediadas por 
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AT1 (Steckelings e cols., 2005). Ações diretas da Ang II via receptor AT1 foram 

relatadas no coração e foram correlacionadas com mudanças no influxo de 

cálcio intracelular e mudanças na fase de platô do potencial de ação cardíaco 

(Dempsey e cols., 1971; Hoffmann e cols., 2001). Além disso, a Ang II também 

foi correlacionada com o comprometimento da função contrátil em 

cardiomiócitos isolados e hipertrofia cardíaca (Ichihara e cols., 2001; 

Domenighetti e cols., 2005). 

Em vasos de condutância, a Ang II, assim como a Ang I, promove 

vasoconstrição concentração-dependente quando utilizada em concentrações 

de 100 pM a 1 µM, apesar da Ang II ser mais potente que Ang I. Entretanto, 

inibidores de ECA são capazes de bloquear os efeitos da Ang I, indicando que 

a sua ação vasoconstritora está diretamente relacionada com a formação de 

Ang II (Schiffers e cols., 1991). Este efeito vasoconstritor da Ang II em vasos de 

condutância é mediado pelo receptor AT1, enquanto em vasos de resistência 

foi demonstrada a participação tanto de AT1 quanto de AT2 (Boulanger e cols., 

1995; Fernandes e cols., 2005). Agonistas de AT1 promovem, além de influxo 

de Ca2+ extracelular, mobilização do Ca2+ intracelular, liberação de 

tromboxanos (envolvidos na vasoconstrição) e liberação de óxido nítrico (NO) 

endotelial, que atenua a vasoconstrição mediada por Ang II, quando este 

peptídeo se liga a receptores AT1 presentes na musculatura lisa dos vasos 

(Boulanger e cols., 1995; Fukada e cols., 2004; Accorsi-Mendonca e cols., 

2006). 

A Ang II também é capaz de promover vasodilatação via AT2 em alguns 

leitos vasculares em concentrações acima de 1 µM, tanto em vasos de 

resistência quanto em vasos de condutância (Toda & Miyazaki, 1981; Katada & 

Majima, 2002; Fukada e cols., 2004; Fukada e cols., 2005). Esta vasodilatação 

é principalmente mediada por prostaglandinas, NO e abertura de canais de K+, 

que resulta em hiperpolarização celular (Israel e cols., 2000; Fukada e cols., 

2005). Entretanto, evidências experimentais sugerem que peptídeos derivados 

da metabolização da Ang II podem estar envolvidos no seu efeito 

vasodilatador, já que este efeito pode ser bloqueado por D-Ala7-Ang-(1-7) (A-

779), antagonista do receptor Mas de Ang-(1-7) (Tirapelli e cols., 2006). 
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1.3.2 Angiotensina-(1-7) 

A Ang-(1-7) é um heptapeptídeo que há algum tempo passou a ser 

considerado um importante peptídeo vasoativo do SRA (Santos & 

Campagnole-Santos, 1994; Ferrario e cols., 1998). Com a utilização de um 

antagonista específico da Ang-(1-7), o A-779, foi identificado um receptor 

específico desta Angiotensina, denominado receptor Mas que, como o receptor 

AT1, também contém sete domínios transmembrana e é ligado a uma proteína 

G (Santos e cols., 2003). Em condições fisiológicas, a concentração de Ang-(1-

7) presente no plasma sanguíneo é da ordem de picomolar (Joyner e cols., 

2007; Pendergrass e cols., 2008) e, apesar de parecer pequena, a manutenção 

desta concentração é extremamente importante e trás muitos efeitos benefícios 

ao sistema cardiovascular (Ferrario, 2010).  

A Ang-(1-7) possui diversos efeitos contrários aos da Ang II. Um desses 

efeitos é o aumento do fluxo urinário e da excreção de sódio, o que contribui 

para a redução do volume sanguíneo, além deste peptídeo ser antioxidante, 

antitrombótico e antiproliferativo (Handa e cols., 1996; Kucharewicz e cols., 

2002; Tallant & Clark, 2003; Langeveld e cols., 2005; Sampaio e cols., 2007a; 

Fraga-Silva e cols., 2011; Mordwinkin e cols., 2012). A interação da Ang-(1-7) 

com o receptor Mas resulta também em efeitos anti-hipertensivos (Ferrario, 

1998; Iyer e cols., 1998), melhora da função endotelial (Ferrario, 2002; Faria-

Silva e cols., 2005) e estimula a liberação de bradicinina (Brosnihan e cols., 

1996)  

No coração, Ang-(1-7) em baixas concentrações (230 pM) é capaz de 

reduzir a duração e a severidade de arritmias de reperfusão e melhorar a 

função contrátil após isquemia (Ferreira e cols., 2001; Santos e cols., 2004), 

além de prevenir taquiarritmias e fibrilação atriais em ratos e cães (Ferreira e 

cols., 2011a; Liu e cols., 2011). A Ang-(1-7) ainda é capaz de aumentar o 

débito cardíaco, melhorar a perfusão coronariana e a função cardíaca e reduzir 

a área de infarto em ratos (Loot e cols., 2002; Sampaio e cols., 2003; Santos e 

cols., 2003; Marques e cols., 2011). Além disso, este peptídeo é capaz de 

atenuar a hipertrofia e fibrose cardíaca induzida por isoproterenol ou pela 

infusão de Ang II, sem alteração da pressão arterial (Grobe e cols., 2007; 

Mercure e cols., 2008), provavelmente com a regulação de genes envolvidos 
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na fibrose cardíaca (Dias-Peixoto e cols., 2008; Gava e cols., 2012; Patel e 

cols., 2012). 

Por outro lado, em concentrações maiores (27 nM), a Ang-(1-7) é capaz 

de facilitar as arritmias de reperfusão (Neves e cols., 1997), informação 

corroborada pelo fato de que camundongos transgênicos que superexpressam 

ECA2 no coração morrem em decorrência de arritmias cardíacas (Donoghue e 

cols., 2003). Entretanto, confirmando o papel cardioprotetor da Ang-(1-7) em 

concentrações fisiológicas, estudos mostram que camundongos deficientes 

para o receptor Mas apresentam disfunção cardíaca, com diminuição da tensão 

sistólica, da velocidade tanto de contração quanto de relaxamento do 

miocárdio, da pressão no ventrículo esquerdo e da frequência cardíaca e ainda 

aumento da resistência vascular (Gembardt e cols., 2003; Castro e cols., 2006). 

A atividade cardioprotetora da Ang-(1-7) pode ser tanto direta quanto indireta, 

por meio da potenciação dos efeitos da bradicinina ou por antagonizar os 

efeitos da Ang II (Santos e cols., 2000). 

O efeito vascular da Ang-(1-7), assim como o da Ang II, depende do leito 

estudado, da espécie e da concentração utilizada. Geralmente, a Ang-(1-7) em 

pequenas concentrações (1 nM a 100 µM) causa vasodilatação, tanto em leitos 

vasculares de resistência quanto em vasos de condutância (Benter e cols., 

1993; Porsti e cols., 1994; Brosnihan e cols., 1996; Brosnihan e cols., 1998; 

Lemos e cols., 2005; Raffai e cols., 2011), principalmente por mudanças no 

balanço redox na parede vascular das células endoteliais desencadeada pela 

ligação da Ang-(1-7) ao receptor Mas, causando liberação de ácido 

araquidônico, fosforilação da Akt e ativação da óxido-nítrico sintase (NOS) 

endotelial, com consequente liberação de NO (Osei e cols., 1993; Abbas e 

cols., 1997; Li e cols., 1997; Verano-Braga e cols., 2012). Confirmando estes 

fatos, vasos de camundongos deficientes para o receptor Mas produzem mais 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e menos NO, apresentando disfunção 

endotelial e aumento da pressão sanguínea (Rabelo e cols., 2008; Xu e cols., 

2008). 

Além da sua interação com o receptor Mas, a Ang-(1-7) também pode 

levar a efeitos vasculares ao interagir direta ou indiretamente com receptores 

B2 de bradicinina, AT2 e AT1 de Ang II, este último quando em concentrações 
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suprafisiológicas (Li e cols., 1997; Soares de Moura e cols., 2004; Walters e 

cols., 2005; Bosnyak e cols., 2012). Sabe-se também que a Ang-(1-7) é capaz 

de ativar a via de sinalização da bradicinina, além de potencializar o efeito 

deste peptídeo (Li e cols., 1997; Almeida e cols., 2000). Já foi demonstrado que 

a Ang-(1-7) não afeta a circulação coronariana em concentrações nanomolar e 

micromolar (van Esch e cols., 2008). Entretanto, resultados anteriores do nosso 

grupo de pesquisa demonstram que, em concentração menor (da ordem de 

picomolar), a Ang-(1-7) é capaz de reduzir a pressão de perfusão em corações 

isolados de camundongos (Castro e cols., 2005). 

 

1.3.3 Outros peptídeos do SRA 

Apesar de ainda haver muito o que se investigar, muitos estudos já 

mostram que outros peptídeos do SRA também são biologicamente ativos e 

possuem efeitos diversos, que são observados de várias formas. A pró-

Angiotensina 12, por exemplo, é capaz de causar potente constrição das 

artérias coronárias, observada na técnica de coração isolado, e ainda piorar a 

recuperação da função cardíaca após isquemia global (Prosser e cols., 2009). 

Os efeitos da Ang III e da Ang IV também foram avaliados em corações 

isolados de ratos, onde causaram diminuição dose-dependente do fluxo 

coronariano. Entretanto, seus efeitos foram menos potentes que o da Ang II. A 

Ang III foi capaz de causar vasodilatação via AT2 em concentrações menores 

que 1 nM (van Esch e cols., 2008). De acordo com este último achado, tanto 

Ang III quanto Ang-(3-4) apresentaram efeito hipotensor em ratos 

espontaneamente hipertensos quando administrados intravenosamente 

(Matsufuji e cols., 1995). Em contrapartida, foi observado que a Ang III, quando 

administrada intravenosamente por cinco dias em concentração 

suprafisiológica, causou hipertensão sustentada (Fink & Bruner, 1985). Yang e 

colaboradores relataram sobre a Ang IV, que este peptídeo induz resposta 

vasoconstritora dose-dependente pressórica e renal (Yang e cols., 2010).  

A Ang-(1-9), que pensava-se ser um peptídeo inativo, foi descrita como 

capaz de potencializar o efeito da bradicinina (Chen e cols., 2005) e, mais 

recentemente, como um peptídeo capaz de prevenir a hipertrofia cardíaca em 

um modelo de infarto (Ocaranza e cols., 2010). Paula e colaboradores, 
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estudando fragmentos da Ang-(1-7), observaram que assim como este 

peptídeo, Ang-(2-7) e Ang-(3-7) também potenciam o efeito hipotensor da 

bradicinina (Paula e cols., 1999). Além disso, microinjeções de Ang-(3-7) na 

medula ventrolateral rostral do bulbo (RVLM) de ratos anestesiados produzem 

aumento da pressão arterial média (Ferreira e cols., 2007b). Estudos com a 

Ang A mostraram que ela é capaz de induzir vasoconstrição dose-dependente 

pressórica e renal em ratos normotensos e em ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) (Yang e cols., 2011; Coutinho e cols., 2013). Mais 

recentemente, a Alamandina foi também descrita como sendo um peptídeo 

ativo, capaz de causar vasodilatação em anéis de aorta de ratos e 

camundongos, aumento da pressão arterial quando injetada na RVLM e 

redução da pressão quando injetada na medula ventrolateral caudal do bulbo, 

além de uma única dose de sua formulação oral produzir efeito anti-

hipertensivo duradouro em SHR.  

 

1.4 Enzimas Conversoras de Angiotensina 

A ECA e ECA2 são glicoproteínas transmembrana do tipo 1, que 

possuem um domínio amino-terminal extracelular e uma cauda intracelular 

curta (Lambert e cols., 2010). A ECA está presente em diversas espécies, 

localizada principalmente em células endoteliais, e age como uma zinco-

metaloprotease (Skeggs e cols., 1954a; Bader e cols., 2001). Esta enzima 

apresenta atividade dipeptidil carboxipeptidase, sendo responsável pela 

retirada de dois aminoácidos da extremidade carboxi-terminal dos seus 

substratos (Skeggs e cols., 1954b). Ela possui dois domínios catalíticos 

independentes, provavelmente resultantes de uma duplicação gênica (Soubrier 

e cols., 1988; Bernstein e cols., 2013).  

Camundongos deficientes em ECA, assim como animais deficientes em 

angiotensinogênio, renina e AT1, apresentam hipertensão, má formação dos 

rins e dificuldade em concentrar urina. Entretanto, além destes efeitos 

atribuídos a falta de Ang II, estes animais também apresentam infertilidade 

masculina e anemia, evidenciando que esta proteína pode ser importante por 

mais motivos que somente por sua atividade enzimática (Tanimoto e cols., 

1994; Kim e cols., 1995; Krege e cols., 1995; Niimura e cols., 1995; Esther e 
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cols., 1996; Tsuchida e cols., 1998; Takahashi e cols., 2005). A inibição dessa 

enzima e a dimerização de duas cadeias desta proteína desencadeiam uma 

cascata de sinalização, que podem causar com a fosforilação de uma cadeia 

pesada de miosina não muscular ou de uma serina em seu domínio 

citoplasmático, evidenciando que ela possui atividade não catalítica (Kohlstedt 

e cols., 2006a; Kohlstedt e cols., 2006b).  

A ECA2 também é uma zinco-metaloprotease associada à membrana. 

Entretanto, sua presença é predominante em células endoteliais do coração, 

dos rins e dos testículos (pode estar presente em outros locais, mais em 

pequenas quantidades). Sua atividade, também diferente da ECA, é de 

carboximonopeptidase, e só retira um aminoácido da extremidade carboxi-

terminal de seus substratos, além de esta enzima só possuir um sítio catalítico 

(Donoghue e cols., 2000a; Lambert e cols., 2010). Além da sua atividade 

enzimática, ECA2 pode interagir com receptores ß1 de integrina, estar, 

juntamente com colectrina, envolvida no transporte de aminoácidos nos rins e 

intestino e agir como receptor do vírus da SARS (Li e cols., 2003; Lin e cols., 

2004; Kuba e cols., 2010).  

A ECA2 possui aproximadamente 42% de homologia com o sítio 

catalítico da ECA, entretanto suas atividades e afinidades são bem diferentes. 

A ECA hidrolisa principalmente Ang I, com a decorrente formação de Ang II 

(Skeggs e cols., 1954b). Outro importante substrato da ECA é a bradicinina 

(Rieger e cols., 1993). Já a ECA2 é capaz de hidrolisar a Ang I com a formação 

de Ang-(1-9) e Ang II com a formação de Ang-(1-7), apesar da afinidade da 

ECA2 por Ang I ser baixa (Vickers e cols., 2002). Ang-(1-9), Ang-(1-7) e Ang-

(1-5) aparentemente não são substratos da ECA2. A Ang-(1-9) pode ser 

hidrolisada por ECA e formar Ang-(1-7) (Vickers e cols., 2002), apesar de esta 

não ser a principal via de formação deste peptídeo, e a Ang-(1-7) pode ainda 

ser clivada por ECA e dar origem a Ang-(1-5) (Velez e cols., 2012). As 

evidências experimentais apontam para uma complementaridade das funções 

da ECA e ECA2, em que o produto da hidrólise por uma enzima pode ser 

metabolizado pela outra. 
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A importância e a complexidade do SRA têm sido cada vez mais 

reconhecidas. Assim, avaliar a função e os mecanismos envolvidos na 

atividade de peptídeos menores e pouco estudados no sistema cardiovascular, 

bem como a formação desses peptídeos, é um importante passo para o melhor 

entendimento deste sistema. Descrever novos peptídeos biologicamente ativos 

do SRA pode mudar o paradigma de que peptídeos derivados da 

metabolização de peptídeos maiores como Ang II e Ang-(1-7) não são simples 

fragmentos inativos, mas sim podem ter grande importância na fisiopatologia 

do sistema cardiovascular e serem importantes alvos farmacológicos para 

futuras intervenções neste sistema.  
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3.1 Objetivo Geral 

Verificar a atividade biológica de peptídeos angiotensinérgicos que podem ser 
derivados da Ang-(1-7) no coração isolado de ratos, bem como investigar seus 
mecanismos de ação. 
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
3.2.1 Verificar a ação vascular direta da Ang-(1-7) e de peptídeos 
angiotensinérgicos menores [Ang-(1-5), Ang-(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2)] 
utilizando a técnica de coração isolado (Langendorff) com fluxo constante; 
 
3.2.2 Verificar o papel dos receptores AT1 e Mas e das enzimas ECA e ECA2 
nas ações da Ang-(1-7) em corações isolados de ratos com a utilização de 
bloqueadores e inibidores; 
 
3.2.3 Verificar o papel do receptor Mas e das enzimas ECA e NOS nas ações 
da Ang-(1-2) em corações isolados de ratos com a utilização de bloqueadores 
e inibidores; 
 
3.2.4 Verificar os efeitos dos peptídeos testados na função cardíaca de ratos 
utilizando a técnica de coração isolado; 
 
3.2.5 Verificar os efeitos da Ang-(1-2), menor peptídeo angiotensinérgico que 
mantém a extremidade amino-terminal conservada, na pressão arterial e na 
frequência cardíaca de ratos espontaneamente hipertensos e de ratos Wistar; 
 
3.2.6 Verificar a presença de componentes do SRA [Ang-(1-7), Mas, ECA e 
ECA2] em coronária de ratos pela técnica de imunohistoquímica. 
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4.1 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso corporal entre 200 e 

300g provenientes do Centro de Bioterismo do ICB/UFMG (CEBIO) e ratos da 

linhagem SHR com 16 semanas de idade provenientes do Biotério de Animais 

Transgênicos do Laboratório de Hipertensão do ICB/UFMG. Os animais foram 

mantidos em biotério com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 

horas antes dos experimentos e receberam ração e água ad libitum. Este 

projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CETEA) sob o protocolo de número 051/10. 

4.2 Peptídeos 

Ang II e Ang-(1-7) foram adquiridas da Bachem, Inc.. Ang-(1-5), Ang-(1-

4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) foram sintetizados pelo método Fmoc/t-butila de 

síntese manual em suporte sólido (Chan & White, 2000) no Laboratório de 

Venenos e Toxinas Animais, ICB/UFMG. Uma curva concentração-resposta 

para a Ang-(1-7) foi feita e a concentração em que se obteve a maior resposta 

foi utilizada para os demais experimentos. 

4.3 Drogas 

Os seguintes antagonistas e inibidores do SRA foram utilizados: i) A-

779, antagonista específico do receptor Mas (23 nM e 230 pM - Bachem, Inc.); 

ii) Losartan, antagonista específico do receptor AT1 (2 µM - Sigma-Aldrich, 

Inc.); iii) Captopril, inibidor da ECA (2, 5 µM - Sigma-Aldrich, Inc.); iv) Enalapril, 

inibidor da ECA (2 µM - Sigma-Aldrich, Inc.); v) DX600, inibidor da ECA2 (0,1 

nM - Phoenix Pharmaceuticals, Inc.) e vi) L-NAME, inibidor da oxido nítrico 

sintase (30mg/Kg - Merck Biosciences, AG). A L-arginina (Sigma-Aldrich, Inc.) 

foi utilizada na mesma concentração utilizada para os peptídeos. 
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4.4 Coração Isolado (Técnica de Langendorff) com Fluxo Constante 

Para análise da ação dos fragmentos angiotensinérgicos no leito 

coronariano de ratos, foi utilizada a técnica do coração isolado de Langendorff 

com fluxo constante (Ferreira e cols., 2007a; Skrzypiec-Spring e cols., 2007). 

4.4.1 O sistema de perfusão de Langendorff com fluxo constante 

O sistema de perfusão (Figura 3) era constituído por um tubo de vidro 

de aproximadamente 30 cm de altura, conectado em sua extremidade superior 

a uma bomba de infusão a qual promovia um fluxo retrógrado de solução 

nutridora constante às coronárias de 8 a 9 mL/min. Na extremidade inferior do 

tubo foram conectados um transdutor de pressão, capaz de medir a pressão de 

perfusão, e uma pequena cânula de aço inoxidável a qual o coração era fixado. 

Ao ápice do coração era ainda acoplado um transdutor de tensão para o 

monitoramento da função cardíaca com a utilização de um transdutor de 

tensão. Ambos os transdutores eram conectados a um sistema de aquisição de 

dados (Biopac System, Inc., Santa Barbara, CA, USA) ligado a um computador. 

O tubo de vidro era envolto por uma jaqueta de água em circulação aquecida a 

37±1 oC. A oxigenação da solução nutridora era feita diretamente em seu 

reservatório antes da perfusão dos corações com uma mistura carbogênica 

(95%O2 e 5% CO2). 
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Figura 3 – Esquema ilustrativo do sistema de perfusão de coração isolado 

(Langendorff) com fluxo constante. 

 

4.4.2 Preparo da solução de perfusão de Krebs-Ringer 

A solução nutridora utilizada foi a solução de Krebs-Ringer (SKR) cuja 

composição é: NaCl 118,40 mM; KCl 4,70 mM; KH2PO4 1,17 mM; MgSO4 1,17 

mM; CaCl2 2,50 mM; Dextrose anidra 1,65 mM e NaHCO3 26,30 mM. Para o 

preparo de dois litros desta solução foram utilizados 100 mL de uma solução 

estoque previamente preparada (NaCl 138,4g; KCl 7,0g; KH2PO4 3,2g; 

MgSO4.7H2O 5,8g; CaCl2.2H2O 7,4g; H2O 1000 mL), 4,2g de glicose, 4,4g de 

NaHCO3 e água deionizada até completar o volume. Depois de pronta, a 

solução foi filtrada (filtro EXPRESSTM 0.22 µm – Millipore e bomba a vácuo) e, 
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após a filtração, foi acrescida de albumina bovina (BSA) (200 ng/mL) para 

evitar a adsorção dos peptídeos no sistema.  

 

 

4.4.3 Protocolo de isolamento dos corações 

Todos os animais foram heparinizados (400 UI) intraperitonealmente, 10 

a 15 minutos antes do sacrifício por decapitação para a retirada dos corações. 

Após este período, a cavidade torácica era então exposta e o coração retirado 

juntamente com pulmões, timo, traqueia e segmentos da veia cava, artérias 

pulmonares e aorta. Posteriormente, o coração era colocado em uma placa de 

Petri contendo solução nutridora (SKR) oxigenada e gelada para remoção dos 

tecidos adjacentes ao coração. Desta forma, a integridade do tecido era 

preservada até o início da perfusão com solução nutridora. Após a secção do 

arco aórtico na altura de seu primeiro ponto de bifurcação (tronco 

braquicefálico), o segmento ascendente da aorta era introduzido na ponta de 

uma cânula de aço inoxidável e fixado com linha. A cânula era, então, acoplada 

ao sistema de perfusão.  

 

4.4.4 Protocolos experimentais 

Os experimentos tiveram duração de 60 minutos, sendo meia hora de 

estabilização dos corações e meia hora de registro após a adição dos 

peptídeos (ou L-arginina). Nos experimentos com inibidores e bloqueadores (A-

779, Losartan, Captopril, Enalapril e DX-600), as drogas foram adicionadas a 

solução no início da estabilização e suas concentrações foram mantidas 

constantes durante todo o experimento (Figura 4). No caso da utilização do L-

NAME, a droga foi administrada no rato intraperitonealmente aproximadamente 

uma hora antes do sacrifício dos animais (Figura 5). No grupo controle foi feita 

a adição do mesmo volume utilizado para a adição dos peptídeos de solução 

salina a SKR após a estabilização. Durante os experimentos, a pressão de 

perfusão e a função cardíaca foram registradas pelo sistema de aquisição de 

dados (Biopac System, Inc., Santa Barbara, CA, USA). Tanto a pressão de 

perfusão como os demais parâmetros foram analisados aproximadamente três 
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minutos após a adição dos peptídeos a solução. O valor basal correspondeu ao 

tempo 2 minutos antes da adição de peptídeos. 

 

Figura 4 – Protocolo experimental dos corações isolados com a utilização de 

inibidores e bloqueadores específicos do SRA. 

 

 

Figura 5 – Protocolo experimental dos corações isolados com a utilização do L-

NAME. 

 

4.5 Infusão Venosa de Ang-(1-2) e Registro dos Parâmetros 

Cardiovasculares em Ratos Wistar e Espontaneamente Hipertensos 

Acordados  

 Para possibilitar a avaliação da atividade da Ang-(1-2) nos parâmetros 

cardiovasculares de ratos Wistar e SHR acordados, foi feito o cateterismo da 

artéria femoral para o registro da pressão arterial e frequência cardíaca e da 

veia femoral para a administração do peptídeo. Para o registro do experimento, 

a cânula arterial foi conectada a um transdutor de pressão ligado a um 

amplificador e conversor analógico/digital (MP100 - AcqKnowledge III, Biopac 

System Inc., EUA. Figura 6). A frequência de amostragem utilizada foi de 

200Hz.  
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Figura 6 – Esquema ilustrativo do sistema de registro dos parâmetros 

cardiovasculares. 

 

4.5.1 Confecção das cânulas 

Para a confecção das cânulas foram utilizados tubos de polietileno PE50 

(CPL Produtos Médicos Ltda., Brasil) e PE10 (BD Intramedic, Clay Adams, 

EUA). As cânulas arteriais foram confeccionadas com 15 cm do tubo de 

polietileno PE50 soldado por aquecimento a 4 cm do tubo de polietileno PE10. 

As cânulas venosas, por sua vez, foram confeccionadas com 15 cm do tubo de 

polietileno PE50 soldado por aquecimento a 2 cm do tubo de polietileno PE10. 

As cânulas foram preenchidas com solução fisiológica (NaCl 0,9%) e a 

extremidade livre do PE50 foi ocluída com pino de metal. 

4.5.2 Procedimento cirúrgico 

A cateterização dos vasos foi realizada 24 horas antes da realização dos 

experimentos. Os animais foram anestesiados com solução de quetamina 10% 

e xilazina 2% (60:6 mg/kg, i.p.) e colocados em decúbito dorsal em uma mesa 

cirúrgica. As patas anteriores e posteriores foram imobilizadas e os pelos da 
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região inguinal esquerda retirados. Após assepsia da pele com álcool iodado, 

uma pequena incisão foi feita e a musculatura foi divulsionada para 

visualização e dissecção do feixe vásculo-nervoso femoral. A região proximal 

das cânulas (PE10) foi introduzida na aorta abdominal, via artéria femoral, para 

registro da pressão arterial, e na veia femoral, para administração de drogas. A 

seguir, as cânulas foram fixadas ao vaso no ponto de junção entre o PE10 e o 

PE50 com fios de sutura. Após a fixação das cânulas, as mesmas foram 

dirigidas via subcutânea, com auxílio de um trocater, para a cintura escapular, 

onde foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura. Ao final dos 

procedimentos cirúrgicos, os animai foram mantidos aquecidos até a completa 

recuperação da anestesia e, em seguida, colocados em caixas individuais com 

água e ração até o momento do registro.  

 

4.5.3 Protocolo experimental 

 Após a prévia calibração do equipamento, a pressão arterial pulsátil 

(PAP, mmHg), a pressão arterial média (PAM, mmHg) e a frequência cardíaca 

(FC, bpm) foram registradas. A PAM e a FC foram calculadas via software a 

partir dos valores da PAP. Após no mínimo 15 minutos de estabilização do 

experimento, uma injeção de solução salina (controle) foi feita através da 

cânula ligada a veia femoral. Aproximadamente 30 minutos após a injeção de 

salina foi feita a injeção de dose única de 20 nM da Ang-(1-2) em bolus de 0,1 

mL. O registro foi mantido por mais 30 minutos após a injeção de Ang-(1-2) 

(Figura 7). O valor basal foi estabelecido 2 minutos antes da primeira injeção e 

a análise do efeito da salina e da Ang-(1-2) foi feita de 2 em 2 minutos. 

 

Figura 7 – Protocolo experimental dos procedimentos cirúrgicos e registro dos 

parâmetros cardiovasculares em ratos acordados 
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4.6 Imunohistoquímica 

A técnica de imunohistoquímica foi utilizada para demonstrar a presença 

de componentes do SRA que possuem atividade ou participam da 

metabolização e da ação de peptídeos angiotensinérgicos nas coronárias. 

Corações de ratos Wistar foram removidos e fixados em Bouin 4% por 24 

horas. Após a fixação, os tecidos foram submetidos a etapas de desidratação 

induzida por concentrações crescentes de álcool etílico (70%, 80%, 90% e 

absoluto), diafanização em xilol, banho e inclusão em parafina de modo que o 

corte histológico fosse feito transversalmente à coronária descendente 

esquerda. 

A partir dos blocos de parafina foram realizados cortes histológicos 

seriados de 5 μm de espessura, que foram montados em lâminas previamente 

silanizadas. Os cortes foram, então, diafanizados e hidratados em álcool 100, 

95, 70, 50 e 25%. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase com 

H2O2 3% por 15 minutos, prosseguindo com o bloqueio de ligações 

inespecíficas através da solução de BSA (2%) + Tween 20 (0,1%) por uma 

hora em câmara úmida. Os anticorpos primários [anti-Ang-(1-7) (1:600) (Becker 

e cols., 2007), anti-ECA (1:200 - Abcam, Inc.), anti-ECA2 (1:500 – Gene Tex) e 

anti-Mas (1:50 - Alomone)] foram diluídos em uma solução de PBS + BSA 2% + 

Tween 20 0,1% e a incubação ocorreu em câmara úmida durante a noite a 4oC. 

No dia seguinte, os cortes foram incubados com o anticorpo secundário por 1 

hora. A amplificação do sinal foi realizada através da incubação com 

streptavidina-biotina-peroxidase do kit LSAB/DAKO. A revelação da marcação 

foi realizada através da diaminobenzidina (DAB) 0,025% e a contra-coloração 

com Hematoxilina de Harris. As lâminas foram, então, montadas com a 

utilização de lamínulas e Entelan, analisadas e fotografadas em microscópio 

óptico modelo Olympus BX 51 (Olympus, Inc., Irving, TX, USA) utilizando-se 

uma objetiva de 40X. Controles negativos foram obtidos pela substituição do 

anticorpo primário por 1% (p/v) de PBS-BSA. As imagens, quando necessário, 

foram tratadas com a utilização do programa Adobe Photoshop (Adobe 

Systems, Inc., San Jose, USA) para melhoras de contraste e brilho. 
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4.7 Análises Estatísticas 

A análise estatística foi realizada com a utilização do software Graph 

Pad Prism 5. O teste estatístico empregado para a comparação das médias de 

vários grupos contendo dados com distribuição paramétrica foi o One-Way 

ANOVA seguido do pós-teste de Neuman-Keuls. Quando estes dados não 

apresentaram distribuição paramétrica, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis 

seguido do pós-teste de Dunns. Para a comparação de dois grupos individuais 

foi empregado o teste t de Student não pareado ou teste de Mann-Whitney 

(para dados com distribuição paramétrica e não paramétrica, respectivamente).  

A comparação de dados correspondentes a duas medidas de um 

mesmo experimento (ex: situação basal e situação experimental) foram 

analisados com o teste t de Student pareado ou teste de Wilcoxon (para dados 

não paramétricos). O teste Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de 

Bonferroni foi utilizado na análise estatística de experimentos com duas 

variáveis, como grupo e tempo. Os resultados foram considerados significativos 

quando a probabilidade da ocorrência do erro do tipo 1 foi menor que 5% 

(p<0,05). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    V. RESULTADOS 



Resultados 

 

55 

 

5.1 Efeitos Vasculares da Angiotensina II no Leito Coronariano 

Como controle da nossa preparação de coração isolado com fluxo 

constante para constatação de alterações de pressão de perfusão, 

primeiramente avaliamos os efeitos da Ang II em duas concentrações distintas: 

42 nM e 42 pM. Na menor concentração, a Ang II causou redução na pressão 

de perfusão [controle: 1,13 ± 1,56 mmHg, n=6 e Ang II (42 pM): -23,35 ± 9,50 

mmHg, n=5 – Figura 8A], enquanto na maior concentração, a Ang II induziu 

aumento na pressão de perfusão [controle: 1,13 ± 1,56 mmHg, n=6 e Ang II (42 

nM): 11,43 ± 4,00 mmHg, n=4 – Figura 8B]. 
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Figura 8 – Efeitos vasculares da Ang II no leito coronariano. Alteração da pressão 

de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang II. (A) Ang II 42 pM e  (B) Ang 

II 42 nM. Os dados representam média ± EPM. *p<0,05 vs. grupo controle (Teste t de 

Student não pareado). 
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5.2 Efeitos Vasculares da Angiotensina-(1-7) no Leito Coronariano 

 Para avaliarmos os efeitos da Ang-(1-7) no leito coronariano, fizemos 

uma curva concentração-resposta para este peptídeo. A concentração de 42 

pM foi capaz de causar grande redução na pressão de perfusão [controle: 1,12 

± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-7) (4,2 pM): -1,35 ± 3,19 mmHg, n=4; Ang-(1-7) (42 

pM): -20,15 ± 5,14 mmHg, n=9; Ang-(1-7) (420 pM): 2,38 ± 0,58 mmHg, n=4; 

Ang-(1-7) (4,2 nM): 1,35 ± 0,55 mmHg, n=4 – Figura 9], demonstrando a 

capacidade deste peptídeo de causar vasodilatação neste leito coronariano.  
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Figura 9 – Curva concentração-resposta para Ang-(1-7) no leito coronariano. 

Alteração da pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-7) a 

4,2 pM; 42 pM; 420 pM e 4,2 nM. Os dados representam média ± EPM. *p<0,001 vs. 

todos os outros grupos (One-Way ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 

 

5.2.1 Papel de receptores e enzimas do SRA no efeito vascular da Ang-(1-7) 

 Para analisarmos os mecanismos envolvidos no efeito vasodilatador da 

Ang-(1-7), alguns bloqueadores e inibidores do SRA foram utilizados. O 

primeiro componente deste sistema avaliado foi o receptor Mas de Ang-(1-7). 

Para isto, utilizamos o antagonista específico do receptor Mas, A-779, em duas 

concentrações diferentes (23 nM e 230 pM). A 23 nM, o A-779 foi capaz de 

bloquear o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) no leito coronariano [controle: 1,12 

± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-7) (42 pM): -20,15 ± 5,14 mmHg, n=9; A-779 (23 
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nM): -11,21 ± 3,03 mmHg, n=5 e Ang-(1-7) + A-779 (23 nM) -1,81 ± 6,94 

mmHg, n=5 – Figura 10A], assim como a 230 pM [controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, 

n=6; Ang-(1-7) (42 pM): -20,15 ± 5,14 mmHg, n=9; A-779 (230 pM): -5,30 ± 

2,22 mmHg, n=5 e Ang-(1-7) + A-779 (230 pM) -0,55 ± 0,51 mmHg, n=5 – 

Figura 10B]. 
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Figura 10 – Papel do receptor Mas no efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Alteração 
da pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-7) + A-779. (A) 
Ang-(1-7) + A-779 (23 nM). Os dados representam média ± EPM. *p<0,05 vs. grupo 
controle e #p<0,05 vs. Ang-(1-7) + A-779. (B) Ang-(1-7) + A-779 (230 pM). Os dados 
representam média ± EPM. *p<0,001 vs. todos os outros grupos. One-Way ANOVA 
seguido do pós-teste de Newman-Keuls. 

 

 Em seguida, avaliamos o papel do receptor AT1 de Ang II no efeito 

vasodilatador da Ang-(1-7) no leito coronariano. A perfusão de Losartan 

(antagonista específico do receptor AT1 - 2 µM) juntamente com Ang-(1-7) não 

alterou o efeito deste peptídeo [controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-7) (42 

pM): -20,15 ± 5,14 mmHg, n=9; Losartan (2 µM): 2,02 ± 2,37 mmHg, n=4; Ang-

(1-7) + Losartan: -18,91 ± 6,44 mmHg, n=6 – Figura 11], indicando que não há 
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participação do receptor AT1 no efeito vasodilatador da Ang-(1-7) no leito 

coronariano. 
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Figura 11 – Papel do receptor AT1 no efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Alteração 

da pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-7) + Losartan 

(2 µM). Os dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. grupo controle (One-Way 

ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 

 

 Finalmente, o papel das enzimas ECA e ECA2 no efeito vasodilatador da 

Ang-(1-7) no leito coronariano foi avaliado. Primeiramente, a perfusão de 

corações isolados com Captopril (inibidor específico da ECA – 2,5 µM) 

juntamente com Ang-(1-7) foi capaz de bloquear o efeito vasodilatador deste 

peptídeo [controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-7) (42 pM): -20,15 ± 5,14 

mmHg, n=9; Captopril (2,5 µM): 1,03 ± 2,39 mmHg, n=4; Ang-(1-7) + Captopril: 

-7,47 ± 1,92 mmHg, n=8 – Figura 12A]. Para confirmar este dado, utilizamos 

outro inibidor específico da ECA (enalapril - 2 μM). Assim como o captopril, o 

enalapril também foi capaz de bloquear o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) 

[controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-7) (42 pM): -20,15 ± 5,14 mmHg, n=9 

e Ang-(1-7) + enalapril: -3,69 ± 4,85 mmHg, n=4, Figura 12B]. 
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Figura 12 – Papel da ECA no efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Alteração da 
pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-7) + Captopril (2,5 
µM - A) e com Ang-(1-7) + Enalapril (2,0 µM - B). Os dados representam média ± 
EPM. *p<0,01 vs. todos os outros grupos (One-Way ANOVA seguido do pós-teste de 
Newman-Keuls). 

 

Para a avaliação do papel da ECA2 utilizamos o DX-600 (inibidor 

específico da ECA2 – 0,1 nM). O DX-600, perfundido juntamente com Ang-(1-

7), também foi capaz de bloquear o efeito deste peptídeo [controle: 1,12 ± 1,56 

mmHg, n=6; Ang-(1-7) (42 pM): -20,15 ± 5,14 mmHg, n=9; DX-600 (0,1 nM): -

9,81 ± 5,13 mmHg, n=4; Ang-(1-7) + DX-600: 6,82 ± 3,16 mmHg, n=4 – Figura 

13]. Em conjunto, estes dados demonstram que tanto ECA quanto ECA2 

possuem um papel importante na vasodilatação desencadeada pela Ang-(1-7) 

no leito coronariano.  
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Figura 13 – Papel da ECA2 no efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Alteração da 

pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-7) + DX-600 (0,1 

nM). Os dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. controle e #p<0,01 vs. Ang-(1-

7) + DX-600 (One-Way ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 

 

5.3 Efeitos Vasculares de Fragmentos Angiotensinérgicos Menores no 

Leito Coronariano 

O fato de a inibição das enzimas ECA e ECA2 ter bloqueado o efeito 

vasodilatador da Ang-(1-7) no leito coronariano de ratos Wistar sugere que 

fragmentos menores derivados da clivagem da Ang-(1-7) por estas enzimas 

podem estar envolvidos no efeito vascular observado com a perfusão da Ang-

(1-7). Desta forma, na próxima etapa deste estudo avaliamos os efeitos de 

Ang-(1-5), Ang-(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) no leito coronariano de ratos.  

 

5.3.1 Efeito vascular da Angiotensina-(1-5)  

O primeiro peptídeo avaliado foi a Ang-(1-5). Confirmando estudos 

anteriores que descrevem a Ang-(1-5) como um peptídeo inativo, a perfusão de 

Ang-(1-5) (42 pM) não promoveu mudanças na pressão de perfusão [controle: 

1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-5) (42 pM): -1,92 ± 1,49 mmHg, n=4 – Figura 

14]. 

 



Resultados 

 

61 

 

-30

-20

-10

0

10

Controle

Ang-(1-5)


 P

re
s

s
ã

o
 d

e
 P

e
rf

u
s

ã
o

 (
m

m
H

g
)

 

Figura 14– Efeito vascular da Ang-(1-5) no leito coronariano. Ausência de 

alteração da pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-5) 

(42 pM). Os dados representam média ± EPM. Teste t de Student não pareado. 

 

5.3.2 Efeito vascular da Angiotensina-(1-4)  

O segundo peptídeo avaliado foi a Ang-(1-4). A perfusão de Ang-(1-4) 

(42 pM) promoveu redução na pressão de perfusão [controle: 1,12 ± 1,56 

mmHg, n=6; Ang-(1-4) (42 pM): -12,81 ± 4,07 mmHg, n=5 – Figura 15], 

indicando que este peptídeo, assim como a Ang-(1-7), induz vasodilatação no 

leito coronariano. 
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Figura 15 – Efeito vasodilatador da Ang-(1-4) no leito coronariano. Alteração da 

pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-4) (42 pM). Os 

dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. grupo controle (teste t de Student não 

pareado).  
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5.3.3 Efeito vascular da Angiotensina-(1-3)  

Em seguida, a Ang-(1-3) foi avaliada. A perfusão de corações isolados 

com Ang-(1-3) (42 pM) também promoveu diminuição na pressão de perfusão 

[controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-3) (42 pM): -8,47 ± 2,35 mmHg, n=6 

– Figura 16]. 

-30

-20

-10

0

10

Controle

Ang-(1-3)

*


 P

re
s

s
ã

o
 d

e
 P

e
rf

u
s

ã
o

(m
m

H
g

)

 

Figura 16 – Efeito vasodilatador da Ang-(1-3) no leito coronariano. Alteração da 

pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-3) (42 pM). Os 

dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. grupo controle (teste t de Student não 

pareado).  

 

5.3.4 Efeito vascular da Angiotensina-(1-2)  

Por último, avaliamos o efeito da Ang-(1-2) (42 pM) no leito coronariano 

de ratos. A perfusão de corações isolados com este peptídeo também 

promoveu redução na pressão de perfusão [controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; 

Ang-(1-2) (42 pM): -17,27 ± 4,75 mmHg, n=6 – Figura 17]. 
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Figura 17 – Efeito vasodilatador da Ang-(1-2) no leito coronariano. Alteração da 

pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-2) (42 pM). Os 

dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. grupo controle (teste de Mann-Whitney). 

 

Como a Ang-(1-2) é o menor peptídeo com a extremidade amino-

terminal conservada possível de se obter a partir da Ang-(1-7), além de ter 

apresentado o resultado mais próximo ao deste peptídeo, avaliamos alguns 

mecanismos pelos quais este fragmento induz seu efeito vasodilatador no leito 

coronariano de ratos Wistar.  

 

5.4.3.1 Papel de receptores e enzimas no efeito vascular da Ang-(1-2) 

Primeiramente avaliamos o efeito da perfusão de L-arginina (42 pM) no 

coração isolado. A L-arginina é um aminoácido que apresenta atividade 

vasodilatadora confirmada e está presente na estrutura dipeptídica da Ang-(1-

2). Este aminoácido, entretanto, não foi capaz de causar variações na pressão 

de perfusão [controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-2) (42 pM): -17,27 ± 4,75 

mmHg, n=6; L-Arginina (42 pM): -1,58 ± 1,62 mmHg, n=7 – Figura 18]. Deste 

modo, descartamos a possibilidade de o efeito da Ang-(1-2) ser devido 

somente ao efeito vasodilatador de um de seus aminoácidos isoladamente.  
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Figura 18 – Efeito vascular da L-Arginina no leito coronariano. Ausência de 

alteração da pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com L-Arginina 

(42 pM). Os dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. todos os outros grupos 

(teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunns). 

  

A perfusão de A-779 (23 nM) juntamente com Ang-(1-2) foi capaz de 

reduzir o efeito vasodilatador deste peptídeo [controle: 1,12 ± 1,56 mmHg, n=6; 

Ang-(1-2) (42 pM): -17,27 ± 4,75 mmHg, n=6; A-779 (23 nM): -11,21 ± 3,03 

mmHg, n=5; Ang-(1-2) + A-779 (23 nM): -8,78 ± 3,64 mmHg, n=7 – Figura 19]. 
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Figura 19 – Papel do receptor Mas no efeito vasodilatador da Ang-(1-2). Alteração 

da pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-2) + A-779 (23 

nM). Os dados representam média ± EPM. *p<0,05 vs. grupo controle (teste de 

Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunns). 
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 A participação da ECA também foi avaliada no efeito vasodilatador da 

Ang-(1-2). A perfusão de corações isolados com Captopril (inibidor específico 

da ECA – 2,5 µM) juntamente com Ang-(1-2) também foi capaz de bloquear 

parcialmente o efeito vasodilatador deste peptídeo [controle: 1,12 ± 1,56 

mmHg, n=6; Ang-(1-2) (42 pM): -17,27 ± 4,75 mmHg, n=6; Captopril (2,5 µM): 

1,03 ± 2,39 mmHg, n=4; Ang-(1-2) + Captopril: -0,98 ± 4,59 mmHg, n=8 – 

Figura 20]. 
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Figura 20 – Papel da ECA no efeito vasodilatador da Ang-(1-2). Alteração da 

pressão de perfusão em corações isolados perfundidos com Ang-(1-2) + Captopril (2,5 

µM). Os dados representam média ± EPM. *p<0,001 vs. grupo controle e #p<0,001 vs. 

Captopril (teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunns). 

 

 Além de alguns componentes do SRA, avaliamos também a participação 

da NOS e a importância da produção de NO para a vasodilatação 

desencadeada pela Ang-(1-2). A administração de L-NAME (inibidor da enzima 

óxido nítrico sintase, 30mg/kg – i.p.) 30 minutos antes do sacrifício foi capaz de 

bloquear completamente o efeito vasodilatador da Ang-(1-2) [controle: 1,12 ± 

1,56 mmHg, n=6; Ang-(1-2) (42 pM): -17,27 ± 4,75 mmHg, n=6; Ang-(1-2) + L-

NAME: -0,86 ± 1,66 mmHg, n=5 – Figura 21]. 
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Figura 21 – Papel da NOS no efeito vasodilatador da Ang-(1-2). Ausência de 

alteração da pressão de perfusão em corações isolados após a administração de L-

NAME e perfundidos com Ang-(1-2). Os dados representam média ± EPM. *p<0,01 vs. 

todos os outros grupos (teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunns). 

 

5.4 Efeitos dos Peptídeos Angiotensinérgicos na Função Cardíaca 

 A partir dos registros de coração isolado com a perfusão dos diferentes 

peptídeos, analisamos também o efeito da perfusão destes nos parâmetros 

cardíacos. Foram analisados tensão sistólica (TS), tensão diastólica (TD), dT/dt 

positiva e negativa (índice de contração e relaxamento, respectivamente) e 

frequência cardíaca(FC) comparando-se os valores basais aos valores após a 

adição dos peptídeos. 

 

5.4.1 Efeitos de Ang-(1-7), Ang-(1-5), Ang-(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) na 

função cardíaca 

 Como observado na Tabela 1, a Ang-(1-7), assim como a Ang-(1-4), 

promoveu redução da TS e aumento da TD nos corações isolados. Ang-(1-3) e 

Ang-(1-2) não provocaram alterações significativas na TD, mas também 

causaram redução da TS. Além disso, Ang-(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) 

promoveram redução nos valores de dT/dt positiva e negativa. Nenhum 

peptídeo causou alterações na FC. A perfusão de Ang-(1-5) não causou 

alterações em nenhum destes parâmetros. 
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Parâmetros 
Controle Ang-(1-7) Ang-(1-5) Ang-(1-4) Ang-(1-3) Ang-(1-2) 

Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. 

Tensão 
Sistólica 

(g) 

9,70  
± 

1,03 

9,43 
± 

1,18 

11,46 
± 

1,90 

8,65 
± 

1,05* 

6,91 
± 

1,34 

6,51 
± 

1,22 

10,47 
± 

1,19 

8,31 
± 

1,06** 

9,85 
± 

0,74 

8,17 
± 

0,74** 

10,40 
± 

1,32 

9,44 
± 

1,41* 

Tensão 
Diastólica 

(g) 

0,87 
± 

0,03 

0,92 
± 

0,01 

0,83 
± 

0,02 

1,02 
± 

0,06** 

0,94 
± 

0,02 

0,95 
± 

0,03 

0,86 
± 

0,02 

0,99 
± 

0,03* 

0,93 
± 

0,01 

0,98 
± 

0,02 

0,85 
± 

0,03 

1,069 
± 

0,10 

dT/dt      
positiva 
(g/min) 

143,90 
± 

14,40 

138,80 
± 

15,70 

196,90 
± 

32,43 

156,60 
± 

17,11 

97,34 
± 

24,21 

92,43 
± 

21,64 

154,10 
± 

20,13 

124,8 
± 

17,66* 

132,50 
± 

9,95 

115,20 
± 

10,52* 

153,90 
± 

23,85 

136,40 
± 

24,52* 

dT/dt 
negativa 
(g/min) 

114,90 
± 

17,17 

109,00 
± 

15,50 

188,50 
± 

32,04 

136,10 
± 

14,41 

100,10 
± 

17,57 

95,78 
± 

16,22 

135,20 
± 

14,28 

88,72 
± 

13,81** 

112,10 
± 

10,43 

83,06 
± 

6,64* 

140,50 
± 

23,84 

118,30 
± 

25,63* 

Frequência 
Cradíaca 

(bpm) 

200,90 
± 

9,08 

197,90 
± 

14,17 

216,30 
± 

7,29 

209,40 
± 

5,75 

228,10 
± 

7,78 

232,00 
± 

11,21 

207,60 
± 

10,88 

194,50 
± 

10,32 

191,20 
± 

7,38 

193,70 
± 

9,78 

207,40 
± 

12,21 

206,00 
± 

11,89 

 

Tabela 1 – Alterações nos parâmetros cardíacos decorrentes da perfusão de peptídeos no coração isolado. Alterações de tensão 

sistólica, tensão diastólica, dT/dt positiva e negativa e frequência cardíaca de corações isolados após a perfusão de Ang-(1-7) (n=9), Ang-(1-5) 

(n=4), Ang-(1-4) (n=6), Ang-(1-3) (n=6) e Ang-(1-2) (n=6). Os dados representam média ± EPM. *p<0,05 vs. Basal, e **p<0,01 vs. Basal (Teste 

T de Student ou teste de Wilcoxon pareados). 
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O próximo passo foi, então, avaliar se os inibidores e antagonistas 

utilizados para a investigação dos mecanismos de ação da Ang-(1-7) e Ang-(1-

2) foram capazes de inibir os efeitos na função cardíaca produzidos por estes 

peptídeos. 

 

5.4.2 Participação de Mas, ECA e ECA2 nas alterações promovidas pela Ang-

(1-7) na função cardíaca. 

 Tanto o bloqueio do Mas, como a inibição da ECA2 foram capazes de 

prevenir os efeitos na função cardíaca produzidos pela perfusão de Ang-(1-7) 

(Tabela 2). As perfusões de captopril e de enalapril juntamente com Ang-(1-7) 

não foram capazes de prevenir a redução na tensão sistólica promovida por 

Ang-(1-7) além de o enalapril também não prevenir o aumento da tensão 

diastólica, apesar de a inibição da ECA ter sido capaz de bloquear totalmente o 

efeito vascular da Ang-(1-7). 

 

5.4.3 Participação de Mas, ECA e NOS nas alterações promovidas pela Ang-

(1-2) na função cardíaca 

 A inibição da NOS com L-NAME foi capaz de prevenir todas as 

alterações provocadas pela perfusão de Ang-(1-2) (Tabela 3). A perfusão de 

captopril juntamente com a Ang-(1-2) bloqueou somente a variação na dT/dt 

positiva. A perfusão do A-779 juntamente com Ang-(1-2) não alterou os efeitos 

deste peptídeo. 
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Parâmetros 
Ang-(1-7) Ang-(1-7) + A-779 

Ang-(1-7) + 
Captopril 

Ang-(1-7) + 
Enalapril 

Ang-(1-7) + DX-600 

Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. 

Tensão 
Sistólica 

(g) 

11,46 
± 

1,90 

8,65 
± 

1,05* 

10,17 
± 

0,77 

9,08 
± 

1,39 

9,45 
± 

0,48 

8,15 
± 

0,40** 

13,21 
± 

1,64 

8,84 
± 

0,74* 

12,85 
± 

0,38 

12,33 
± 

0,31 

Tensão 
Diastólica 

(g) 

0,83 
± 

0,02 

1,02 
± 

0,06** 

0,87 
± 

0,03 

1,08 
± 

0,09 

0,89 
± 

0,04 

1,48 
± 

0,52 

0,85 
± 

0,01 

1,00 
± 

1,01* 

0,89 
± 

0,03 

0,78 
± 

0,07 

 

Tabela 2 – Efeitos do bloqueio do receptor Mas e da inibição de ECA e ECA2 nas alterações provocadas pela perfusão de Ang-(1-7) 

na função cardíaca. Alterações na tensão sistólica e tensão diastólica de corações isolados após a perfusão de Ang-(1-7) (n=9), Ang-(1-7) + 

A-779 (n=5), Ang-(1-7) + Captopril (n=8), Ang-(1-7) + Enalapril (n=5) e Ang-(1-7) + DX-600 (n=4). Os dados representam média ± EPM. 

**p<0,01 vs. Basal (Teste T de Student ou teste de Wilcoxon pareados). 
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Parâmetros 
Ang-(1-2) Ang-(1-2) + A-779 Ang-(1-2) + Captopril Ang-(1-2) + L-NAME 

Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. Basal Exp. 

Tensão 
Sistólica 

(g) 

10,40 
± 

1,32 

9,44 
± 

1,41* 

8,54 
± 

0,68 

6,37 
± 

0,66* 

8,73 
± 

0,63 

7,76 
± 

0,55* 

7,35 
± 

2,28 

7,09 
± 

2,14 

dT/dt      
positivo 
(g/min) 

153,90 
± 

23,85 

136,40 
± 

24,52* 

142,90 
± 

18,37 

110,60 
± 

21,12* 

123,80 
± 

9,80 

112,60 
± 

7,74 

117,20 
± 

40,71 

112,60 
± 

38,10 

dT/dt      
negativo 
(g/min) 

140,50 
± 

23,84 

118,30 
± 

25,63* 

130,30 
± 

15,11 

88,00 
± 

18,20* 

109,50 
± 

11,76 

90,90 
± 

10,05* 

98,16 
± 

33,62 

95,49 
± 

32,46 

 

Tabela 3 – Efeitos do bloqueio do receptor Mas e da inibição de ECA e NOS nas alterações provocadas pela perfusão de Ang-(1-2) na 

função cardíaca. Alterações de tensão sistólica e dT/dt positiva e negativa em corações isolados após a perfusão de Ang-(1-2) (n=6), Ang-(1-

2) + A-779 (n=4), Ang-(1-2) + Captopril (n=8) e Ang-(1-2) + L-NAME (n=5). Os dados representam média ± EPM. *p<0,05 vs. Basal (Teste T de 

Student ou teste de Wilcoxon pareados). 
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5.5 Efeitos da Infusão de Ang-(1-2) na Pressão Arterial e Frequência 

Cardíaca de Ratos Wistar e SHR Acordados 

 

5.5.1 Ratos Wistar. 

 Em ratos Wistar, a infusão de Ang-(1-2) causou pequena alteração na 

PAM, que não foi estatisticamente significante em relação ao controle (Figura 

22).  
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Figura 22 – Efeito da infusão de Ang-(1-2) na pressão arterial média de ratos 

Wistar acordados. Ausência de alteração na PAM em função do tempo em ratos 

Wistar acordados após a infusão de Ang-(1-2). Os dados representam média ± EPM. 

(Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

A infusão deste peptídeo também não causou alteração significativa na 

FC dos ratos Wistar (Figura 23). Os valores basais de FC e PAM se encontram 

na Tabela 4. 
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Figura 23 – Efeito da infusão de Ang-(1-2) na frequência cardíaca de ratos Wistar 

acordados. Ausência de alteração na FC em função do tempo em ratos Wistar 

acordados após a infusão de Ang-(1-2). Os dados representam média ± EPM (Two-

Way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

5.5.2 Ratos espontaneamente hipertensos.  

 Em ratos SHR, a perfusão de Ang-(1-2) causou redução significativa na 

PAM, que perdurou pelo restante do experimento (30 min).  
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Figura 24 – Efeito hipotensor da infusão de Ang-(1-2) em ratos espontaneamente 

hipertensos acordados. Alteração na PAM em função do tempo em ratos SHR 

acordados após a infusão de Ang-(1-2). Os dados representam média ± EPM. *p<0,01 

vs. salina (Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 
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A FC dos ratos SHR, assim como nos ratos Wistar, não foi alterada pela 

infusão de Ang-(1-2). Os valores basais de FC e PAM se encontram na Tabela 

4.   
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Figura 25 – Efeito da infusão de Ang-(1-2) na frequência cardíaca de ratos 

espontaneamente hipertensos acordados. Ausência de alteração na FC em função 

do tempo em ratos Wistar acordados após a infusão de Ang-(1-2). Os dados 

representam média ± EPM. (Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

 

 
 

Ratos Wistar 
Ratos 

Espontaneamente  
Hipertensos 

Pressão 
Arterial Média  

(mmHg) 
101,8 ± 2,6 151,4 ± 3,7 

Frequência 
Cardíaca  

(bpm) 
336,3 ± 8,1 329,6 ± 20,9 

 

Tabela 4 – Valores basais de pressão arterial média e frequência cardíaca de 

ratos Wistar e espontaneamente hipertensos. Os dados representam média ± EPM.  

 

5.6 Imunohistoquímica 

 A Imunohistoquímica evidenciou a presença de Ang-(1-7) e do receptor 

Mas (Figura 26) em coronárias de ratos Wistar, o que corrobora com a 

importância e atividade destes componentes no leito coronariano. 
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Figura 26- Expressão de Ang-(1-7) e Mas em coronárias de ratos. (A) Ang-(1-7) e 

(B) receptor Mas. Insertos representam controles negativos obtidos com a omissão do 

anticorpo primário no procedimento de incubação. Setas: Imunomarcação positiva. 

 

 ECA e ECA2 também foram identificadas pela técnica de 

imunohistoquímica em coronárias de ratos (Figura 27), colaborando com a 

possibilidade da participação destas enzimas na metabolização e na atividade 

de peptídeos angiotensinérgicos neste leito. 

 

Figura 27- Expressão de ECA e ECA2 em coronárias de ratos. (A) ECA e (B) 

ECA2. Insertos representam controles negativos obtidos com a omissão do anticorpo 

primário no procedimento de incubação. Setas: Imunomarcação positiva. 
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Desde a sua descoberta, a Ang-(1-7) se tornou foco de diversos estudos 

nas áreas de fisiologia e fisiopatologia cardiovascular (Santos & Campagnole-

Santos, 1994; Ferrario e cols., 1998). Já foi demonstrado que as ações 

vasculares da Ang-(1-7) são dependentes do leito e da concentração testadas 

(Santos e cols., 2000). Nesse aspecto, Neves e colaboradores demonstraram 

que em concentrações altas (maiores que 25 nM) a Ang-(1-7) é capaz de 

induzir em ratos redução do fluxo coronariano em corações isolados mantidos 

a pressão constante (Neves e cols., 1997), o que indica uma atividade 

vasoconstritora. Em contrapartida, o presente estudo demonstrou com uma 

técnica semelhante (coração isolado com fluxo constante), efetiva redução na 

pressão de perfusão de corações perfundidos com Ang-(1-7) em baixa 

concentração (42 pM). Esta redução na pressão de perfusão é um reflexo da 

atividade vasodilatadora direta deste peptídeo no leito coronariano.  

Nos túbulos proximais, este efeito concentração-dependente da Ang-(1-

7) é atribuído à ação bifásica deste peptídeo na bomba Na+/H+, assim como o 

apresentado pela Ang II. Ang-(1-7) estimula esta bomba em concentrações das 

ordens pico e nanomolar e inibe em concentrações da ordem micromolar ou 

maiores. No leito coronariano, a Ang II causa um efeito bifásico causando 

vasodilatação a 42 pM e vasoconstrição a 42 nM, como verificamos neste 

estudo. Possíveis fatores relacionados ao efeito vasodilatador da Ang II 

incluem: i) ligação da Ang II em receptores AT1 presentes no endotélio 

vascular, induzindo a liberação de fatores relaxantes (Boulanger e cols., 1995) 

e ii) ligação em receptores do tipo AT2 (Toda & Miyazaki, 1981; Oliveira-Souza 

& De Mello-Aires, 2000; Katada & Majima, 2002; Musa-Aziz e cols., 2005; 

Castelo-Branco e cols., 2013).  

Apesar da existência de diversos estudos avaliando os efeitos da Ang-

(1-7) no coração (Neves e cols., 1997; Almeida e cols., 2000; Ferreira e cols., 

2001; Loot e cols., 2002), seu efeito vasodilatador direto no leito coronariano de 

ratos ainda não foi descrito, provavelmente pela particularidade da dose ou por 

diferenças na técnica utilizada. A maioria destes estudos utilizou a técnica de 

Langendorff com pressão constante. Entretanto, a técnica de Langendorff com 

fluxo constante é muito mais sensível a mudanças no diâmetro dos vasos 

coronarianos, o que nos possibilitou a detecção de pequenas mudanças na 

pressão de perfusão, tanto com a utilização de Ang-(1-7) como de outros 
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peptídeos. É ainda importante mencionar que, indicações da propriedade 

vasodilatadora da Ang-(1-7) já haviam sido descritas em estudos que utilizaram 

anéis de artérias coronárias de cães (Brosnihan e cols., 1996) e porcos (Porsti 

e cols., 1994; Gorelik e cols., 1998).  

Além do efeito na pressão de perfusão, a perfusão de Ang-(1-7) também 

causou redução na tensão sistólica e aumento da tensão diastólica nos 

corações isolados de ratos. A propriedade cardioprotetora da Ang-(1-7) já foi 

extensamente relatada. Entretanto, nossos resultados contrariam estes 

achados e demonstram redução da função contrátil do coração após a 

perfusão de Ang-(1-7). A técnica de coração isolado com fluxo constante não é 

a mais adequada para o estudo da função cardíaca, ao contrário do que 

acontece para o estudo da vasculatura do leito coronariano, já que o fluxo 

determinado pela técnica impõe um trabalho ao coração. Este pode ser um dos 

motivos pelo qual nossos resultados diferem da literatura. 

Corroborando com a literatura (Santos e cols., 2003), o efeito 

vasodilatador da Ang-(1-7) no leito coronariano foi dependente da ativação do 

receptor Mas, já que a utilização de um antagonista seletivo deste receptor foi 

capaz de bloquear totalmente o efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Além disso, é 

tentador especular que, além da ativação do Mas, a vasodilatação causada 

pela Ang-(1-7) também envolve a liberação de NO e prostaglandinas. A 

participação desses fatores já foi extensivamente relatada na cascata de 

sinalização que sucede a ativação do receptor Mas (Porsti e cols., 1994; 

Brosnihan e cols., 1996; Gorelik e cols., 1998; Almeida e cols., 2000; Ferreira e 

cols., 2001; Ferreira e cols., 2002; Sampaio e cols., 2007b). Entretanto, a 

produção de NO e prostaglandinas desencadeada pela Ang-(1-7) no leito 

coronariano deve ser confirmada em futuros estudos com a utilização de L-

NAME e indometacina, respectivamente. Além disso, a presença da Ang-(1-7) 

e do Mas nas coronárias fornecem evidências morfológicas para a importância 

fisiológica desta interação neste leito. 

É importante ainda citar que, atualmente, não é possível excluir ações 

indiretas adicionais da Ang-(1-7), como a potenciação do efeito vasodilatador 

da bradicinina endógena (Paula e cols., 1999; Almeida e cols., 2000) e a 

oposição da ação vasoconstritora da Ang II (Roks e cols., 1999; Stegbauer e 

cols., 2004). A utilização do antagonista do receptor AT1 (Losartan) confirmou 
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que este receptor não tem nenhum papel na ação vasodilatadora da Ang-(1-7), 

como já demonstrado por diversos estudos, já que a ativação do AT1 por Ang-

(1-7) só ocorre se este peptídeo estiver presente em grandes concentrações 

(Brosnihan e cols., 1996). O A-779 também foi capaz de bloquear os efeitos da 

Ang-(1-7) na função cardíaca (aumento da TS e redução da TD), 

demonstrando que estes efeitos também são mediados pelo Mas. 

O bloqueio do efeito da Ang-(1-7), tanto pela perfusão com os inibidores 

da ECA (captopril e enalapril) quanto pela perfusão com o inibidor da ECA2 

(DX600), indica que as duas enzimas participam do efeito vasodilatador deste 

peptídeo. A participação destas enzimas sugere que este efeito não se deve 

somente à ligação da Ang-(1-7) ao Mas. A metabolização da Ang-(1-7), e 

consequente formação de outros peptídeos vasoativos, também pode ser uma 

importante via para seu efeito vasodilatador, apesar de a participação de ECA 

e ECA2 não ser, necessariamente, de forma hidrolítica, podendo se dar 

também com a interação dessas enzimas com receptores, por exemplo. A 

demonstração da presença da ECA e ECA2 nas coronárias pela 

imunohistoquímica reforça essa possibilidade. 

A inibição da ECA pelo captopril e da ECA2 pelo DX-600 também 

bloquearam o efeito da Ang-(1-7) na TD, enquanto somente DX-600 foi capaz 

de bloquear o efeito na TS. O captopril não foi capaz de bloquear o efeito da 

Ang-(1-7) na TS, enquanto o enalapril não bloqueou o efeito nem na TS nem 

na TD. Esses dados mais uma vez indicam a participação da ECA e da ECA2 

nos efeitos cardíacos da Ang-(1-7). 

Muitos estudos relatam interações entre Ang-(1-7) e as enzimas ECA e 

ECA2. Ang-(1-7) é tanto um substrato quanto um inibidor da ECA, dependendo 

da quantidade de peptídeo e do domínio em que ele se liga (Deddish e cols., 

1998; Tom e cols., 2001). Já foi demonstrada a participação da ECA na 

potenciação do efeito vasodilatador da bradicinina por Ang-(1-7) (Li e cols., 

1997; Tom e cols., 2001), provavelmente de forma não hidrolítica, além de a 

Ang-(1-7) favorecer o crosstalk entre ECA e o receptor B2 (Erdos e cols., 2002). 

A observação de que o A-779 reverte a potenciação da bradicinina induzida por 

enalapril ou enalaprilato em microvasos mesentéricos (Fernandes & Sa-

Correia, 2001) e atenua a resposta hipotensiva a bradicinina em ratos tratados 

com captopril (Maia e cols., 2004) indica que a Ang-(1-7) está envolvida nos 



    Discussão 

79 

 

efeitos da bradicinina relacionados a inibidores de ECA. Como já mencionado, 

a ECA2 também possui atividades não hidrolíticas comprovadas (Li e cols., 

2003; Lin e cols., 2004; Kuba e cols., 2010) e, portanto, a interação não 

hidrolítica entre essas enzimas e peptídeos e receptores do SRA não pode ser 

descartada.  

Em corações isolados de ratos, a passagem da Ang I uma única vez 

pelo coração resulta na formação de diversos peptídeos angiotensinérgicos 

menores (Neves e cols., 1995). Este fato, juntamente com a demonstração de 

um SRA local, corrobora para a hipótese de que peptídeos do SRA podem ser 

metabolizados no coração. O nosso estudo não é o primeiro a demonstrar a 

participação de metabólitos de um determinado peptídeo contribuindo para a 

ação deste peptídeo (Schiffers e cols., 1991; Matsufuji e cols., 1995). No caso 

da Ang-(1-7), esta possibilidade ainda é apoiada pelo fato de que a meia-vida 

da Ang-(1-7) infundida in vivo é muito curta (10,1 segundos) e aumenta com a 

inibição da ECA (Yamada e cols., 1998), enzima da qual é substrato. 

ECA e ECA2 são carboxipeptidases e clivam dois e um aminoácidos, 

respectivamente, da extremidade carboxi-terminal de seus substratos (Skeggs 

e cols., 1954b; Donoghue e cols., 2000b). Com isso, a participação tanto de 

ECA quanto de ECA2 no efeito vasodilatador produzido pela perfusão de Ang-

(1-7) no coração, se hidrolítica, indica que pelo menos três aminoácidos devem 

ser retirados da extremidade carboxi-terminal da Ang-(1-7). A Ang-(1-5) é um 

peptídeo que já foi dito como inativo (Bader, 2013), e nossos resultados 

comprovam que ele realmente não exerce nenhum efeito tanto no calibre das 

coronárias quanto na dinâmica cardíaca. Assim, confirmamos que este é um 

peptídeo biologicamente inativo e ainda obtivemos um controle negativo da 

nossa preparação. Posteriormente, retomamos a investigação de quais 

peptídeos poderiam participar do efeito vasodilatador da Ang-(1-7) utilizando a 

Ang-(1-4), que possui três aminoácidos a menos que a Ang-(1-7) na 

extremidade carboxi-terminal. Ang-(1-4) apresentou efeito vasodilatador, além 

de reduzir a TS, aumentar a TD e reduzir os índices de contração e de 

relaxamento (dT/dt positivo e negativo, respectivamente), indicando redução da 

função cardíaca. Continuamos a investigação retirando mais aminoácidos da 

extremidade carboxi-terminal. Ang-(1-3), assim como Ang-(1-2), também 

apresentaram efeito vasodilatador no leito coronariano de ratos, redução da TS 
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e das dT/dts positivas e negativas. A redução observada na função cardíaca 

após a perfusão de Ang-(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2) não significa 

necessariamente que estes peptídeos exerçam efeitos deletérios no coração e 

na sua atividade contrátil, já que obtivemos resultados semelhantes com a Ang-

(1-7), que é um reconhecido peptídeo cardioprotetor. Estes resultados 

enfatizam a atividade biológica destes peptídeos e indicam que eles 

provavelmente possuem atividade sobre componentes do coração 

responsáveis pela atividade contrátil e, por isto, devem ser mais profundamente 

estudados.  

A Ang-(1-2) é o menor peptídeo angiotensinérgico que pode ser derivado 

da Ang-(1-7) e que possui a extremidade amino-terminal conservada. Além 

disso, este peptídeo foi o que apresentou a redução na pressão de perfusão 

mais próxima da Ang-(1-7). Sendo assim, avaliamos a participação do Mas, da 

ECA e do NO nos efeitos deste peptídeo. Verificamos, com a utilização do A-

779, que a ação da Ang-(1-2), tanto vascular quanto na função cardíaca, é 

apenas parcialmente dependente do Mas. Este resultado conflita com os 

resultados de um estudo que reconhece o primeiro e o segundo aminoácidos 

da Ang-(1-7) como sendo essenciais para a sua ligação com o Mas (Lautner e 

cols., 2011), apesar de isso não significar que estes dois aminoácidos sozinhos 

garantam a ligação com o receptor Mas e sua ativação, tendo em vista que 

uma estrutura mínima é requerida para a ligação entre agonista e receptor.  

Para a confirmação de que a Ang-(1-2) não age totalmente via Mas é 

importante avaliar o efeito do outro antagonista deste receptor, o D-pro-Ang-(1-

7), já que estudos mostram que, em algumas circunstâncias, a ativação do 

Mas, pelo menos por Ang-(1-7), não é bloqueada por A-779, mas sim por D-

pro-Ang-(1-7) (Kluskens e cols., 2009; Herath e cols., 2013). Se realmente o 

Mas não for confirmado como o único receptor da Ang-(1-2), os receptores AT2 

e B2 também devem ser investigados, já que a ativação destes dois receptores 

provoca vasodilatação e vários estudos indicam interação destes com a Ang-

(1-7) (ou, no caso, de seu metabólito) (Walters e cols., 2005; Lara Lda e cols., 

2006). 

Como já foi observado que peptídeos contendo arginina em sua 

composição podem ser vasodilatadores somente por disponibilizarem L-

arginina, que é o precursor da formação de NO endotelial pela NOS, ao 
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endotélio (Thomas e cols., 1986), nós perfundimos a L-arginina no coração 

isolado como controle. Entretanto, nesta preparação, o aminoácido sozinho não 

foi capaz de causar alterações na pressão de perfusão. Este resultado pode 

estar relacionado ao fato de a perfusão do coração ocorrer de forma rápida, e 

assim, a L-arginina não ficar tempo suficiente em contato com o endotélio. Por 

outro lado, o peptídeo pode ser retido e exercer seu efeito apesar da 

velocidade da perfusão. 

A inibição da ECA pelo captopril também foi capaz de bloquear 

parcialmente o efeito vasodilatador da Ang-(1-2) e impediu a redução da dT/dt 

positiva. Como não temos uma explicação para esse dado, mais investigações 

devem ser feitas a respeito da interação entre Ang-(1-2) e ECA, assim como 

com ECA2. 

Apesar de a L-arginina sozinha não ser capaz de provocar redução na 

pressão de perfusão de corações isolados de ratos, a produção de NO pela 

NOS é imprescindível para o efeito vasodilatador da Ang-(1-2), já que o L-

NAME bloqueou o efeito da Ang-(1-2) na pressão de perfusão. Provavelmente, 

assim como Ang-(1-7) (Sampaio e cols., 2007b), a Ang-(1-2) deve desencadear 

a produção de NO via eNOS, e assim, causar vasodilatação. A utilização do L-

NAME também foi capaz de bloquear todos os efeitos da Ang-(1-2) na função 

cardíaca. Desta forma, é provável que nos cardiomiócitos, assim como nas 

células endoteliais, a Ang-(1-2) ative a via de sinalização que envolve eNOS, 

PI3K e Akt, culminando com a produção de NO e, assim como a Ang-(1-7), 

também altere a atividade e a expressão de componentes da maquinaria 

contrátil dos cardiomiócitos (Sampaio e cols., 2007b; Dias-Peixoto e cols., 

2008), apesar de a cascata desencadeada com a Ang-(1-2) possivelmente não 

se iniciar com a ativação apenas do Mas.  

A Ang-(1-2) também se mostrou diferente da Ang-(1-7) ao reduzir a PAM 

de ratos SHR acordados após infusão periférica única em bolus, provavelmente 

por vasodilatação. Já foi descrito que a infusão crônica de Ang-(1-7) no 

ventrículo lateral do cérebro é capaz de prevenir a progressão da hipertensão 

de ratos DOCA-sal (Guimaraes e cols., 2012), e que a infusão crônica de Ang-

(1-7) é capaz de reduzir a PAM de SHR de forma transitória (Benter e cols., 

1995). Entretanto, a redução da pressão arterial de forma aguda ainda não foi 

mostrada com a Ang-(1-7). Este fato colabora para nos mostrar a importância 
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que esses e outros pequenos peptídeos do SRA podem apresentar como 

sendo pontos chave para a intervenção farmacológica no tratamento de DCV.  

Em ratos Wistar, entretanto, a Ang-(1-2) não alterou significativamente a PAM. 

Isso pode ser explicado devido ao fato de o SRA estar em equilíbrio em ratos 

normotensos e estar hiperativado em ratos hipertensos. Outra explicação 

possível seria o controle barorreflexo da pressão arterial funcionando 

perfeitamente em ratos Wistar.  

Como observado no coração isolado, a Ang-(1-2) também não 

apresentou efeito cronotrópico significante in vivo, tanto em SHR quanto em 

Wistar. Entretanto, nos ratos Wistar há um aumento sustentado, porém não 

significativo, da frequência cardíaca. Esse aumento da FC foi provavelmente 

causado pela regulação barorreflexa, que pode ter impedido a redução da 

pressão arterial desses ratos. Esse aumento da FC, entretanto, não ocorreu 

nos ratos SHR, que desse modo sofreram redução na PAM. A incapacidade do 

controle barorreflexo em SHR neste caso pode ser explicada pela redução da 

sensibilidade barorreflexa apresentada por esses ratos (Averill & Diz, 2000; 

Veerasingham & Raizada, 2003).  

Ang-(1-5) é, provavelmente, o primeiro peptídeo formado na 

metabolização de Ang-(1-7) (Figura 28), já que este peptídeo não é substrato 

da ECA2 ou esta enzima possui afinidade muito baixa por Ang-(1-7) (Vickers e 

cols., 2002). Ainda assim, a formação de Ang-(1-6) por ECA2 a partir de Ang-

(1-7) não pode ser descartada até o momento. Ang-(1-5), posteriormente, pode 

ser clivada em Ang-(1-4) ou Ang-(1-3). A formação de Ang-(1-4) a partir de 

Ang-(1-5) por uma carboxipeptidase já foi demonstrada, e por isso acreditamos 

que esta é a via mais provável. Ang-(1-4), por sua vez, pode ser teoricamente 

clivada tanto por ECA quanto por ECA2, formando Ang-(1-2) e Ang-(1-3), 

respectivamente. Como a participação da ECA2 foi comprovada, este é 

provavelmente o passo da via em que esta possível participação hidrolítica 

ocorre. Assim, a Ang-(1-4) é provavelmente hidrolisada por esta enzima em 

Ang-(1-3), que finalmente pode formar Ang-(1-2). A Figura 28 representa uma 

tentativa de representar a cascata de formação dos peptídeos 

angiotensinérgicos juntamente com os novos peptídeos descritos neste 

trabalho.  
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Figura 28 - Representação da cascata de formação dos peptídeos 

angiotensinérgicos com possíveis vias de formação dos novos peptídeos 

propostos. Ang: angiotensina; ECA: enzima conversora de angiotensina; ECA2: 

enzima conversora de angiotensina 2; AP: aminopeptidase; AD: aspartato-

descarboxilase; APA: aminopeptidase A; APD: aminopeptidase D; APN: 

aminopeptidase N; CP: carboxipeptidase; NEP: endopeptidase neutra; PCP: 

prolilcarboxipeptidase; PEP: prolilendopeptidase. 
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A Ang-(1-7), na concentração de 42 pM, possui efeito vasodilatador 

direto no leito coronariano e também possui efeitos ionotrópicos no coração 

isolado de ratos. Estes efeitos são dependentes do Mas, da ECA e daECA2. 

Além disso, parte dos efeitos da Ang-(1-7) é devida a ação dos peptídeos Ang-

(1-4), Ang-(1-3) e Ang-(1-2), indicando que estes fragmentos menores do SRA 

são biologicamente ativos no sistema cardiovascular. 
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