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RESUMO

Varias substancias podem modular a atividade cardiovascular reflexa, entre elas
os peptideos do SRA. O SRA tecidual esta envolvido na regulagao da estrutura e fungéo
cardiovascular e, consequentemente no controle a longo prazo da PA, contribuindo de
forma significativa para o desenvolvimento e manutencéo da alta resisténcia periférica e
hiper-reatividade vascular encontradas em varias formas de hipertensdo essencial e
experimental. Os estudos sobre a influéncia do SRA sobre o controle neural da PA
demonstram que a Ang Il diminui a sensibilidade do barorreflexo, diminui a sensibilidade
do reflexo de Bezold-Jarisch e facilita a resposta quimiorreflexa. Sabendo-se que varias
acdes da Ang-(1-7) sdo opostas aquelas observadas pela Ang Il, principalmente no que se
refere aos seus efeitos sobre o controle cardiaco e vascular, bem como sobre a
sensibilidade barorreflexa, é razoavel supor que o heptapeptideo Ang-(1-7), agindo em
seu receptor Mas, também participe da regulagdo do reflexo Bezold-darisch e do
quimiorreflexo. Com a possibilidade de utilizar animais geneticamente modificados quanto
a expressao do receptor Mas, avaliamos a hipétese de que a Ang-(1-7), via receptor Mas,
contribui para a modulagdo das respostas cardiovasculares reflexas, em camundongos
com delecao do receptor Mas ou com superexpressao deste receptor no cérebro. Na
sequéncia, considerando as evidéncias de agdes contra-regulatérias entre Ang IlI/Ang-(1-
7), e a possibilidade de interagcao dos receptores Mas/AT4, também avaliamos em nosso
estudo a hipétese de a delecado do receptor Mas alterar os efeitos mediados pela Ang Il,
em decorréncia da auséncia dos efeitos contra-regulatérios mediados pela Ang-(1-7), via
receptor Mas. Utilizamos camundongos controle (Wild Type) e com alteragbes da

expressao do receptor da Ang-(1-7), receptor Mas: com delecéo do receptor da Ang-(1-7)
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Mas (KO-Mas) e com superexpressao deste receptor no cérebro (NSE-Mas), de duas
linhagens diferentes (C57BL6J e FVBN). Demonstramos neste estudo, através da
utilizacdo de camundongos submetidos a manipulagéo da expressédo génica do receptor
Mas, a efetiva participacdo da Ang-(1-7) via receptor Mas na manutencgéo e controle das
variaveis cardiovasculares. Camundongos com delegdo do receptor Mas da linhagem
FVBN n&o anestesiados apresentam valores de PAM basais elevados em relagdo aos
animais controle (118 £ 1 vs. 109 + 2 mmHg, p<0.01), mas n&o apresentam alteragdes
significativas nos valores basais de FC (615 £ 30 vs. 648 + 13 bpm). A deleg¢ao do receptor
Mas atenua a bradicardia barorreflexa (0.78 + 0.44 vs. 1.3 £ 0.14 ms/mmHg, p<0.05),
facilita a taquicardia barorreflexa (1.63 £ 0.4 vs. 0.80 £ 0.13 ms/mmHg, p<0.05), atenua as
respostas hipotensora e bradicardica que constituem o reflexo de Bezold-Jarisch (-17 £ 5
vs. -45 £ 6 A PAM, mmHg, e -212 £ 36 vs. -391 £ 29 A FC, bpm, FB 0.5ug/5ul, p<0.01) e
facilita as respostas reflexas observadas apos estimulagdo do quimiorreflexo (20 £ 3 vs. 12
+ 0.8 A PAM, mmHg, e -250 + 74 vs. -52 + 26 A FC, bpm, KCN 2.5ug/5ul, p<0.05) em
camundongos da linhagem FVBN, ndo anestesiados. Em acordo com as alteracdes
descritas, observamos que a delecdo do receptor Mas reduz o efeito taquicardico
promovido pela administragdo de metilatropina (23 + 4 vs. 70 £ 19 A FC, bpm, p<0.05) e
aumenta o efeito bradicardico promovido pela administracdo de atenolol (-181 £ 10 vs. -
115 + 23 A FC, bpm, p<0.05). Utilizando camundongos transgénicos que superexpressam
o receptor Mas no cérebro (NSE-Mas), observamos que a Ang-(1-7), agindo no SNC,
participa do controle das variaveis cardiovasculares basais e reflexas. A superexpressao
do receptor Mas no cérebro induz elevacao dos valores basais de PAM (116 + 3 vs. 109 *

2 mmHg, p<0.05) e nao altera os valores basais de FC (641 + 18 vs. 648 + 13 bpm). Com



relagcdo a resposta barorreflexa, observamos que a superexpressao do receptor Mas no
cérebro promove facilitacdo da bradicardia barorreflexa (2.03 + 0.33 vs. 1.3 = 0.14
ms/mmHg, p<0.05). Para avaliar a contribuicdo da Ang-(1-7) enddgena, administramos
ICV o antagonista da Ang-(1-7), A-779, e apesar de n&o observarmos alteracdes
significativas nos valores de PAM e FC basais dos camundongos NSE-Mas e controle,
observamos que as respostas bradicardica (1.17 + 0.14 vs. 1.92 + 0.37 ms/mmHg,
p<0.05), e taquicardica (0.49 + 0.11 vs. 0.94 + 0.32 ms/mmHg, p<0.01), barorreflexas
foram significativamente reduzidas nos camundongos controle. Considerando os
resultados do presente estudo, destacamos a importancia da interacédo Ang-(1-7)/Mas
contrabalanceando as agdes classicas da Ang IlI/AT4 para a manutengcdo da atividade
autondmica cardiaca, assim como na modulagao das respostas cardiovasculares reflexas
e na manutencao dos valores basais de PA. Estes resultados associados aos dados da
literatura, corroboram a relevancia fisiolégica da Ang-(1-7), agindo via receptor Mas, no

controle da fung¢ao cardiovascular.
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ABSTRACT

Several substances may modulate reflex cardiovascular activity, such renin-
angiotensin system peptides. The tecidual renin-angiotensin system is involved in
regulation of cardiovascular structures and functions and, consequently in long-term blood
pressure control, contributing in a significant way to maintenance and development of high
peripheral resistance and vascular hypereactivity found in the essential and experimental
hypertension. Studies about the renin-angiotensin influences on neural control of BP show
that Ang Il reduces baroreflex sensitivity, reduces the Bezold-Jarisch reflex sensitivity and
increases the chemoreflex responses. Because known that several Ang-(1-7) actions are
opposite to Ang Il actions, mainly about cardiac and vascular control, as well baroreflex
sensibility, it is reasonable to suppose that the heptapeptide Ang-(1-7) acting on Ang-(1-
7)'s Mas receptor, also to take part of the Bezold-Jarisch reflex and the chemoreflex. To
have the opportunity to use genetic change animals as for Mas receptor expression, we
asses the hypothesis that Ang-(1-7), via Mas receptor, to contribute for the reflex
cardiovascular modulation, in mice with Mas receptor deletion ou Mas receptor
overexpression at brain. In sequence, considering the evidences of counter-regulatory
actions between Ang II/Ang-(1-7), and the possibility to interaction between Mas/AT;
receptors, we also to asses the hypothesis that Mas receptor deletion to change the Ang Il
effects, because the absence to counter-regulatory effects to Ang-(1-7), via Mas receptor.
We use control (Wild-Type) and Mas receptor expression changes mice, Knockout Mas
receptor mice (KO-Mas) and overexpression in brain Mas receptor (NSE-Mas), with
background C57BL6J and FVBN. We showed in this study, through genetic manipulation of

the Mas receptor expression, the effective participation of Angiotensin-(1-7) in the
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cardiovascular control. Mas knockout mice (FVBN background) awake show high
basal MAP values in comparison with control mice (118 + 1 vs. 109 + 2 mmHg, p<0.01),
but not show significant changes in basal HR values (615 + 30 vs. 648 £ 13 bpm). The
deletion of Mas receptor decreases baroreflex bradycardia (0.78 + 0.44 vs. 1.3 + 0.14
ms/mmHg, p<0.05), increases baroreflex tachycardia (1.63 + 0.4 vs. 0.80 + 0.13
ms/mmHg, p<0.05), decreases the bradycardic and hypotensive response of Bezold-
Jarisch reflex (-17 £ 5 vs. -45 £ 6 mmHg e -212 £ 36 vs. -391 £ 29 bpm, FB 0.5ug/54l,
p<0.01) and increases the reflex responses observed by chemoreflex stimulation (20 + 3
vs. 12 £ 0.8 mmHg e -250 = 74 vs. -52 + 26 bpm, KCN 2.5ug/5ul, p<0.05) in awake FVBN
background mice. In accordance with changes describe, we showed that Mas knockout
receptor mice had reduce tachycardic effect produce by methilatropine administration (23
4 vs. 70 £ 19 bpm, p<0.05) and increase bradycardic effect induced by atenolol
administration (-181 £ 10 vs. -115 + 23 bpm, p<0.05). When we measure transgenic mice
with overexpression of Mas receptor in brain (NSE-Mas), demonstrate that Ang-(1-7),
acting in CNS, participate of basal and reflex cardiovascular variables control. The Mas
receptor overexpression in brain mice induces increases of basal MAP (116 + 3 vs. 109 £ 2
mmHg, p<0.05) and not change basal HR values (641 £ 18 vs. 648 + 13 bpm). About
bradycardic barorefelx response, we showed that Mas receptor overexpression in brain
promoves increase this response (2.03 + 0.33 vs. 1.3 = 0.14 ms/mmHg, p<0.05). After A-
779, Ang-(1-7) antagonist, ICV administration, despite did not show significant changes in
MAP and HR basal values in NSE-Mas and control mice, we show that bradycardic (1.17 %
0.14 vs. 1.92 = 0.37 ms/mmHg, p<0.05), and tachycardic (0.49 + 0.11 vs. 0.94 + 0.32
ms/mmHg, p<0.01), baroreflex responses were significantly decrease only in control FVBN

background awake mice. In this study, we highlight the important interaction Ang-(1-7)/Mas
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couter-balancing the classic actions of Ang II/AT4 in the cardiac autonomic activity
maintenance, as reflexes and basal cardiovascular responses control. These results join
with literature reports, contribute to physiologic relevancy of Ang-(1-7), acting on the Mas

receptor, in the cardiovascular function control.
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Intodugédo

1 — INTRODUGAO:

1.1 - Regulagao Neural da Pressao Arterial:

A manutencédo da pressao arterial (PA) em niveis adequados e a integridade da
composi¢ao dos fluidos corporais e do volume do liquido extracelular em mamiferos
dependem da interacdo entre diversos mecanismos sensoriais capazes de reconhecer
alteragdes nos parametros relacionados a fungédo cardiovascular. A regulagéo da PA &,
portanto, uma das fungdes fisiolégicas mais complexas, que depende de acgdes integradas
dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino (Krieger, 1964; Bristow e cols.,
1969; Krieger, 1970; Kirchheim, 1976; Shephered e Mancia, 1986; Zanchetti e Mancia,
1991).

A manutengdo da PA em niveis adequados, determinando a perfusdo sanguinea
adequada dos tecidos, é crucial para a sobrevivéncia. Importantes modificagdes regionais
de fluxo ocorrem em diferentes situagdes assumidas pelo individuo nas 24 horas do dia.
Estas modificagdes ndo causam grandes alteragdes nos niveis de PA devido a interagéo
dos mecanismos reguladores que mantém a PA dentro de uma faixa relativamente estreita
de variagdo (Krieger, 1964; Bristow e cols., 1969; Krieger, 1970; Kirchheim, 1976;
Shephered e Mancia, 1986; Zanchetti e Mancia, 1991; Michelini e Salgado, 1997;
Campagnole-Santos e Haibara, 2001).

A regulagcdo efetiva da PA é o resultado da atividade de sistemas de
retroalimentagdo que operam a curto e longo-prazo. O principal mecanismo de controle a
curto-prazo € desempenhado pelos reflexos cardiovasculares (Bristow e cols., 1969;
Kirchheim, 1976; Shephered e Mancia, 1986; Zanchetti e Mancia, 1991; Vasquez e cols.,

1995; Campagnole-Santos e Haibara, 2001). Desta forma, o sistema nervoso central
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Intodugédo

(SNC) desempenha um papel critico na manuteng¢ao do fluxo sanguineo para os tecidos
corporais e seu retorno ao coragao e pulmdes (Chalmers, 1975; Dampney e cols., 1982;
Reis e cols., 1984; Chalmers e Pilowsky, 1991; Dampney, 1994; Pilowaky e Gooschild,
2002).

Os mecanismos neurais de controle da PA resultam em alteracdes apropriadas do
débito cardiaco, da resisténcia periférica e do retorno venoso através da intervencao do
SNC, que, integrando as informagdes provenientes de diferentes sensores do sistema
cardiovascular, modula a atividade cardiaca e vascular por meio de nervos autonémicos
periféricos e da liberagdo de diferentes horménios. A regulagdo neural da PA funciona
como um arco-reflexo envolvendo receptores, aferéncias, centros de integragao,
eferéncias e efetores, além de algas hormonais (Dampney e cols., 1982; Reis e cols.,
1984; Dampney, 1994; Murphy e cols., 1994; Morrison e Cao, 2000; Pilowky e Goodchild
2002; Dampney e Horiuchi 2003).

O nucleo do trato solitario (NTS) recebe as aferéncias correspondentes aos
receptores cardiovasculares no SNC e desempenha fungao importante na modulacédo da
atividade eferente autondmica do sistema cardiovascular. Entre os principais sistemas
aferentes cardiovasculares envolvidos na regulacdo autondmica da PA, ou seja, os
aferentes dos barorreceptores aodrticos e carotideos (barorreflexo), dos quimiorreceptores
carotideos e aodrticos (quimiorreflexo) e das fibras aferentes vagais cardiopulmonares
(Reflexo Bezold-Jarisch), todos realizam sua primeira sinapse no NTS (Dampney, 1994;
Machado e cols., 1997; Dampney e Horiuchi, 2003). As informacdes da periferia referentes
aos niveis de PA, volume sanguineo ou composi¢ao quimica dos gases sanguineos, sao
processadas no NTS que promove respostas autondmicas reflexas, de acordo com os

ajustes requeridos para normalizagao dos parametros fisiologicos.
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Intodugédo

1.1.1 — Reflexos Cardiovasculares:

O barorreflexo é o principal mecanismo de regulagdo da PA e fungéo
cardiovascular, sendo estudado intensivamente em numerosas espécies animais e em
seres humanos. Participa da homeostase hemodinadmica, principalmente por controlar o
ténus simpatico e parassimpatico para o coragao e vasos (Krieger, 1970; Kirchheim 1976;
Sapru e Wang, 1979; Shephered e Mancia, 1986; Chapleau e cols., 1988).

O barorreflexo realiza estabilizacdo rapida e eficiente da PA a cada batimento
cardiaco. Isso é possivel pela estratégica localizagdo dos barorreceptores como sensores
arteriais, capazes de detectar efetivamente qualquer alteragdo mecanica
(mecanorreceptores) provocada na parede dos vasos arteriais por mudangas subitas nos
valores da PA. Esses receptores sao terminagcdes nervosas localizadas primariamente na
adventicia do seio carotideo e arco adrico, cujos corpos neuronais estdo situados nos
ganglios petroso e nodoso, respectivamente. A cada sistole, o estiramento desses
sensores promove despolarizacdo dos terminais neurais e potenciais de agado sédo entao
disparados, trafegando para o SNC (via nervos vago e glossofaringeo), realizando
sinapses com os neurénios do NTS no bulbo dorsal ((Krieger, 1970; Kirchheim 1976;
Sapru e Wang, 1979; Shephered e Mancia, 1986; Chapleau e cols., 1988).

Os neurbnios do NTS projetam-se para a regidao caudal ventrolateral do bulbo
(CVLM) realizando sinapses com neurénios inibitérios que por sua vez, projetam-se para a
regido rostral ventrolateral do bulbo (RVLM), realizando sinapses com neurdnios
simpatoexcitatorios bulboespinhais localizados nesta area. Estes neurdnios de segunda
ordem, também mantém influéncia excitatéria sobre neurbnios pré-ganglionares

parassimpaticos localizados no nucleo dorsal do vago e regido rostral ventromedial do
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bulbo (RVMM) e principalmente, no nucleo ambiguo (NA) (Krieger, 1970; Kirchheim 1976;
Sapru e Wang, 1979; Shephered e Mancia, 1986; Chapleau e cols., 1988; Dampney e
Horiuchi, 2003). Desta forma, a estimulacdo dos barorreceptores resulta em inibicdo da
atividade simpatica e aumento da atividade parassimpatica.

Embora o circuito descrito seja o mais importante, a modulagao deste sistema nao
€ restrita a areas bulbares, mas é também influenciada por areas suprabulbares. Ainda, a
atividade nervosa barorreceptora € modulada por varios outros fatores, tais como atividade
de canais ibnicos, fatores paracrinos, além de alteragcdes na estrutura e distensibilidade
vascular em estados fisiolégicos e patoldgicos (Krieger, 1970; Kirchheim 1976; Sapru e
Wang, 1979; Shephered e Mancia, 1986; Chapleau e cols., 1988; Dampney e Horiuchi,
2003).

E bem estabelecido na literatura que o barorreflexo tampona eficazmente as
variagdes subitas da PA, enquanto as variagdes mantidas da mesma nao contam com
esta eficacia (Persson e cols., 1989).  Estudos realizados em humanos e animais
experimentais nas trés ultimas décadas demonstraram que o controle reflexo neural da
circulacdo nao depende somente do barorreflexo, mas também, e em importante
extensao, do reflexo cardiopulmonar. O reflexo cardiopulmonar foi descoberto ha mais de
um século, como importante mecanismo de controle cardiocirculatorio tanto em condicbes
fisiolégicas quanto em condi¢cdes patoldgicas (Krieger, 1970; Kirchheim 1976; Sapru e
Wang, 1979; Shephered e Mancia, 1986; Chapleau e cols., 1988; Vasquez e cols., 1997;

Dampney e Horiuchi, 2003).
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——— Inhibitory synapse
———] Excitatory synapse

Baroreceptors
Cardiopulmonary receptors

Heart and Heart
Blood vessels

Figura | — Diagrama esquematico ilustrando as vias neurais responsaveis pela mediacdo das respostas
cardiovasculares reflexas desencadeadas por estimulagdo dos barorreceptores e receptores

cardiopulmonares (Adaptada: Dampney e Horiuchi, 2003).

Os receptores responsaveis pelo reflexo cardiopulmonar constituem um grupo de
aferéncias mais heterogéneas do que os barorreceptores arteriais, apresentando padrdes
de disparos néo tdo uniformes (Persson e cols., 1989). A maioria das aferéncias é
composta de fibras vagais amielinicas (fibras C), com baixa velocidade de conducéo. Elas
se originam de uma rede de fibras, localizadas em regides de baixa pressao, distribuidas

pelos atrios, jungdes atrio-venosas e ventriculos (Coleridge e cols., 1973). Os receptores
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atriais sao ativados por variacdes de volume das camaras atriais, enquanto os receptores
ventriculares sao estimulados pelas variagdes da pré-carga, pos-carga e contratilidade
(Persson e cols., 1989).

Os efeitos da estimulacdo dos receptores cardiopulmonares podem incluir
hipotensao, bradicardia, diminuicdo dos niveis plasmaticos de vasopressina e renina e
aumento da diurese. Por outro lado, a desativacdo dos receptores cardiopulmonares no
homem causa aumento da atividade simpatica muscular e renal e aumento da atividade da
renina e norepinefrina plasmaticas.

Em 1867, von Bezold e Hirt descreveram em animais experimentais uma triade de
respostas (bradicardia, hipotenséo e apnéia) como resultado da inje¢ao intravenosa de um
extrato alcaléide de Veratrum viride ou Viscum album. Estendendo estas observacgdes,
Jarisch e Richter (1939) demonstraram que a veratridina excita receptores vagais na
regido cardiopulmonar e que este efeito era acompanhado de bradicardia e hipotensao.
Outros investigadores, principalmente farmacologistas e fisiologistas, referiram-se a triade
descrita como respostas do reflexo de Bezold-Jarisch ou efeitos de Bezold-Jarisch
(Thorén, 1979; Aviado e Aviado, 2001).

Assim, o reflexo cardiopulmonar € estimulado ndo somente por mudancas na
pressdo de enchimento cardiaco, mas também por algumas substancias quimicas, tais
como a veratridina, a serotonina e a fenilbiguanida, uma vez que estes receptores sao
polimodais. A ativagao fisioldgica ou farmacolégica do reflexo cardiopulmonar resulta em
importante bradicardia, hipotensdo e diminuicdo da frequéncia e profundidade da
respiracao (Vasquez e cols., 1997; Paton, 1998).

As fibras aferentes vagais do reflexo de Bezold-Jarisch projetam-se para neurénios

localizados no NTS. As vias neurais bulbares do reflexo de Bezold-Jarisch parecem ser
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as mesmas envolvidas nas respostas reflexas da estimulacdo dos barorreceptores
(Herbert e cols., 1990; Verberne e Guyenet, 1992; Mifflin, 1997; Paton e cols., 2003).

Além de participar da regulagao fisiolégica da fungédo cardiovascular, estudos tém
descrito a participacdo do reflexo de Bezold-Jarisch em situagbes fisiopatoldgicas. A
sincope vasovagal tem sido atribuida a ativacdo do Reflexo de Bezold-Jarisch (Thorén
1979; Aviado e Aviado, 2001). Esta afirmativa partiu dos estudos de Ebert e cols. (1962),
que demonstraram que hemorragia em caes pode disparar uma bradicardia mediada pelo
vago. O mecanismo da ativagado dos receptores seria provavelmente a combinagao do
efeito de um aumento da atividade simpatica cardiaca e uma diminui¢do no enchimento
ventricular. Estes dois estimulos juntos induziriam uma importante contragdo das camaras
cardiacas, levando a um aumento da deformagdo do miocardio, o que ativaria os
receptores cardiopulmonares, induzindo a reagao vasovagal (Thorén, 1979).

Em 1930, Heymans e Bouckaert, demonstraram pela primeira vez, através de
estudos fisioldégicos, que a regidao da bifurcagdo carotidea constitui-se uma area
reflexogénica sensivel a hipéxia, demonstrando que a composigdo quimica do sangue na
bifurcagao carotidea influenciava reflexamente a atividade dos centros respiratorios.

A literatura mostra evidéncias de que os quimiorreceptores periféricos nao
contribuem somente para o controle da ventilagdo, mas também para os mecanismos
neurais envolvidos no controle da PA. O papel fisiolégico dos quimiorreceptores periféricos
esta relacionado a promocgao de ajustes ventilatérios e cardiovasculares no sentido de
proporcionar a manutengdo da composi¢gao quimica do sangue em niveis ideais, bem
como uma pressao de perfusdo sanguinea adequada para todos os tecidos (Guazzi e
cols., 1968; Marshall, 1987; Fukuda e cols., 1989; Habeck, 1991; Franchini e Krieger,

1992; Trzebski, 1992).
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Os quimiorreceptores periféricos sao constituidos por células altamente
especializadas, capazes de detectar alteragdes da presséo parcial de oxigénio, pressao
parcial de diéxido de carbono e concentragao hidrogenidnica (pH) do sangue. Encontram-
se distribuidos em corpusculos carotideos e aorticos, localizados bilateralmente na
bifurcagdo da cardtida comum (quimiorreceptores carotideos) ou em pequenos
corpusculos espalhados entre o arco aodrtico e a artéria pulmonar (quimiorreceptores
aorticos), sendo irrigados por sangue arterial através de pequenos ramos que se originam
a partir da carotida externa e aorta, respectivamente. Uma importante caracteristica dos
quimiorreceptores refere-se ao fato de estarem intimamente associados aos capilares
sanguineos, sendo cerca de 25% do volume total do corpusculo carotideo ocupado por
capilares e vénulas, ou seja, uma vascularizagao de 5 a 6 vezes maior que a do cérebro
(Habeck, 1991; Trzebski, 1992).

As fibras aferentes dos quimiorreceptores associam-se a fibras dos barorreceptores
para formar o nervo do seio carotideo, um ramo do nervo glossofaringeo. No entanto,
apesar de as fibras aferentes barorreceptoras e quimiorreceptoras trafegarem juntas no
mesmo nervo, essas aferéncias realizam sinapses em locais distintos do NTS, diferente do
local central primario de confluéncia das aferéncias do barorreflexo e reflexo
cardiopulmonar. As sinapses do quimiorreflexo no NTS promovem excitacdo de varios
circuitos neurais para diferentes regides do tronco cerebral, produzindo alteragdes na
atividade simpatica e vagal para o coragao e vasos sanguineos, e atividade frénica para o
diafragma (Trzebski e cols., 1975; Marshall, 1981; Mifflin, 1993; Vasquez e cols., 1997;

Dampney e Horiuchi, 2003), resultando em aumento da PA, bradicardia e taquipnéia.
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heart and
blood vessels .
—] exciialory synapsa
Figura Il — Diagrama esquematico ilustrando as vias neurais responsaveis pela mediacdo das respostas

cardiovasculares reflexas desencadeadas por estimulacdo dos quimiorreceptores (Adaptada: Dampney e

Horiuchi, 2003).

Apesar dos avangos na compreensao do barorreflexo, reflexo dos receptores
cardiopulmonares e quimiorreflexo, estudos adicionais sdo ainda necessarios para melhor
identificar e esclarecer a fungcdo dos componentes sensoriais aferentes, centrais e
eferentes destes reflexos. Recentes descobertas genéticas, bem como o desenvolvimento
de técnicas de modificagdo genética de animais intactos fornecem novas oportunidades
para a investigagdo de mecanismos envolvidos no controle das fungdes cardiovasculares

ainda pouco compreendidos (Ma, Abboud e Chapleau, 2002).
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1.2 - Sistema Renina-Angiotensina:

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema hormonal amplamente
estudado, cuja cascata de formacéo inclui interagées enzima-substratos que resultam na
producao de varios peptideos biologicamente ativos. Desempenha importante papel no
controle da pressao arterial, homeostase dos fluidos corporais e eletrélitos, e fungao
celular (Ferrario e cols, 1997; Santos e cols, 2003).

Os peptideos angiotensinérgicos sdo gerados a partir de uma unica proteina
precursora, o angiotensinogénio, pela acéo da renina, enzima conversora de angiotensina,
quimases e varias carboxipeptidases e aminopeptidases (Thomas e Mendelsohn, 2003).

Classicamente, angiotensinogénio, que é clivado pela protease renina, para formar
o decapeptideo angiotensina | (Asp'-Arg®-Val>-Tyr*-lle®-His®-Pro’-Phe®-His®-Leu') (Ang 1)
na circulacéo (figura 01). A Ang | é hidrolisada pela enzima conversora de angiotensina
(ECA), presente em varios locais, com altas concentragdes principalmente nos pulmdes,
para formar o octapeptideo Ang Il (Asp'-Arg®Val>-Tyr*-lle>-His®-Pro’-Phe®) (Wright e
Harding, 1995; Bader e cols., 2001).

A Ang Il é tradicionalmente reconhecida por suas fungdes enddcrinas na regulagao
da resisténcia vascular, incluindo potente constricdo do musculo liso vascular, retencao
renal de agua e sodio, efeitos diretos e indiretos nos rins, através da estimulacdo da
sintese de aldosterona pela adrenal e interagcbes com o sistema nervoso central (SNC)
incluindo estimulo da ingestao de agua, apetite ao sal e liberagao do horménio hipofisario
(vasopressina), além de modular a regulacdo autondmica da fungado cardiovascular
(Peach, 1977; Saavedra, 1992; Wright e Harding, 1992).

Nos ultimos anos, a visao classica de um SRA circulante e limitado as agdes

biolégicas da Ang Il sofreu varias e importantes modificagdes. Componentes do SRA
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foram identificados por técnicas de biologia molecular e bioquimica em varios tecidos
como rins, adrenal, endotélio vascular, érgéos reprodutores, coragado e cérebro (Ganong,
1994), levando ao conceito de SRA tecidual ou mais apropriadamente, sistemas de
formagao de angiotensinas locais (Phillips e cols., 1979; Dzau, 1988; Phillips e cols., 1992;
Wollert e Drexler, 1999).

Embora a Ang Il seja o peptideo efetor predominante no SRA, sabe-se agora, que
outros peptideos angiotensinérgicos séo biologicamente ativos, incluindo angiotensina-(2-
8) (Argz-VaI?’-Tyr“-IIe5-Hi36-Pro7-Phe8) (Ang lll), angiotensina-(1-7) (Asp1-Argz-VaI3-Tyr4-
lle®-His®-Pro’) [Ang-(1-7)] e angiotensina-(3-8) (Val*-Tyr*-lle®>-His®-Pro’-Phe®) (Ang 1V)
(figura 01) (Braszko e cols., 1991; Santos e Campagnole-Santos, 1994; Santos e cols.,
2000).

As acgdes da Ang Il e dos demais peptideos angiotensinérgicos sdo mediadas por
multiplos receptores localizados na membrana plasmatica de suas células alvo, em
diferentes espécies. A multiplicidade desses receptores foi demonstrada inicialmente com
base em diferengas farmacolégicas e confirmada posteriormente pela clonagem (Zhuo e
cols., 1998; De Gasparo e cols., 2000; Nishimura, 2001).

Quatro tipos de receptores angiotensinérgicos ja foram identificados: AT, ATz, AT
7) € AT4 (Ardaillou, 1999; De Gasparo, 2000). Receptores AT, (divididos em ATa e AT1b,
em roedores) e AT, sado glicopeptideos de 359 e 364 aminoacidos residuais
respectivamente, e tém 32% de homologia em suas sequéncias de aminoacidos (McKinley
e cols., 1996). Ambos receptores, AT, e AT,, demonstram igual afinidade por peptideos
antagonistas tais como [Sar’, Thr®] Ang Il (sarthran) ou [Sar', Ala®] Ang Il (saralasina). No

entanto, eles sao distinguidos farmacologicamente por duas classes de antagonistas nao-
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peptidicos, losartan (antagonista de receptor AT4) e PD123319 (antagonista de receptor

AT,) (Timmermans e cols., 1993).

Cascata do Sistema Renina-angiotensina: Visao atualizada

I Angiotensinogen |

Tonin Renin. ————= | Renin Receptor
Cathepsin G
ACEZ2
Angl » | Ang-(1-9)

ACE
Chymase Ty ACENEP
Ca;hqasin A Lil],
ACE.
Ang 11 - m — | Ang-(1-5)
PCP
AME: D-Amp
AMP
| Angm [ — [ar.az, | | ary,
\ (Mas)
AMP
L} r
ACE —s | IRAP/?
F 3
AMP,
ACE
3
Ang-(2-10) | —— | aniz
Figura Ill — Esquema ilustrando o circuito proteolitico para a formagcédo de peptideos angiotensinérgicos

biologicamente ativos, e seus respectivos receptores (Ferreira e Santos, 2005).
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O heptapeptideo Ang Ill tem afinidade pelos subtipos de receptores AT e AT
similar a Ang Il. Por causa de sua meia-vida curta, tem sido dificil demonstrar suas
fungdes (Harding e Felix, 1987). Estudos mostraram, que a resposta da Ang |l
administrada intracerebroventricularmente, depende de sua conversdao em Ang |lll,
sugerindo a possibilidade de que a Ang Ill possa agir em um outro receptor especifico,
ainda nédo caracterizado, nos neurdnios magnocelulares hipotalamicos (Zini e cols., 1996).

A Ang IV tem afinidade muito baixa por receptores AT, e AT,. Locais especificos de
acoplamento para Ang IV foram demonstrados no cérebro e em alguns tecidos periféricos,
sendo designados de receptores AT4. A fungédo da Ang IV e de seus receptores tem sido
elucidada e varios efeitos, incluindo a facilitagdo da memoria de retencao e dilatagdo de
vasos sanguineos cerebrais, foram observados em resposta a aplicacédo de Ang IV (Allen
e cols., 1998). O receptor AT, foi recentemente identificado através da purificacdo protéica
e sequenciamento peptidico como uma aminopeptidase insulina-regulada (IRAP) (Albiston
e cols., 2001). Estes receptores tém baixa afinidade pela Ang Il e antagonistas de
receptores AT e AT», ligando-se principalmente a Ang IV e hemorfinas (Garreau e cols.,
1998).

A Ang-(1-7), um heptapeptideo com auséncia da fenilalanina na posi¢cdo 8 do
peptideo Ang I, é considerada atualmente um componente ativo do SRA, podendo ser
gerada a partir da Ang | por via independente da ECA. A diversidade de vias enzimaticas
pelas quais a Ang-(1-7) pode ser clivada a partir da Ang | sugere que a produgao desse
heptapeptideo pode ser regulada em nivel tecidual (Ferrario e cols., 1997). Estudos
recentes propuseram que a Ang-(1-7) pode mediar alguns dos efeitos do tratamento com

inibidores de ECA, a partir de observagdes em animais e cultura celular, de que a inibicao

29



Intodugédo

da ECA aumenta os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (Ferrario e cols., 1997; Roks e cols.,
1999).

A descoberta do heptapeptideo Ang-(1-7) foi realizada por Santos e cols., (1988)
em experimentos com homogenato de cérebro de caes. Apesar de considerado, na época,
um peptideo inativo do SRA, a consisténcia e magnitude da producéo de Ang-(1-7) e sua
independéncia de formagcdo da via classica da ECA, observada em diversos estudos
(Chappell e cols., 1990; Santos e cols., 1990; Kohara e cols., 1991; Welches e cols., 1991;
Santos e cols., 1992) levantou a possibilidade de que a Ang-(1-7) poderia exercer efeitos
centrais e periféricos seletivos. A primeira indicagdo de que a Ang-(1-7) € um peptideo
endoégeno foi demonstrada por Block e cols., (1988) usando técnicas de
imunohistoquimica. Neste estudo, imunorrreatividade para Ang-(1-7) foi demonstrada em
diversas areas do SNC, inclusive no hipotalamo. Estudos subsequentes, como o de
Santos e cols. (1990), demonstraram a existéncia de Ang-(1-7) no plasma de diferentes
espécies, inclusive em humanos (Lawrence e cols., 1990). Estes estudos demonstraram
que a concentracao plasmatica de Ang-(1-7) néo é afetada pela inibigdo aguda da ECA e
aumenta varias vezes apos a administragcdo cronica de inibidores da ECA (Santos e
Campagnole-Santos, 1994).

Estudos tém demonstrado que a Ang-(1-7) exerce efeitos fisioldgicos que podem
ser similares ou opostos aos da Ang Il. Os primeiros estudos envolvendo Ang-(1-7)
revelaram que este peptideo estimula a atividade dos neurdnios neurohipofisarios-
hipotalamicos regulando a liberacdo de vasopressina com poténcia igual a Ang Il
(Schiavone e cols., 1988). Por outro lado, enquanto a Ang Il no cérebro, diminui a
sensibilidade dos barorreceptores, a Ang-(1-7) facilita o barorreflexo (Campagnole-Santos

e cols., 1989 e 1992; Silva e cols., 1993, Santos e cols., 2000).
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Vérias evidéncias obtidas apds a disponibilizagdo de um antagonista especifico
para a Ang-(1-7), o A-779 [D-Ala’-Ang-(1-7)], indicavam a existéncia de um receptor
especifico para este peptideo, diferente dos receptores AT, e AT, para Ang Il (Santos e
cols., 1994; Ferrario e cols., 1998; Santos e cols., 2000).

Um argumento contra o estabelecimento definitivo da Ang-(1-7) como componente
ativo do SRA era a nao identificacdo de um receptor proprio para este peptideo
angiotensinérgico, apesar das varias evidéncias farmacoldgicas indicarem sua presencga

(Fontes e cols., 1994, 1997, 2000; Averill e Diz, 2000; Ito e Sved, 2000).

No entanto, Santos e cols. (2003) recentemente identificaram o protooncogene
Mas, considerado até entdo um receptor acoplado a proteina G “6rfao” (Zohn e cols.,
1998), como o receptor funcional para a Ang-(1-7), apesar de estes autores nao excluirem
uma interagdo indireta entre Mas e a Ang Il via receptor AT4 (Jackson e cols., 1988;
Ambroz e cols., 1991; von Bohlen und Halbach e cols., 2000). Estes achados
demonstraram que o Mas se liga a Ang-(1-7) e estd envolvido na mediagdo das agdes
biolégicas deste peptideo angiotensinérgico (Santos e cols., 2003).

Recentemente, uma enzima homdloga a ECA, uma carboxipeptidase denominada
ECA2, foi identificada em humanos e roedores. Os dominios cataliticos da ECA e ECA2
s&o idénticos em 42% da sequéncia de aminoacidos. A ECA2 catalisa a conversédo de Ang
| em Ang-(1-9) e degrada a Ang Il em Ang-(1-7), sendo que sua atividade nao é bloqueada
pelos inibidores da ECA. Dessa forma, a ECA2 previne o acumulo de Ang Il enquanto
favorece a formagao de Ang-(1-7), a qual promove em contra-regulacdo das acoes
deletérias da Ang Il (Donoghue e cols., 2000; Ye e cols., 2004).

A ECA2 exibe uma alta eficiéncia catalitica para a conversao de Ang Il a Ang-(1-7),

quase 500 vezes maior que para a conversao de Ang | a Ang-(1-9). A partir de um ensaio
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com mais de 120 peptideos, somente dois (dinofirna A e apelina 13) foram hidrolisados
pela ECA2 com cinética comparavel a conversao de Ang Il a Ang-(1-7). Assim, a ECA2
converte o vasoconstritor e promotor de crescimento Ang Il em Ang-(1-7), um peptideo
com propriedades vasodilatadoras e anti-proliferativas; provendo um aparente mecanismo
para balancear diretamente os niveis de Ang Il e Ang-(1-7), modulando os eixos
pressor/mitogénico e depressor/anti-proliferativo do SRA (Gallagher e cols., 2006).

Os estudos sobre a fungdo da Ang-(1-7) no controle da PA sugerem que o SRA
possui a capacidade de limitar as agdes pressoras e proliferativas da Ang Il através de
mecanismos que dependem da geracdo alternativa de Ang-(1-7). Neste contexto, a Ang-
(1-7) agiria como peptideo sinalizador da ativagdo do mecanismo de feedback negativo
que limitaria ou contra-regularia os efeitos produzidos pela Ang Il através da estimulagéo
de substancias vasodilatadoras como prostaciclinas, 6xido nitrico ou ambos (Ferrario e
cols., 1997). Estudo de Roks e cols. (1999), mostrou que a Ang-(1-7) antagoniza a
vasoconstricdo induzida pela Ang Il em artérias de seres humanos e inibe a ECA
plasmatica, cardiaca e vascular, sugerindo que a Ang-(1-7) seria um modulador do SRA
cardiovascular em humanos.

E bem documentado na literatura que a Ang |l e a Ang-(1-7) produzidas e agindo no
cérebro, desempenham papel importante na modulagado da fungao cardiovascular. Ainda,
vasoconstritoras e hipertréficas da Ang Il. A recente identificacdo da proteina ECA2 no
cérebro fornece evidéncias para um papel de tampao desempenhado por esta proteina
diante de ativacdo do SRA. A ECA2 parece desempenhar efeito de tamponamento, uma
vez que é capaz de converter o excesso de Ang Il em Ang-(1-7) em nucleos cerebrais

envolvidos na regulacao cardiovascular e autonémica (Doobay e cols., 2007).
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1.2.1 - Receptor Mas:

O protooncongene Mas foi detectado originalmente no DNA de linhagem de células
de carcinoma epidermoéide humano usando ensaios de co-transfec¢ao e tumorigenicidade
(Young e cols., 1986). O Mas codifica uma proteina da classe das proteinas G e, discute-
se seu envolvimento nas agbes da Ang Il. Essa proteina possui sete dominios
transmembrana hidrofébicos, sendo que o N- e C-terminal sao hidrofilicos, e pertence
portanto, a classe de receptores celulares de superficie acoplados a proteina G (Jackson e
cols., 1988; Ambroz e cols., 1991; Von Bohlen und Halbach e cols., 2000).

Por hibridizagéo in situ Rabin e cols. (1987) mapearam o gene Mas humano na
metade distal do cromossomo 6q (6924-q27), dentro de uma regidao freqientemente
reorganizada em células malignas. Esta localizagdo foi confirmada por estudos de
Southern blot e hibridizagao in situ fluorescente (Al-Ubaidi e cols., 1992; Riesewijk e cols.,
1996). Em camundongos, o gene Mas foi localizado no cromossomo 17 e em ratos no

cromossomo 1 (Cebra-Thomas e cols., 1992, Al-Ubaidi e cols., 1992).

o %
= EI ENl EIL EIV

Figura IV — Seqiiéncia de aminoacidos do gene Mas de rato e sua possivel posigdo na membrana celular.
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A localizagao celular e a distribuicdo do RNAm do protooncogene Mas no cérebro
de ratos machos através da hibridizagdo in situ, demonstra forte expressao no giro
denteado, area CA3 e CA4 do hipocampo, amigdala, tubérculo olfatério (parte medial),
cortex piriforme e bulbo olfatorio, e fraca expresséo por todo o neocortex e especialmente,
o lobo frontal (Bunnemann e cols., 1990; Martin e cols., 1992). Analise de Northern blot de
células endoteliais em cultura derivadas dos vasos de resisténcia do cérebro de ratos,
demonstrou a presenga do RNAmM do Mas (Kumar e cols., 1996), ndo sendo, observado
em cultura de células endoteliais de outros leitos vasculares, como aorta e vasos de
resisténcia do mesentério de ratos. Metzger e cols. (1995) demonstraram além de altos
niveis de transcricdo da expressdo do Mas no cérebro, expressao nos testiculos, e niveis
baixos de expressdo, mas detectaveis, nos rins e coragdo de ratos (Villar e Pedersen,
1994; Metzger e cols., 1995). De maneira similar, utilizando a técnica de RPA detectou-se
transcricdo do Mas nos testiculos, cérebro, coragao, rins e bulbo (Metzger e cols., 1995).
Villar e Pedersen, 1994, também demonstraram com retrotranscricdo seguida de reagao
na cadeia da polimerase (RT-PCR) a expressédo do Mas em O&rgaos periféricos de
camundongos, como figado, musculo esquelético, lingua, pulmdes, bago e também em
embrides de camundongos.

O primeiro estudo que demonstra fungao da proteina Mas foi realizado por Jackson
e cols. em 1988. O gene Mas foi expresso em odcitos Xenopus, e estavelmente expresso
em linhagem de células transfectadas de mamiferos. Em condi¢gdes de voltage-clamp, os
odcitos com injegao do RNA Mas exibiam uma corrente de entrada por indugao, de forma
dose-dependente, em resposta a angiotensinas (Ang |, Il e Ill), enquanto que em células

transfectadas a estimulagdo do Mas com Ang Il e Ang Ill produzia mobilizagao intracelular
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de Ca®" e também iniciava a sintese de DNA. Desta forma, a proteina Mas foi descrita
como um receptor funcional para angiotensinas. Varios outros estudos confirmaram esta
sugestao (Jackson e Hanley, 1989; McGillis e cols., 1989; Poyner e cols., 1990; Andrawis
e cols., 1991).

Contudo, a ativagao de correntes de entrada pelas angiotensinas em oécitos com
injecdo do RNA Mas nao foi inibida por antagonistas de Ang Il. Assim, duvidas surgiram
sobre se o produto do gene Mas poderia ser realmente um receptor para Ang Il, ja que
além disso, os mais importantes receptores de Ang Il AT, e AT, apresentavam somente
8% e 19% de homologia, respectivamente, com a proteina Mas (Sasaki e cols., 1991;
Mukoyama e cols., 1993). Por outro lado, Ambroz e cols. (1991) demonstraram que o
Ca*" intracelular aumentava em células transfectadas com Mas apds tratamento com Ang
Il apenas em células que expressavam receptor AT4 da Ang Il endogenamente. Dessa
forma, sugeriu-se que o Mas por si s6 ndo seria um receptor para Ang Il, mas um
modulador de receptor acoplado a proteina G envolvido na sinalizagao do receptor AT. A
demonstracao definitiva de que o Mas € na realidade o receptor para a Ang-(1-7) veio com
o trabalho pioneiro de Santos e cols. (2003), demonstrando que a delegdo genética do
receptor Mas abole a ligacdo da Ang-(1-7) em rim de camundongo e abole a agao
antidiurética promovida pela Ang-(1-7) apds sobrecarga hidrica em camundongos. Ainda,
este estudo demonstrou que a resposta vasodilatadora promovida pela Ang-(1-7) € abolida
em anéis de aorta de camundongos KO-Mas. Estes achados identificaram o receptor Mas,
como um receptor funcional para a Ang-(1-7), fornecendo bases moleculares e fisiologicas

claras para as ac¢oes deste heptapeptideo biologicamente ativo (Santos e cols., 2003).
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Figura V — Apresentagdo esquematica do sistema renina-angiotensina e da possivel interagdo da proteina

Mas com os componentes deste sistema.

1.3 - Sistema Renina-Angiotensina e Sistema Nervoso Central:

A inter-relacdo entre o SRA hormonal e o SNC foi demonstrada pela primeira vez

por estudos de Bickerton e Buckley, em 1961. Estudos posteriores demonstraram que a

Ang Il interage com o sistema nervoso autbnomo em varios niveis, principalmente nos

terminais nervosos pos-ganglionares, ganglios simpaticos e dentro do SNC. A relacao

entre o0 SRA e o SNC recebeu novo impeto com os estudos do grupo do Professor

Ganten, do Max-Delbriick Center (MDC) em Berlim, que relataram que a Ang Il pode ser
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produzida dentro do proprio cérebro e pode ter uma importante funcdo no
desenvolvimento da hipertensao (Bader e cols., 2001).

A confirmacdo da existéncia dos componentes do SRA no cérebro se deu com o
avangco dos métodos moleculares para deteccdo do RNAm. Altos niveis de
angiotensinogénio e seu RNAm foram encontrados no hipotalamo e tronco cerebral, areas
do cérebro importantes para a regulagao cardiovascular central. Os astrécitos representam
o principal tipo de célula sintetizadora de angiotensinogénio. A renina e a ECA também ja
foram detectadas no cérebro (Bader e cols., 2001).

A detecgao de imunorreatividade para Ang Il no cérebro apds nefrectomia foi uma
importante evidéncia de que o SRA cerebral é regulado independentemente do SRA
periférico. A Ang Il é distribuida no cérebro com alta densidade no hipotalamo, sistema
limbico, tronco cerebral e medula espinhal. Outros peptideos angiotensinérgicos, além da
Ang Il, foram também identificados no cérebro, como a Ang lll, Ang IV e Ang-(1-7) (Bader
e cols., 2001).

A caracterizagao e a deteccao de receptores para Ang Il no SNC foi uma importante
condicdo para a determinagdo da existéncia do SRA cerebral (Bader e cols., 2001).
Receptores angiotensinérgicos estédo localizados no cérebro, particularmente em regides
que exercem importante fungdo na regulagdo da PA e da homeostase dos fluidos
corporais, tais como 6rgao circunventricular e NTS (Dampney, 1994). Em particular,
estudos utilizando auto-radiografia ttm demonstrado uma alta densidade de receptores na
regiao ventral do bulbo, regido de grande importancia na regulacdo da PA nas espécies
estudadas e inclusive em humanos, (Allen e cols., 1998; MacGregor e cols., 1995; Yang e

cols., 1997).
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A presencga do protooncogene Mas e do Mas-mRNA ja havia sido descrita no SNC
de ratos (Bunnemann e cols., 1990; Martin e cols., 1992). No entanto, a recente
identificacdo do receptor Mas em areas especificas do SNC de ratos (Becker e cols.,
2005) associada as evidéncias funcionais do papel da Ang-(1-7) na manutengdo da
atividade simpatica (Oliveira e cols., 1996; Potts e cols., 2000), reforcam a possibilidade de
uma contribuicdo definitiva deste heptapeptideo na regulagdo das funcdes
cardiovasculares.

Recentemente, Doobay e cols. (2007) demonstraram que ha expressao da proteina
ECA2 no cérebro de camundongos, predominantemente em areas envolvidas na
regulacdo central das fungbes cardiovasculares. Este estudo ainda demonstrou que a
expressdo da ECA2 esta localizada preferencialmente em neurénios. Considerando as
bem documentadas acgbes da Ang Il e Ang-(1-7) centrais na modulagdo das funcdes
cardiovasculares, e que os efeitos benéficos do bloqueio do SRA tém sido atribuidos a
inibicdo das propriedades vasoconstritoras e hipertréficas da Ang Il, a ECA2 parece
desempenhar um efeito tampao sobre os excessos de Ang Il nos nucleos centrais
envolvidos com a regulagdo autonémica das fungdes cardiovasculares (Doobay e cols.,
2007).

Nos ultimos anos a compreensao da importancia dos peptideos angiotensinérgicos
e seus receptores dentro do SNC na regulacao cardiovascular evoluiu bastante. Apesar
disso, os varios estudos tém demonstrado que a acdo da Ang Il no RVLM, CVLM e NTS
parece ser dependente do estado do animal estudado e da informacéao aferente especifica

(Head e cols., 2002).
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1.3.1 - Sistema Renina-Angiotensina e Reflexos Cardiovasculares:

Varias substancias podem modular a atividade cardiovascular reflexa, entre elas os
peptideos do SRA. O SRA tecidual estad envolvido na regulagdo da estrutura e fungao
cardiovascular e, consequentemente no controle a longo prazo da PA, contribuindo de
forma significativa para o desenvolvimento e manutencéo da alta resisténcia periférica e
hiper-reatividade vascular encontradas em varias formas de hipertensdo essencial e
experimental (Averill e Diz, 2000; Campagnole-Santos e Haibara, 2001).

Os barorreceptores, além das respostas autondmicas, controlam a liberagdo de
varios horménios (catecolaminas, angiotensina, vasopressina), que sao coadjuvantes na
manutengdo dos niveis basais de presséao, intensificando e prolongando as respostas
cardiovasculares por minutos ou até mesmo horas (controle mais efetivo da PA) (Averill e
Diz, 2000).

A acéo inibitoria da Ang Il sobre o barorreflexo tem sido bem descrita em diversos
estudos utilizando diferentes modelos de hipertensao arterial em caes, coelhos e ratos,
tanto apds administragao periférica quanto central (Dampney, 1994; Phillips e Sumners
1998; Averill e Diz 2000; Campagnole-Santos e Haibara, 2001). A Ang Il estaria envolvida
tanto no deslocamento da faixa de funcionamento dos barorreceptores (alteragéo de set
point) quanto na redugdo do ganho do controle barorreflexo (Averill e Diz, 2000).
Interessantemente, o efeito da Ang Il sobre o barorreflexo independe da elevagao da PA
causada por esse peptideo (Averill e Diz, 2000, Campagnole-Santos e Haibara, 2001).
Essa observacao indica que o efeito atenuador da Ang Il sobre o barorreflexo deve ser
exercido por agado central, como demonstrado nos estudos com administracao
intracerebroventricular de captopril em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (Philips

e Sumners, 1998; Averill e Diz, 2000).
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Como revisado por Averill e Diz (2000), varios estudos tém mostrado que a Ang-(1-
7) central pode agir como um importante neuromodulador, especialmente em areas
bulbares relacionadas com o controle tonico e reflexo da PA. A infuséo
intracerebroventricular (ICV) de Ang-(1-7) ndo modifica significativamente os niveis basais
da pressao arterial média (PAM) e FC, contudo, produz uma significativa facilitagcédo do
controle reflexo barorreceptor. Esta observagao contrasta com a significativa atenuagao do
barorreflexo produzida pela infusdo ICV de Ang Il e Ang lll (Campagnole-Santos e cols.,
1992; Oliveira e cols., 1996; Britto e cols., 1997; Averill e Diz, 2000; Chaves e cols., 2000).
Apesar das varias evidéncias do papel da Ang-(1-7) na modulagdo da sensibilidade
barorreflexa, estudos caracterizando o papel do receptor Mas nesses efeitos da Ang-(1-7)
s&o ainda necessarios.

O papel das fibras aferentes vagais no controle da liberagdo de renina tém sido
estudado desde a década de 60. Os estudos demonstraram que a liberagdo de renina
renal é provavelmente devida ao aumento da atividade simpatica renal, sendo aumentada
durante vagotomia. Ainda, um estudo da década de 70 demonstrou uma redug¢do de 56%
na secrecao de renina durante a estimulacdo do reflexo cardiopulmonar por distensao
atrial esquerda. Outro estudo da mesma época demonstrou que a inje¢ao intracoronariana
do alcaldide veratridina inibia a liberagdo de renina durante hemorragia ndo hipotensiva
(10% peso corporal). Estas respostas de alteragdo na liberagdo de renina eram todas
abolidas pela vagotomia, evidenciando assim que os receptores cardiopulmonares com
suas fibras aferentes vagais podem significativamente influenciar a liberacdo de renina
(Thorén, 1979). O aumento reflexo na secregao de renina e a consequente ativagdo do
SRA poderiam resultar de uma fungéo dos receptores cardiopulmonares na regulagao do

volume sanguineo (Thorén, 1979).
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Estudos atuais descrevem evidéncias de que a Ang Il pode atenuar a resposta
hipotensora e bradicardica que constitui o reflexo de Bezold-Jarisch. Por exemplo,
hipotensdo e bradicardia foram observadas em homens que receberam infusdo de
inibidores da renina e discute-se a possibilidade de essa resposta ser devida a
exacerbacédo do reflexo de Bezold-Jarisch (Uggere e cols., 2000, Sever e cols., 2001).
Apesar das evidéncias, poucos ainda sao os estudos que relacionam o Reflexo de Bezold-
Jarisch e 0 SRA, e, nenhum deles demonstrou ainda uma relagao estreita entre os dois.

Atualmente, acredita-se que peptideos vasoativos também participem da regulagao
da excitabilidade dos quimiorreceptores carotideos, alterando a frequéncia de disparo das
fibras aferentes. Estudos tém demonstrado que a Ang Il modula a descarga aferente do
nervo carotideo no corpusculo carotideo, sendo essa acao claramente distinta dos efeitos
vasculares e hemodinémicas da Ang Il (Leung e cols., 2003).

Recentemente, identificou-se uma alta densidade de receptores AT1 da Ang Il no
corpusculo carotideo, e demonstrou-se que a hipdxia cronica pode aumentar a expressao
e funcao dos receptores AT da Ang Il no corpusculo carotideo (Allen, 1998; Leung e cols.,
2000). Estes estudos fornecem evidéncias para uma possivel funcdo da Ang Il na
mediagdo da atividade dos quimiorreceptores carotideos (Leung e cols., 2003). Além
disso, A Ang Il via receptor AT4, também pode centralmente modular o quimiorreflexo.
Estudos de Paton e Kasparov (1999) mostram que a microinjegcdo de Ang Il no NTS

potencia o componente cardiovagal deste reflexo.
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1.4 — Hipétese:

Até o momento, os estudos sobre o papel do sistema renina-angiotensina sobre o
controle neural da PA demonstram que a Ang Il diminui a sensibilidade do barorreflexo, e
ainda sugerem que esta angiotensina diminui a sensibilidade do reflexo de Bezold-Jarisch
e facilita a resposta quimiorreflexa. Sabendo-se que varias agbdes da Ang-(1-7) séo
opostas aquelas observadas pela Ang I, principalmente no que se refere aos seus efeitos
sobre o controle cardiaco e vascular, bem como sobre a sensibilidade barorreflexa, é
razoavel supor que o heptapeptideo Ang-(1-7), agindo em seu receptor Mas, também
participe da regulacéo do reflexo Bezold-Jarisch e do quimiorreflexo. Com a possibilidade
de utilizar animais geneticamente modificados quanto a expressdao do receptor Mas,
avaliamos a hipotese de que a Ang-(1-7), via receptor Mas, contribui para a modulagéo
das respostas cardiovasculares reflexas, em camundongos com dele¢cédo do receptor Mas
ou com superexpressao deste receptor no cérebro.

Ainda, considerando as evidéncias de ag¢des contra-regulatérias entre Ang IlI/Ang-
(1-7), e a possibilidade de interacdo dos receptores Mas/AT¢, também avaliamos em
nosso estudo a hipétese de a delegcao do receptor Mas alterar os efeitos mediados pela
Ang Il, em decorréncia da auséncia dos efeitos contra-regulatérios mediados pela Ang-(1-

7), via receptor Mas.
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2 - OBJETIVOS:

2.1 - Objetivo Geral:

v' Avaliar as respostas cardiovasculares reflexas em camundongos com alteragdes

na expressao do receptor da Angiotensina-(1-7), Mas.

2.2 - Objetivos especificos:

1.

Caracterizar os parametros cardiovasculares basais em camundongos com
delecdo do receptor Mas (KO-Mas) e com superexpressdo deste receptor no

cérebro (NSE-Mas).

. Avaliar o efeito simpatico e vagal cardiacos em camundongos com dele¢cdo do

receptor Mas (KO-Mas).

. Caracterizar as respostas reflexas a estimulacdo dos barorreceptores,

receptores cardiopulmonares e quimiorreceptores em camundongos com
delecao do receptor Mas (KO-Mas).

Investigar a influéncia dos peptideos angiotensinérgicos, Ang Il e Ang-(1-7), na
modulagdo central e periférica das respostas cardiovasculares, em
camundongos com delegcéo do receptor Mas (KO-Mas) e com superexpressao

deste receptor no cérebro (NSE-Mas).
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3 - MATERIAL E METODOS:

3.1 - Animais:

Utilizamos camundongos controle (Wild Type, WT) e com alteragcbes da
expressao do receptor da Ang-(1-7), receptor Mas: com delec¢ao do receptor da Ang-(1-
7) Mas (KO-Mas) e com superexpressao deste receptor no cérebro (NSE-Mas), de
duas linhagens diferentes (C57BL6J e FVBN). Os animais foram utilizados com idade
entre 4 e 6 meses, peso entre 25 e 35 g. Os animais foram mantidos no Biotério de
animais transgénicos do Laboratério de Hipertensao, do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Minas Gerais ou no Animal House do Max-Delbrick Center
— Berlim — Alemanha.

A partir dos avangos na manipulagdo genética e nas técnicas de fisiologia e
biologia molecular, os camundongos se tornaram o modelo animal de escolha para o
estudo das bases genéticas das doengas humanas. Os dois métodos de manipulagao
genética mais comumente utilizados sao: superexpressao e delecao (knockout), que
tém sido extremamente uteis no estabelecimento da funcédo de um gene in vivo. Em
nosso estudo, utilizamos os dois modelos de manipulagdo genética na intengcao de
elucidar algumas das fungdes do receptor da Ang-(1-7), Mas, na modulagao das

respostas cardiovasculares reflexas.

3.1.1 - Camundongos geneticamente modificados para o gene Mas:

3.1.1.1 — Camundongos com deleg¢ao do receptor Mas:
A interrupcdo direcionada do protooncogene Mas foi realizada através da
recombinagdo homoldgica em células tronco embrionarias promovendo a delegao da

regido codificadora do terminal 253 dos aminoacidos do Mas incluindo seis dominios
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transmembrana e a perda da expressao do Mas no cérebro e nos testiculos (Walther,
1998). Os camundongos homozigotos com delegcdo do Mas reproduzidos a partir do
cruzamento de camundongos 129 e C57BL6J sdo saudaveis, crescem normalmente e
nao apresentam nenhuma anormalidade 6bvia no desenvolvimento (Walther e cols.,
1998). Apesar da alta expressao de Mas nos testiculos, os camundongos KO-Mas sao
férteis e geram numero igual de filhos machos e fémeas (Walther, 1998). Ainda,
nenhuma alteragao evidente foi detectada na morfologia do hipocampo e de suas sub-
regides indicando que o padrdo de distribuicdo citoarquitetbnica e os subtipos de
neurdnios nao sao afetados pela ablacao do Mas.

Santos e cols. (2003) demonstraram que em cortes histologicos de rins dos
camundongos KO-Mas a ligagao de Ang Il (principalmente aos receptores AT4) nao
esta alterada. Contudo, a ligagdo de Ang-(1-7) esta ausente, indicando que o Mas € um
receptor para Ang-(1-7). Experimentos realizados pelo mesmo grupo, demonstraram
que a acao antidiurética da Ang-(1-7), classicamente conhecida em ratos com
sobrecarga hidrica, esta abolida em camundongos KO-Mas. Ainda, demonstrou-se que
a agao vasodilatadora da Ang-(1-7) em anéis de aorta isolados de camundongos WT, é
completamente abolida nos camundongos KO-Mas.

A distribuicdo de células com expressdo de AT, em diferentes estruturas
cerebrais em camundongos KO-Mas e WT foi analisada por imunohistoquimica (von
Bohlen und Halbach e cols., 2000). Nenhuma alteragao significativa foi encontrada
entre as duas linhagens de animais. Em contraste, diferencas significativas foram
observadas em experimentos de eletrofisiologia. Neurbnios da amigdala que
apresentam expressao do receptor Mas foram avaliados e observou-se que enquanto
em camundongos WT a administragcdo de Ang Il induz aumento dos potenciais de
campo, a Ang Il reduz o numero de potenciais nos neurdnios da amigdala de

camundongos KO-Mas (Alenina, 2003).
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129 x C57BL/6
Mas-Knockout mice

Coupled 7 times Coupled 7 times
with pure C57BL6J with pure FVBN
mice mice

C57BL/6 FVB/N
Mas-Knockout mice Mas-Knockout mice

Figura VI — Estratégia de reproducéo para camundongos KO-Mas e para camundongos com background

genético puro (Alenina, 2003).

3.1.1.2 - Camundongos com superexpressao no cérebro do receptor Mas:
Para tentar esclarecer a funcdo do receptor Mas, varios modelos de
camundongos transgénicos com superexpressdao do protooncogene Mas foram

produzidos. Os camundongos transgénicos foram gerados pela microinjegdo do DNA
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construct dentro do pré-nucleo de odcito de camundonga fertilizada. A inser¢gao do
transgene dentro do genoma e a existéncia dos transgenes foi analisada utilizando
PCR e Southern blot. A expressao do transgene foi analisada por RNAse Protection
Assay.

A construgdo do camundongo transgénico com superexpressdo do receptor
Mas no cérebro foi realizada com a utilizagdo do promotor NSE (neuron-specific
enolase gene). Para distinguir entre o Mas enddégeno e o Mas transgénico, e
considerando que a proteina Mas do camundongo e a proteina Mas do rato sao
idénticas em 97% (Metzger e cols.,1995), o cDNA Mas de rato foi utilizado para
clonagem. Os fragmentos NSE-Mas contidos no promotor, Mas cDNA, e a sequéncia
SV40 foram cortados dos plasmidios, purificados em gel de agarose, dissolvidos a
concentracao de 3 ng/pl, e usados para as microinjecdes (Alenina, 2003).

Os camundongos transgénicos com o receptor Mas sob controle do promotor
neuron-specific enolase (NSE) demonstraram alta expressao do transgene no cérebro
e baixa quantidade de RNAm em outros 6érgdos como rins, coragado, pulmao e bago

(Alenina, 2003).

3.2 - Anestesia:

Nos protocolos em que utilizamos animais anestesiados, todos os
procedimentos cirurgicos e experimentais foram realizados sob efeito do anestésico
Uretana (Sigma), administrado por via intraperitoneal na dose de 1.2 g/Kg.

Nos experimentos em que utilizamos os animais conscientes para registro, os
procedimentos cirurgicos foram realizados 24 horas antes sob a mistura anestésica

Ketamina (4.5 mg/Kg)+ Xilazina (0.2 mg/Kg).
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3.3 — Procedimentos cirurgicos:

3.3.1 - Canulagao de vasos sanguineos:

3.3.1.1 — Experimentos em animais anestesiados:

Nos animais utilizados para protocolos experimentais sob anestesia geral, a
artéria femoral esquerda e a veia jugular direita foram canuladas. Para canulagéo da
artéria femoral utilizamos canula confeccionada a partir da conexdo de 3 a 4 cm de
polietileno PE5S0 a 1 cm de ponta de ponteira de 5 yl (Eppendorf 5242 956.003 — Zeiss
471877), preenchida com solucdo fisiolégica (NaCl 0.9%) contendo heparina (5.000
U.l.). Apds posicionamento do animal em decubito dorsal sobre a mesa cirurgica, foi
realizada tricotomia da regido inguinal esquerda do animal. Uma pequena incisdo na
pele foi realizada utilizando-se tesoura pequena. Com o auxilio de lupa, o feixe vasculo-
nervoso femoral foi localizado e a artéria femoral foi cuidadosamente isolada. A céanula
foi introduzida na aorta abdominal através da artéria femoral, sendo utilizada para
obtencao do registro dos parametros cardiovasculares.

Para canulagéo da veia jugular foram utilizados dois tipos diferentes de canulas.
Uma delas, utilizada para administragdo de drogas em bélus, foi confeccionada com
polietileno PE10, medindo de 5 a 6 cm, preenchida com solugao salina (NaCl 0,9%). O
tamanho desta canula foi determinado como sendo o tamanho necessario para
armazenar um volume de 5 pl, volume esse utilizado em cada injegdo em bélus.

A canulacdo da veia jugular direita iniciou-se com tricotomia da regido anterior
direita do pescogo do animal, posicionado como descrito acima. Também com auxilio
de lupa, a veia jugular foi cuidadosamente isolada e canulada.

Uma segunda canula foi inserida na mesma veia jugular, imediatamente apos a

introducao da primeira, nos protocolos experimentais em que foram realizadas infusdes
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intravenosas de drogas. Esta canula foi confeccionada a partir da conexdo de 3 a 4 cm
de polietileno PE50 a 1 cm de polietileno PE10, preenchida com solugéo salina (NaCl
0,9%). Para conexdo dos tubos de polietileno de todas as canulas utilizamos ferro de

solda e fio guia.

3.3.1.2 — Experimentos em animais nao anestesiados:

Nos protocolos nos quais os experimentos foram realizados com animais
conscientes, os procedimentos cirdrgicos foram realizados 24 horas antes do
experimento. Para os protocolos de avaliagdo dos reflexos cardiovasculares e do tdnus
autondmico os animais foram submetidos a canulacido da artéria e veia femorais
esquerdas. Para os protocolos de avaliacdo dessas mesmas variaveis durante a
infusdo intravenosa de drogas, além da canulagdo da artéria e veia femorais, os
animais também foram submetidos a canulagéo da veia jugular direita.

Para canulagdo da artéria femoral utilizamos canula confeccionada a partir da
conexéo de 8 a 10 cm de polietileno PE50 a 3 - 4 cm de ponta de ponteira de 5 pl
(Eppendorf 5242 956.003 — Zeiss 471877), preenchida com solugéo fisioldégica (NaCl
0,9%) contendo heparina (5.000 U.l.). Apés a conexao dos polietilenos, a canula foi
angulada a aproximadamente 90° para facilitar a manipulagao e fixagédo. A veia femoral
foi canulada com canula confeccionada a partir da conex&o de 3 a 4 cm de polietileno
PES50 a 6 a 7 cm de polietileno PE10 e este a 2 cm de MRE 010 (Micro-Renathane
Tubing 0.010 x 0.005) preenchidas com solugao salina (NaCl 0,9%). As conexdes
foram todas realizadas utilizando aquecimento com ferro de solda e fio guia.

Apdbs o posicionamento do animal em decubito dorsal sobre a mesa cirurgica, foi
realizada tricotomia da regido inguinal esquerda do animal. Uma pequena incisdo na
pele foi realizada utilizando tesoura pequena. Com o auxilio de lupa, o feixe vasculo-

nervoso femoral foi localizado e a artéria e veia femorais foram cuidadosamente
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isoladas. A canula arterial foi introduzida delicadamente na aorta abdominal através da
artéria femoral, sendo utilizada para obtencdo do registro dos parédmetros
cardiovasculares. A canula venosa foi introduzida através da veia femoral até a veia

cava inferior, utilizada para inje¢ao de drogas.

Figura VII — Foto ilustrativa do feixe vaculo-nervoso femoral (seta 1) em um camundongo. A seta 2
ilustra uma veia e uma artéria femorais isoladas imediatamente antes da canulagao. Estas imagens

foram obtidas através de lupa cirurgica (aumento 40 X).

Para canulagdo da veia jugular direita utilizamos cénula confeccionada a partir
da conexao de 3 cm de polietiieno PE50 a 1 cm de polietileno PE10. Apds a conexao
(com ferro de solda e fio guia), foi realizada angulagdo do PE50 a aproximadamente
90°. A canulagédo da veia jugular foi utilizada para infusdes intravenosas de drogas.
Todas as canulas, antes de introduzidas foram preenchidas com solugéo salina (NaCl

0,9%) contendo heparina (5.000 U.I.)
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A canulagdo da veia jugular direita iniciou-se com tricotomia da regido anterior
direita do pescogo do animal, posicionado como descrito acima. Também com auxilio
de lupa, a veia jugular foi cuidadosamente isolada e canulada.

Apoés todas as canulagdes, os cateteres foram muito bem fixados e
exteriorizados subcutaneamente, em direcdo ao dorso do animal na regi&do cervical. As
incisbes foram entao suturadas cuidadosamente e os animais colocados em caixas

individuais, com livre acesso a agua e ragao por pelo menos 24 horas.

3.3.2 - Canulagéao do Ventriculo Lateral:

A cirurgia estereotaxica para canulagdo do ventriculo lateral foi realizada 7 dias
antes do protocolo experimental. Para isso o animal foi anestesiado com a mistura
Ketamina (4.5 mg/Kg) + Xilazina (0.2 mg/Kg) e posicionado em decubito ventral, em um
aparelho estereotaxico para pequenos animais (David Kopf Instruments, Tujunga, CA,
USA) com a cabega em posigao horizontal (0 mm da linha interaural). Apos tricotomia
de cabecga, o0 osso parietal foi exposto na regido do bregma através de uma pequena
incisdo na pele. Uma pequena abertura no osso parietal foi realizada, de acordo com
as seguintes coordenadas: 0,5 mm posterior ao bregma, 1,1 mm lateral a linha
mediana (Paxinos e Franklin, 2001). Uma canula guia (agulha hipodérmica 25 x 6 mm,
tamanho: 9 mm) fixada ao suporte do estereotaxico foi introduzida na abertura do osso
parietal 1,0 mm abaixo da superficie do osso (Paxinos e Franklin, 2001). Essa canula
guia foi fixada ao cranio do animal utilizando resina acrilica odontoldgica
autopolimerizavel com auxilio de pequenos parafusos de acgo inoxidavel previamente
fixados ao cranio do animal. Apds fixacdo, mandril de aco inoxidavel foi introduzido na
canula para evitar a obstrucdo da mesma. Em seguida, os animais foram colocados em
caixas coletivas, com agua e ragao a vontade, por um periodo de 7 dias, a fim de se

recuperarem da cirurgia.
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Figura VIII — A) Foto ilustrativa de um camundongo posicionado no aparelho estereotaxico
imediatamente antes da canulagéo do ventriculo lateral. B) Foto ilustrativa de dois camundongos com

canulas ja posicionadas no ventriculo lateral, em fase de recuperagao.

3.4 - Mensuragao da temperatura retal:

Nos experimentos utilizando camundongos anestesiados, a mensuragao
continua da temperatura corporal é fundamental (Rao e Verkman, 2000; Peotta e cols.,
2001). Para isso utilizamos colchao aquecido ou lampada incandescente durante todos
os protocolos experimentais para manutengdo da temperatura interna do animal em
niveis adequados. A mensuracdo da temperatura foi realizada através de um
multimetro digital (Minipa — ET 2042) conectado ao reto do animal. A temperatura foi

mantida entre 36 e 38° C durante todo o protocolo experimental.
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3.5 - Injegdes intravenosas:

As injegdes intravenosas foram realizadas em bolus com seringa Hamilton de 50
pl (didmetro: 1.03 mm, série #705, Reno, Nevada, USA), fixadas a um suporte especial,
projetado pelo Prof. Dr. Pedro Guertzenstein (desenvolvido nas oficinas da UFMG), que
permite a infusdo precisa dos volumes desejados. A seringa foi conectada a canula
inserida na veia jugular (para animais anestesiados) e foram realizadas injegdes no
volume de 5 pl. Nos experimentos com animais n&o anestesiados, uma seringa
Hamilton de 50 pl foi utilizada para preenchimento do polietiieno com a droga e as
injecdbes em bolus foram realizadas com auxilio de uma seringa de 1 ml, injetando
aproximadamente 30 pl por vez, na veia femoral.

Para infusdo de drogas durante todo o protocolo experimental, tanto em animais
anestesiados quanto em animais acordados, utilizamos seringas de 1 ml, posicionadas
em bomba de infusdo. As diferentes drogas ou solugao salina foram administradas no
volume de 5 pl por minuto ou 300 ul por hora, através de bomba de infusdo (Pump 11 —

Harvard Apparatus — Holliston, MA — 01746 — serial n°® B02877).

3.6 - Microinjegoes intracerebroventriculares (ICV):

No dia do experimento, apds a retirada do mandril, uma canula injetora (10,4
mm), confeccionada a partir de um tubo de acgo inoxidavel (33G, Hypo Tube — Small
Parts) foi conectada a um tubo de silicone (diametro semelhante ao PE10) e
introduzida no ventriculo lateral. A canula injetora foi preenchida previamente com
solucéao salina (NaCl 0,9%) estéril ou com a droga utilizada no protocolo experimental e
o tubo de silicone conectado a seringa Hamilton de 10 pl (didmetro: 0.46 mm; série 701
- Reno, Nevada, USA) posicionada em uma bomba de infusdo (Pump 11 — Harvard
Apparatus — Holliston, MA — 01746 — serial n° B02877). O volume utilizado para infusao

ICV foi de 2ul por hora.
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Ao final de cada experimento, foi microinjetado 0,5ul do corante Alcian Blue (5%
em tampao acetato, 0,1M, pH 3,0) para permitir a identificagdo dos sitios de cada
microinjecao para posterior verificagédo histologica.

3.7 - Drogas:

As drogas utilizadas foram dissolvidas em solugéo salina (NaCl 0,9%) nas
concentragdes devidas e aliquotadas (10 pl), em tubos eppendorf mantidos a -20° C
(solugado estoque). No dia do experimento, as solu¢gdes foram preparadas a partir da
solugéo estoque pela adigao de solugdo salina (NaCl 0,9%). Cada aliquota foi utilizada

uma unica vez.

3.8 - Registro das variaveis cardiovasculares:

A pressao arterial pulsatil (PAP) foi registrada por um sinal enviado a um
transdutor conectado a canula inserida na aorta abdominal pela artéria femoral, através
do sistema de aquisi¢cao de dados (Biopac System, modelo MP100, serial 96122386 ou
Power Lab System 4/20 — ADInstruments). As oscilagbes de pressao captadas foram
amplificadas e convertidas através de placa de conversdo analogico/digital em sinais
que alimentam a placa de aquisicao de dados. Através do software de leitura da placa,
Acgknowledge v.3.5.7 (Biopac System) ou Chart 4 for Windows (Power Lab System), a
pressao arterial pulsatii foi coletada continuamente com uma frequéncia de
amostragem de 2000-4000 Hz. Os valores de PAM e FC foram calculados a partir de
pulsos de pressao arterial e registrados pelo sistema. Estas trés variaveis foram
apresentadas simultaneamente em canais diferentes no monitor e armazenadas em

disco rigido.

3.9 - Teste de sensibilidade do controle barorreflexo da FC:
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Em 1969 Smyth e cols. descreveram o método mais antigo e que ainda hoje é o
mais utilizado para estimulagdo do barorreflexo. Este método consiste na injegcéo
intravenosa de doses crescentes de substancias vasoconstritoras (fenilefrina, agonista
o-adrenérgico) e substancia vasodilatadora (nitroprussiato de sédio, doador de 6xido
nitrico), o que produz aumento ou da PA respectivamente, que por sua vez aumenta ou
diminui a atividade dos barorreceptores arteriais, e reflexamente induz alteragées da
FC (bradicardia barorreflexa ou taquicardia barorreflexa).

Doses crescentes de fenilefrina (FE) (0.25 yg e 0.5 pg) e de nitroprussiato de
sodio (NPS) (0.25 pg e 0.5 pg) foram injetadas em bélus por via intravenosa. Através
deste procedimento, procuramos obter respostas pressoras de até 40 mmHg. As doses
foram injetadas respeitando-se um volume fixo de 5 pl para animais anestesiados (via
veia jugular) e 30 yl para animais conscientes (via veia femoral). Um intervalo minimo
de 2 minutos entre as inje¢des foi respeitado para retorno da PAM e FC aos valores
basais.

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada relacionando-se as alteragoes
reflexas de FC induzidas por alteragdes transitorias da PAM. As alteragcbes maximas de
FC foram convertidas em intervalo de pulso (IP) através da formula: IP (em
milisegundos, ms) = 60.000/FC. A sensibilidade do barorreflexo foi estimada pela
meédia aritmética das razdes entre as alteragbes de IP (ms) e alteracbes da PAM
(mmHg) para cada dose de FE e NPS utilizadas (AIP/APAM, ms/mmHg), denominado
indice de sensibilidade barorreflexa (Campagnole-Santos e cols., 1988).

Em alguns protocolos, a bradicardia barorreflexa foi avaliada considerando-se a
variagdo da FC pela variagdo do tempo, ou seja, AFC/At (bpm, seg). Para isso a
resposta bradicardica foi dividida em dois componentes: um componente rapido (1°
componente) e um componente lento (2° componente), conforme demonstrado na

figura abaixo:
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FCf

Figura IX — Tragado de registro representativo da FC, ilustrando a resposta bradicardica barorreflexa
induzida pela administragao i.v. de fenilefrina, em um camundongo. As barras vermelhas indicam a
separagao desta resposta entre os componentes (1° componente e 2° componente), conforme descrito

por Coleman e cols., 1980.

Foi realizada entdo a analise da inclinagado (slope) dos dois componentes
separadamente. De acordo com estudos de Coleman e cols., (1980), o 1° componente,
denominado de componente rapido da bradicardia barorreflexa, parece estar mais
relacionado a modulacdo da resposta barorreflexa pelo sistema nervoso autonémico
parassimpatico (ativagdo vagal), enquanto que o 2° componente, denominado
componente lento da bradicardia barorreflexa, parece estar mais relacionado a
modulagdo pelo sistema nervoso autondémico simpatico, ou seja, representaria a

simpatoinibigao.
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3.10 - Teste de avaliagao do reflexo Bezold-Jarisch:

O reflexo Bezold-Jarisch foi avaliado através da injecao de fenilbiguanida, um
agonista serotoninérgico seletivo para os receptores 5-HT;. Trabalhos na literatura
(Coleridge e Coleridge, 1984; Vasquez e cols., 1995; Paton, 1998; Paton e Butcher,
1998; Aviado e Aviado, 2001) mostram que a estimulagao dos receptores 5-HT3 ativa
seletivamente o reflexo de Bezold-Jarisch. Doses crescentes de fenilbiguanida (FB)
(0.5 pg e 1.0 pg) foram injetadas em bdlus por via intravenosa. As alteracbées maximas
de PAM e FC foram avaliadas e os deltas calculados. As doses foram injetadas
respeitando-se um volume fixo de 5 ul para animais anestesiados (via veia jugular) e 30
ul para animais conscientes (via veia femoral). Um intervalo minimo de 2 minutos entre

as injegdes foi respeitado para retorno da PAM e FC aos valores basais.

3.11 - Teste de avaliagao do Quimiorreflexo:

O cianeto de potassio (KCN) é descrito na literatura como um potente estimulo
para os quimiorreceptores periféricos (Biscoe e Duchen, 1990; Franchini e Krieger,
1993) por inibir a enzima citocromo-oxidase. Como consequéncia, ocorre déficit
energético celular associado a indisponibilidade de oxigénio, promovendo hipdxia
citotoxica, o que leva a estimulagdo das células quimiossensiveis do corpusculo
carotideo.

Doses crescentes de KCN (10 ug e 20 ug, para animais anestesiados; 2.5 uge 5
Mg, para animais conscientes) foram injetadas em bélus por via intravenosa. As
alteracdes maximas de PAM e FC foram avaliadas e os deltas calculados. As doses
foram injetadas respeitando-se um volume fixo de 5 pl para animais anestesiados (via
veia jugular) e 30 ul para animais conscientes (via veia femoral). Um intervalo minimo
de 2 minutos entre as inje¢des foi respeitado para retorno da PAM e FC aos valores

basais.
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3.12 - Avaliagao do tdnus autonémico:

O ténus vagal e simpatico foram avaliados pela determinagédo das alteragbes n
FC induzidas pela injecao intravenosa (i.v.) de metilatropina (1 mg/kg) ou atenolol (1
mg/kg), respectivamente. A FC basal foi considerada como o valor de FC
imediatamente antes da realizagdo de qualquer dos bloqueios (parassimpatico ou
simpatico). O efeito vagal foi avaliado como a diferenga entre a FC maxima apds
injecdo de metilatropina e a FC basal ou controle. A avaliagdo do efeito simpatico foi
realizada através da diferenca entre a FC basal e a FC minima apods injecédo de
atenolol. O ténus vagal foi calculado como a diferenca entre a FC intrinseca e a FC
minima, enquanto o ténus simpatico foi calculado como a diferenca entre a FC maxima
e a FC intrinseca. A FC intrinseca foi avaliada apds o duplo bloqueio com metilatropina

e atenolol. (Negréo e cols., 1992; Angelis e cols., 2004).

3.13 - Protocolos Experimentais:

1) Avaliagdo dos parametros cardiovasculares basais, do ténus autonémico e reflexos
cardiovasculares em camundongos com delecdo do receptor Mas (KO-Mas)

anestesiados:

Inicialmente avaliamos os parametros cardiovasculares basais de PAM, FC e
ténus autondmico simpatico e parassimpatico, além de FC intrinseca em camundongos
com delegao do receptor Mas (KO-Mas) e controles (C57BL6J-WT) anestesiados. Para
isso, apds procedimentos cirurgicos para canulagao da artéria e veia femoral, a canula
arterial foi conectada ao transdutor de pressdo, sendo iniciado o registro. Apds a
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, a PAM e FC basais foram avaliadas

por um periodo de pelo menos 20 minutos. Realizamos injecbes i.v. de doses
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crescentes de FE (0.25 pg, 0.5 pg) e NPS (0.25 ug, 0.5 ug), para avaliagdo do
barorreflexo; fenilbiguanida (FB) (0.5 ug, 1.0 pg) para avaliagao do reflexo de Bezold-
Jarisch; e KCN (10 pg, 20 pg), para avaliagdo da resposta a estimulagao
quimiorreflexa. O tébnus autonémico foi avaliado pela injecéo i.v. de metilatropina (1
mg/kg) e atenolol (1 mg/kg), ou vice-versa. Todas as injecbes foram realizadas em
volume fixo de 5 pl e o tempo entre as inje¢des foi de aproximadamente 3-4 minutos,
tempo este, suficiente para o retorno completo das variaveis cardiovasculares aos

valores basais.
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2) Avaliagdo do efeito da infuséo i.v. de Ang Il sobre as respostas cardiovasculares a
estimulagdo do barorreflexo, reflexo Bezold-Jarisch e quimiorreflexo, além do ténus
simpatico e vagal em camundongos com delecdo do receptor Mas (KO-Mas)

anestesiados:

Considerando as evidéncias da literatura sobre as agdes contra-regulatérias da
Ang llI/Ang-(1-7), avaliamos os efeitos da infusédo i.v. de Ang Il 6ug/300ul/hora) em

animais com delecao do receptor Mas.
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Neste protocolo posicionamos duas céanulas na veia jugular direita: uma para
infusdo continua de Ang Il ou salina e outra para estimulagdo dos reflexos
cardiovasculares e avaliagao do ténus autonémico.

Realizamos injecoes em bélus de duas doses, previamente definidas como as
que promoveram a resposta mais adequada, de cada uma das drogas citadas no
protocolo anterior. O ténus autonédmico foi avaliado pela injegéo i.v. de metilatropina (1
mg/kg) e atenolol (1 mg/kg), ou vice-versa. Realizamos injegcbes i.v. de doses
crescentes de FE (0.25 pg, 0.5 ug) e NPS (0.25 ug, 0.5 ug), para avaliagdo do
barorreflexo; FB (0.5 ug, 1.0 pg) para avaliagdo do reflexo de Bezold-Jarisch; e KCN
(10 pg, 20 pg), para avaliagdo da resposta a estimulagdo quimiorreflexa. Todas as
injecoes foram realizadas em volume fixo de 5 pl e o tempo entre as injegdes foi de
aproximadamente 3-4 minutos, tempo este, suficiente para o retorno completo das

variaveis cardiovasculares aos valores basais.
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3) Avaliagdo dos pardmetros cardiovasculares basais, do ténus autonémico e reflexos
cardiovasculares em camundongos com dele¢do do receptor Mas (KO-Mas) néo

anestesiados:
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Considerando que a anestesia pode influenciar as respostas dos reflexos
cardiovasculares (Zimpfer e cols., 1991; Franchini e Krieger, 1993) e o balango do
tébnus autondbmico, neste protocolo utilizamos nao anestesiados, evitando portanto uma
possivel interferéncia dos anestésicos sobre o processamento das respostas
cardiovasculares.

Inicialmente, avaliamos os parametros cardiovasculares basais de PAM e FC,
tbnus autondmico simpatico e parassimpatico e FC intrinseca nos camundongos nao
anestesiados. ApoOs a estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, a PAM e FC
basais foram avaliadas por um periodo de pelo menos 30 minutos. Apds a
estabilizacao dos parametros cardiovasculares, o barorreflexo, o reflexo de Bezold-
Jarisch e o quimiorreflexo foram avaliados por inje¢des i.v. de doses crescentes de FE
(0.25 ug, 0.5 pug) e NPS (0.25 pg, 0.5 ug), FB (0.5 ug, 1.0 pg) e KCN (2.5 ug, 5 pg). O
tbnus autonbmico parassimpatico e simpatico foi avaliado pela injecdo i.v. de
metilatropina (1 mg/kg) e atenolol (1 mg/kg), respectivamente. Todas as injecées foram
realizadas em volume aproximado de 30 pl e o tempo entre as injecbes foi de
aproximadamente 3-4 minutos, tempo este, suficiente para o retorno completo das

variaveis cardiovasculares aos valores basais.
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4) Avaliagdo do efeito da infuséo i.v. de Ang Il sobre as respostas cardiovasculares a
estimulagdo do barorreflexo, e do tébnus simpatico e vagal em camundongos com

delecdo do receptor Mas (KO-Mas) ndo anestesiados:

Na sequéncia, considerando as evidéncias sobre as ag¢des contra-regulatorias
da Ang Il/Ang-(1-7), avaliamos os efeitos da infuséo i.v. de Ang Il (6ug/300ul/hora) em
animais com dele¢do do receptor Mas ndo anestesiados, uma vez que a anestesia
pode comprometer as respostas reflexas e o tbnus autonémico.

Neste protocolo posicionamos, além de canulas na artéria e veia femorais, uma
canula na veia jugular direita. Na veia femoral realizamos injecdo intravenosa para
estimulagcdo do barorreflexo e avaliacdo do ténus autondbmico, enquanto, na veia
jugular realizamos infusdo i.v. continua de Ang Il (6pg/300ul/hora) ou salina
(300pl/hora).

Realizamos injegcbes em bdlus de duas doses, previamente definidas como as
que promoveram a resposta mais adequada, de cada uma das drogas citadas no

protocolo anterior.
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5) Avaliagdo do efeito da infusdo ICV do antagonista da Ang-(1-7) sobre os parédmetros
cardiovasculares basais e sensibilidade barorreflexa em camundongos com

superexpresséo do receptor Mas no cérebro (NSE-Mas) néo anestesiados:

Inicialmente, avaliamos os parametros cardiovasculares basais, PAM e FC e
sensibilidade barorreflexa nos camundongos NSE-Mas nao anestesiados.

Para avaliar se as alteracbes observadas nos camundongos que
superexpressam o receptor Mas no cérebro sao decorrentes do efeito da Ang-(1-7),
neste protocolo experimental verificamos o efeito da infusdo ICV continua do

antagonista da Ang-(1-7), A-779 ou salina sobre as respostas a estimulagdo do

barorreflexo, como descrito nos protocolos anteriores.
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3.14 - Genotipagem:

Apbds finalizagédo dos protocolos experimentais os animais foram sacrificados por
overdose anestésica ou tracio cervical, e coletado uma amostra da cauda do animal
para posterior confirmacao da alteragéo genética através da técnica de amplificagdo do

DNA (Polymerase Chain Reaction — PCR).
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Amostras das caudas dos camundongos com delegdo do receptor Mas foram
coletadas ao final do periodo experimental para confirmar a delecdo. A PCR foi
realizada com 2 pl do DNA dos camundongos utilizados nos experimentos em um
volume final de 50 ul de reagdo contendo 1 pM dos o6ligos sense e anti-sense
correspondente ao gene do receptor Mas, 0,2 mM de dNTPs, 2,5 U de Taq polimerase,
2 mM de MgCI2 e 5 pl de 10x PCR Buffer minus Mg. A reacao de PCR foi realizada em
quatro etapas, a saber: primeiro, 95° C durante 4 minutos; segundo, 30 ciclos de 30
segundos a 95° C, 30 segundos a 56° C na 1 minuto a 72° C; terceiro, 7 minutos 72° C
e quarto, 4° C infinito. A localizagdo do dligo foi definida de modo que o produto da
amplificacado foi uma seqléncia caracteristica e Unica. Para excluir a possibilidade de
contaminagdo, foram realizados controles negativos para cada reagdo. Na PCR foi
utilizando agua ao invés de DNA genbmico. Apds a reagcdo de PCR 10 ul de cada
amostra dos camundongos controles e com delegao do receptor Mas foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,5%. Esse gel foi preparado com tampao de
eletroforese TAE 1x acrescido de brometo de etidio. O brometo de etidio se liga a
moléculas de DNA e quando ativado pela luz ultravioleta emite fluorescéncia. A leitura

do gel foi realizada em aparelho sob luz ultravioleta.

Tabela | — Oligos utilizados na PCR

Seqiiéncia de nucleotideos

Receptor MAS Sense 5 ACT GTC GGG CGG TCATCATC &

Antisense 5° GGT GGA GAA AAG CAAGGA GA 3’

Temperatura de Tamanho do
anelamento 56° C fragmento 262 bp
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Genotipagem: Técnica de PCR

(Primer: Mas)

Marker
Marker

FVBN
FVBN-WT

KO-Mas
KO-Mas

FVBN
FVBN-WT

FVBN
KO-Mas

FVBN
FVBN-WT
FVBN-WT KO-Mas
KO-Mas FVBN-WT
FVBN KO-Mas
KO-Mas KO-Mas
KO-Mas KO-Mas
FVBN C57BL6J - controle positivo

Figura X - Foto ilustrativa de dois géis demonstrando o resultado de genotipagem dos camundongos

utilizados no estudo.

3.15 - Analise histologica:

Ao término dos experimentos onde foi realizada infuséo ICV, os animais foram
sacrificados por overdose de anestésico e 500 nl de corante Alcian Blue foram
microinjetados intracerebroventricularmente. Desta forma, o local de microinjecéo foi
marcado para posterior analise histoldgica.

Em seguida, uma incisdo na regiao toracica foi realizada para exposi¢ao do
coragado. Este foi perfundido com solugdo de formaldeido (10%). Para facilitar a
perfusao cerebral, a aorta descendente foi bloqueada com uma pinga hemostatica e a
veia cava superior seccionada. O cérebro foi cuidadosamente removido e armazenado
em um frasco com solugédo de formaldeido (10%) por no minimo 48 horas. Apos este

periodo, os cérebros foram retirados da solugdo de formaldeido e armazenados em

65



Material e métodos

solugédo de sacarose (20%) por pelo menos 24 horas antes da realizagdo dos cortes
histologicos.

Utilizando micrétomo de congelamento, as regides cerebrais foram seccionadas
em cortes seriados de 50 um. As fatias foram posicionadas em laminas de vidro
previamente gelatinizadas e coradas através da técnica de Nissl com vermelho neutro
(1%). Posteriormente, as laminas foram analisadas com o auxilio de uma lupa e

comparadas com o atlas de Paxinos e Franklin (2001).

Figura Xl - Fotografia de um corte frontal do cérebro de um camundongo ilustrando os sitios de

microinjecao nos ventriculos laterais.
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3.16 - Andlise dos dados:

Os resultados foram expressos como médias acompanhadas do respectivo erro
padrdo da média (EPM). Para analise estatistica dos resultados, utilizamos o teste t
Student pareado para analises pareadas; ou ndo-pareado para comparagdes entre os

grupos experimentais. O nivel de significancia aceito foi de 95% (p < 0.05).
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4 - RESULTADOS:

4.1 - Avaliagdo dos parédmetros cardiovasculares basais e reflexos cardiovasculares

em camundongos com delegéo do receptor Mas (KO-Mas) anestesiados:

No primeiro protocolo investigamos a influéncia da dele¢cado do receptor da Ang-
(1-7), Mas, nas variaveis cardiovasculares basais e nas respostas cardiovasculares
reflexas. Inicialmente, observamos que nao existe diferenga significativa entre os
valores de PAM e FC basais entre os animais KO-Mas (93 £ 2 mmHg; 619 £ 20 bpm)
e 0s animais controle da linhagem C57BL6J (97 £+ 2 mmHg; 616 £ 15 bpm),
anestesiados com uretana (figura 01, tabela 01).

A avaliacdo da influéncia da delecdo do receptor Mas sobre os reflexos
cardiovasculares sugere que este receptor desempenha um papel importante na
regulacdo do barorreflexo, reflexo de Bezold-Jarisch e quimiorreflexo. A bradicardia
barorreflexa induzida pela injecao i.v. de FE apresenta-se significativamente diminuida
nos camundongos KO-Mas (0.23 + 0.08 vs. 0.88 £ 0.35, ms/mmHg, p<0.05), o que
condiz com os dados da literatura a respeito da influéncia do heptapeptideo Ang-(1-7)
sobre a bradicardia barorreflexa (figura 02, tabela 05). No entanto, observamos pela
primeira vez, que a resposta taquicardica barorreflexa induzida pela injegao i.v. de NPS
encontra-se significativamente aumentada nos animais KO-Mas (0.37 = 0.07
ms/mmHg), quando comparada a resposta observada nos animais controle (C57BL6J)
(0.10 £ 0.03, ms/mmHg) anestesiados com uretana (figura 02, tabela 05).

Quando avaliamos as respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagdo do
reflexo de Bezold-Jarisch, observamos diminui¢cdo significativa tanto da resposta

hipotensora (-9 + 2 vs -30 + 16 APAM, mmHg, FB 0.5 pg/5 pl, p<0.05; -16 £ 5 vs. -47 +
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3 APAM, mmHg, FB 1.0 ug/5 pl, p<0.01), quanto da resposta bradicardica (-17 + 14 vs
-288 + 150 AFC, bpm, FB 0.5 pg/5 pl, p<0.05; -190 £ 69 vs. -533 + 49 AFC, bpm, FB
1.0 pg/5 pl, p<0.01) nos camundongos KO-Mas em relagdo aos camundongos controle
(C57BL6J) anestesiados com uretana (figura 03, tabelas 06 e 07).

Em relacdo as respostas reflexas produzidas apds estimulagdo do
quimiorreflexo, observamos uma tendéncia a aumento da resposta pressora, embora
ndo tenha sido estatisticamente significativa nos animais KO-Mas (25 + 4 vs 16 £ 4
APAM, mmHg, KCN 10 ug/5 ul; 24 + 3 vs. 17 £ 2 APAM, mmHg, FB 1.0 ug/5 pl,
p=0.0556) (figura 04, tabela 08). Entretanto, diferente do que foi observado nos
camundongos KO-Mas quando comparados aos camundongos controle, em relagédo a
resposta de bradicardia do barorreflexo e do reflexo de Bezold-Jarisch, as quais foram
atenuadas pela delecido do receptor Mas, a resposta de bradicardia do quimiorreflexo
foi significativamente aumentada nos animais KO-Mas (-86 + 18 vs. -16 £ 11 AFC, bpm,
KCN 10 pg/5 ul, p<0.01; -110 £ 14 vs. -43 £ 18 AFC, bpm, KCN 20 pg/5 ul, p<0.01)
(figura 04, tabela 09). Isso sugere que a modulagéo da Ang-(1-7) sobre o componente

cardio-vagal dos reflexos cardiovasculares nao é inespecifica.
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125+

100

754

504

PAM (mmHg)

25+

Hl C57BL6J (n=16)
I KO-Mas (n=8)

Figura 01 — Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiéncia cardiaca (FC, bpm)
dos camundongos com delegdo do receptor Mas (KO-Mas) e dos camundongos controle (C57BL6J)

anestesiados com uretana.
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A)
Bradicardia Barorreflexa
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Figura 02 — Alteracdo na sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por injegbes i.v. de
FE (0.25-0.5 pg/5 pl) (A) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) (B) em camundongos com delegédo do receptor Mas
(KO-Mas) e em camundongos controle (C57BL6J) anestesiados com uretana. (*) Diferenga significativa

em relagao ao grupo controle (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Reflexo Bezold-Jarisch

o
]

1
-
o

1

)
<

&
<

A PAM (mmHg)

mmm C57BL6J-WT (n=3)
= C57BL6J-KO-Mas (n=6)

Fenilbiguanida 0.5 ug Fenilbiguanida 1.0 pg

-250+

A FC (bpm)

-500+

-750-

Figura 03 — Respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagédo do reflexo Bezold-Jarisch através
de injecdes i.v. de FB (0.5 -1.0 ug/5 pl) em camundongos com delec¢ado do receptor Mas (KO-Mas) e em
camundongos controle (C57BL6J) anestesiados com uretana. (*) e (**) Diferenca significativa em relagao

ao seu respectivo controle (* p<0.05, ** p<0.01, Test-t de Student).
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Quimiorreflexo

30 p=0.0556

N
?

A PAM (mmHg)
2

I C57BL6J-WT (n=4)
KCN 10 pg KCN 20 pg B C57BL6J-KO-Mas (n=5)

01
-25-
£
2
(&)
w .75
<
-100
-125- *k

Figura 04 — Alteracdes na presséo arterial média (A PAM, mmHg) e freqliiéncia cardiaca (A FC, bpm)
induzidas pela estimulagdo do quimiorreflexo através de injegbes i.v. de KCN (10 — 20 ug/5 pl) em
camudongos com delecdo do receptor Mas (KO-Mas) e em camundongos controle (C57BL6J)
anestesiados com uretana. (**) Diferenga significativa em relagdo ao seu respectivo controle (** p<0.01,

Test-t de Student).
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4.2 - Avaliagdo do efeito da infuséo i.v. de Ang Il sobre as respostas cardiovasculares
a estimulagdo dos reflexos cardiovasculares em camundongos com dele¢do do

receptor Mas (KO-Mas) anestesiados:

Neste protocolo experimental realizamos infuséo i.v. de Ang Il (6 pg/300 pl/hora)
ou solugao Salina (300 pl/hora). A tabela A ilustra os valores de PAM e FC basais nos
grupos experimentais avaliados. Durante a infusao intravenosa de Ang Il, observamos
alteragdes tanto na PAM quanto na FC em ambos os grupos experimentais (tabela 02).
No entanto, observamos alteragao significativamente maior na PAM e FC nos
camundongos com delecao do receptor Mas (23 £ 3 vs 15 + 2 APAM, mmHg, p<0.05;
40 £ 7 vs 10 £ 3 AFC, bpm, p<0.01) quando comparados aos camundongos controle
(C57BL6J) (figura 05).

Com relagéo a sensibilidade barorreflexa, os camundongos KO-Mas apresentam
bradicardia barorreflexa significativamente atenuada quando comparados aos animais
controle durante a infusdo i.v. de Salina (0.06 + 0.01 vs. 0.20 £ 0.03 AIP/APAM,
ms/mmHg, p<0.01), como ja havia sido descrito no protocolo anterior, em animais sem
infusdo. A infusao i.v. de Ang Il ndo alterou as respostas bradicardica e taquicardica
barorreflexas nos camundongos controle C57BL6J (0.20 £ 0.04 AIP/APAM, ms/mmHg)
anestesiados quando comparados ao grupo com infusao i.v. de Salina (0.20 + 0.03
AIP/APAM, ms/mmHg) (figura 06, tabelas 10 e 11). De forma interessante, a infusdo i.v.
de Ang Il nos camundongos KO-Mas atenua ainda mais a resposta bradicardica
barorreflexa, praticamente abolindo esta resposta reflexa induzida pela inje¢do i.v. de
FE quando comparada ao grupo Salina (-0.009 + 0.02 vs. 0.06 + 0.01 AIP/APAM,
ms/mmHg, p<0.05) (figura 06, tabelas 10 e 11). Quando avaliamos a taquicardia

barorreflexa, observamos que a infusdo i.v. de Ang Il acentua significativamente a
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resposta taquicardica barorreflexa induzida pela injegao i.v. de NPS nos camundongos
com delegao do receptor Mas quando comparado a infuséo i.v. de Salina (0.24 £ 0.05
vs. 0.11 £ 0.02 AIP/APAM, ms/mmHg, p<0.05) (figura 06, tabelas 10 e 11). Esses
dados demonstram que o receptor Mas, esta envolvido de forma importante na
modulagéo das respostas cardiovasculares induzidas pela Ang |l.

Na avaliacdo das respostas cardiovasculares promovidas pela estimulagdo do
reflexo de Bezold-Jarisch, continuamos observando uma redugdao da resposta
hipotensora deste reflexo nos camundongos KO-Mas [-18.0 £+ 3 APAM, mmHg, (1.0
Mg/5 ul)] quando comparados aos camundongos controle (C57BL6J) [-9.0 £ 3 APAM,
mmHg, (1.0 pg/5 pl)], durante a infusdo i.v. de Salina, como havia sido descrito no
protocolo anterior, onde nao realizamos infusdo. A infusédo i.v. de Ang Il ndo promoveu
alteragdes nas respostas hipotensora [-9.5 + 4 vs. -6.5 £ 3, APAM, mmHg, (0.5 ug/5 pl);
-21 £ 3 vs. -18 = 3, APAM, mmHg, (1.0 pg/5 pl)] e bradicardica [-20 £ 15 vs. -14 £ 12,
AFC, bpm, (0.5 pg/5 ul); -271 £ 116 vs. -94 + 36, AFC, bpm, (1.0 ug/5 pl)] induzidas
pela administragéo i.v. de FB nos animais controle C57BL6J anestesiados com uretana
(figura 07, tabelas 12-15). Por outro lado, nos animais KO-Mas, observamos que a
infusdo i.v. de Ang Il reduziu significativamente a resposta hipotensora nos animais KO-
Mas em uma das doses avaliadas quando comparado ao grupo tratado com Salina [-
25+ 0.6 vs. -9.0 £ 2, APAM, mmHg, (0.5 pg/5 ul)] (figura 07, tabelas 12 e 13). Com
relacdo a resposta bradicardica, a infusdo i.v. de Ang Il ndo promoveu alteragdes
significativas nos camundongos KO-Mas [-303 + 175 vs. -255 + 103, AFC, bpm, (0.5
Mg/5 ul); -324 £ 104 vs. -227 + 78, AFC, bpm, (1.0 ug/5 pl)] quando comparados ao
grupo tratado com Salina (figura 07, tabelas 14 e 15).

Observamos no protocolo anterior que a delecdo do receptor Mas afeta o
quimiorreflexo, principalmente em relagcao a resposta bradicardica. Da mesma forma,

neste protocolo continuamos a observar que durante a infuséo i.v. de Salina a resposta
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bradicardica do quimiorreflexo nos camundongos KO-Mas estd significativamente
aumentada em relagéo ao grupo controle (C57BL6J) [-96 + 8 vs. -26 + 11, AFC, bpm,
(10 pg/5 pl); -104 + 15 vs. -42 + 6, AFC, bpm, (20 ug/5 ul)] (figura 08, tabela 18).
Quando avaliamos o quimiorreflexo durante a infuséo i.v. de Ang Il, observamos que a
resposta pressora do quimiorreflexo nao foi significativamente alterada nos
camundongos controle (C57BL6J), nem tampouco nos animais KO-Mas (figura 08,
tabela 17) anestesiados com uretana. No que se refere a resposta bradicardica,
observamos que a infusdo i.v. de Ang Il aumentou a bradicardia observada nos
camundongos controle [-26 + 11 vs. -55 + 8, AFC, bpm, (10 pg/5 pl)] (figura 08, tabelas
18 e 19). Por outro lado, nos camundongos KO-Mas a infusdo de Ang Il ndo potenciou
esta resposta, de tal forma que nesta situagédo (infusdo de Ang Il) a bradicardia do
quimiorreflexo foi de magnitude semelhante aquela observada nos animais controle [-
64 + 12 vs. -55 £ 8, AFC, bpm, (10 pg/5 pl); (figura 08, tabela 19).

O conjunto desses resultados mostra que os efeitos modulatérios da Ang Il
sobre o0s parametros cardiovasculares basais e reflexos cardiovasculares sao
exacerbados em camundongos com delegdo do receptor Mas, o0 que sugere que a Ang-

(1-7) possa desempenhar um papel contra-regulatério sobre as agdes da Ang |Il.
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Tabela A — Valores Basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) em camundongos com dele¢éo do receptor Mas

(KO-Mas) anestesiados com uretana, submetidos a infusédo i.v. de Ang Il (6ug/300ul/hora) ou Salina

(300pl/hora):
Grupo Droga N PAM (mmHg) FC (bpm)
C57BL6J Salina n=9 100 + 4 614 + 25
Ang Il n=6 100+ 4 603 £ 17
KO-Mas Salina n=6 95+6 648 + 25
Ang Il n=4 93+4 639 + 35

Tabela B — Alteragdes na PAM (mmHg) e FC (bpm) em camundongos com delegédo do receptor Mas

(KO-Mas) anestesiados com uretana, submetidos a infusédo i.v. de Ang Il (6ug/300ul/hora) ou Salina

(300pl/hora):

Grupo Droga N A PAM (mmHg) A FC (bpm)

C57BL6J Salina n=6 -3+0.7 12+ 3
Ang I n=6 15 £ 2 *** 10+£3

KO-Mas Salina n=7 -1+£0.3 25+3
Ang Il n=7 233" # 40+ 7 * ##

(*) e (***) Diferenga significativa em relagdo ao respectivo grupo tratado com Salina (* p<0.05, ***

p<0.001, Teste-t de Student). (#) Diferenca significativa em relagdo ao grupo C57BL6J tratado com Ang

Il (# p<0.05, ## p<0.01, Teste-t de Student).
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Infusao venosa de Ang Il

X
e

20+

104

Alteragoes na PAM (mmHg)

E C57BL6J (n=6)
Il KO-Mas (n=7)

50 *%

254

Alteragdes na FC (bpm)

Figura 05 — Alteragbes maximas na pressao arterial média (APAM, mmHg) e na frequéncia
cardiaca (AFC, bpm) induzidas pela infuséo i.v. de Ang Il (6 ug/300 pl/hora) nos camundongos com
delecéo do receptor Mas (KO-Mas) e nos animais controle (C57BL6J) anestesiados com uretana.
(*) e (**) Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (C57BL6J) (* p<0.05, ** p<0.01,
Teste-t de Student).
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Figura 06 — Sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por inje¢des i.v. de FE e NPS
(0.25-0.5 pg/5 pl) durante a infusdo i.v. de Ang Il (6 pg/300ul/hora) ou Salina (300 pl/hora) em
camundongos com delegao do receptor Mas (KO-Mas) (C e D) e camundongos controle (C57BL6J) (A e B)
anestesiados com uretana. (*) Diferenga significativa em relagao ao respectivo grupo tratado com Salina (*
p<0.05), Teste-t de Student). (#) Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (C57BL6J) (# p<0.05,

Teste-t de Student).
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Figura 07 — Alteracdes na pressao arterial média (APAM, mmHg) e na frequéncia cardiaca (AFC, bpm)

induzidas pela estimulagéo do reflexo de Bezold-Jarisch através de injegbes i.v. de FB (0.5-1.0 ug/5 pl)
durante a infuséo i.v. de Ang Il (6 ug/300 pl/hora) ou Salina (300 pl/hora) em camundongos com delecao
do receptor Mas (KO-Mas) (C e D) e camundongos controle (C57BL6J) (A e B) anestesiados com

uretana. (*) Diferencga significativa em relagao ao respectivo grupo tratado com Salina (* p<0.05, Teste-t

de Student). (#) Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (C57BL6J) (# p<0.05, Teste-t de

Student).
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Figura 08 — Alteragbes na presséo arterial média (APAM, mmHg) e na freqUéncia cardiaca (AFC, bpm)
induzidas pela estimulagdo do quimiorreflexo através de injegdes i.v. de KCN (10-20 pg/5 pl) durante a
infusdo i.v. de Ang Il (6 ug/300 pl/hora) ou Salina (300 ul/hora) em camundongos com deleg&o do receptor
Mas (KO-Mas) (C e D) e camundongos controle (C57BL6J) (A e B) anestesiados com uretana. (*)
Diferencga significativa em relagdo ao respectivo grupo tratado com Salina (* p<0.05, Teste-f de Student).
(#) e (###) Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (C57BL6J) (# p<0.05, p<0.001, Teste-t de
Student).
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4.3 - Avaliagdo dos pardmetros cardiovasculares basais e dos reflexos
cardiovasculares em camundongos da linhagem FVBN com delegdo do receptor Mas

(KO-Mas) ndo anestesiados:

Com o aprimoramento da técnica de canulagdao em camundongos, conseguimos
investigar a influéncia da delecdo do receptor da Ang-(1-7), Mas, nas variaveis
cardiovasculares basais e nas respostas cardiovasculares reflexas e autonémicas, em
animais nao anestesiados, e, portanto, em condigdes fisiologicamente mais adequadas.
Dessa forma, na proxima sequéncia de experimentos avaliamos as alteragdes
cardiovasculares em camundongos da linhagem FVBN com delegdo do receptor Mas
nao anestesiados. Os dados demonstram que os animais com delecao do receptor Mas
(KO-Mas) apresentam valores de PAM significativamente mais elevados que os
observados nos animais controle da linhagem FVBN ndo anestesiados (118 + 1 vs. 109
+ 2, mmHg, p<0.01). Entretanto, n&do existe diferenca significativa entre os valores de
FC entre os animais KO-Mas e os animais controle dessa linhagem (615 + 30 vs. 648
13, bpm), ndo anestesiados (figura 09, tabela 20).

Em relagdo a fungcdo autondbmica cardiaca, quando analisamos o efeito
promovido pela inje¢do i.v. de atropina sobre a FC observamos reducgao significativa do
efeito taquicardico nos camundongos com delegao do receptor Mas quando comparado
ao respectivo grupo controle (23 £ 4 vs. 70 £ 19, AFC, bpm) (figura 10, tabela 21). Ao
contrario, observamos acentuacéo significativa do efeito bradicardico produzido pela
injecdo i.v. de atenolol nos camundongos com delecdo do receptor Mas quando
comparados aos animais controle (-181 £ 10 vs. -115 + 23, AFC, bpm) (figura 10,
tabela 21). Com relagéo a FC intrinseca dos camundongos FVBN nao anestesiados,

apos o duplo bloqueio com atropina e atenolol, observamos que os animais KO-Mas
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apresentam FC intrinseca elevada em relacdo aos animais controle da mesma
linhagem (514 £ 39 vs. 532 £ 11, bpm) (figura 10, tabela 22).

Avaliamos na seqiéncia, as respostas induzidas pela estimulacao dos reflexos
cardiovasculares nos camundongos nao anestesiados da linhagem FVBN, confirmando
os dados anteriores, observados nos animais da linhagem C57BL6J anestesiados com
uretana. Nos animais KO-Mas da linhagem FVBN n&o anestesiados, observamos que a
bradicardia barorreflexa, induzida pela injecdo i.v. de FE apresenta-se
significativamente diminuida (0.78 + 0.44 vs. 1.3 £ 0.14, AIP/APAM, ms/mmHg, p<0.05)
quando comparada a resposta dos camundongos controle (figura 11, tabela 23). Com
relacdo a resposta de taquicardia reflexa, induzida pela injecdo i.v. de NPS,
observamos acentuacgéo significativa (1.63 + 0.4 vs. 0.80 + 0.13, AIP/APAM, ms/mmHg,
p<0.05) desta resposta nos camundongos com dele¢cédo do receptor Mas em relagéo a
resposta observada nos animais controle (FVBN) ndo anestesiados (figura 11, tabela
23). Esses dados confirmam a participagao importante do heptapeptideo Ang-(1-7), via
receptor Mas, na regulagao das respostas barorreflexas, evidenciando uma modulagao
central.

As respostas hipotensora e bradicardica induzidas por estimulagéo do reflexo de
Bezold-Jarisch apresentam-se significativamente diminuidas (para a dose de 0.5 ug/5
Ml de fenilbiguanida) nos camundongos KO-Mas (-17 = 5 vs. -45 + 6, APAM, mmHg,
p<0.01; e -212 + 36 vs. -391 £ 29, AFC, bpm, p<0.01) quando comparados aos
animais controle ndo anestesiados, 0 que esta de acordo com os dados descritos
anteriormente para os animais anestesiados com uretana (figura 12, tabelas 24 e 25).

Em relacdo as respostas reflexas produzidas apods estimulagdo do
quimiorreflexo, observamos aumento significativo tanto na resposta pressora [20 + 3 vs.
12 + 0.8, APAM, mmHg, (2.5 pg/5 pl), p<0.05] quanto na resposta bradicardica [-250 *

74 vs. -52 + 26, AFC, bpm, (2.5 ug/5 ul), p<0.05] quando comparados aos animais
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controle (FVBN) ndo anestesiados (figura 13, tabelas 26 e 27), também confirmando os
dados demonstrados em animais anestesiados com uretana, na primeira sequéncia
experimental. Além disso, comparando as respostas cardiovasculares nessas duas
linhagens (FVBN vs. C57BL6J) podemos observar que os camundongos da linhagem
FVBN apresentam respostas cardiovasculares do quimiorreflexo mais pronunciadas
que os camundongos C57BL6J. Doses menores de KCN nos animais FVBN (2.5 ug/5
pl) foram suficientes para induzir respostas cardiovasculares de magnitudes
semelhantes aquelas observadas nos animais C57BL6J com doses maiores de KCN

(10 pg/5 pl) (figuras 4 e 13, tabelas 66 e 67).
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Figura 09 — Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiéncia cardiaca (FC, bpm)
dos camundongos com delegédo do receptor Mas (KO-Mas) e dos camundongos controle (FVBN) nao

anestesiados. (**) Diferenga significativa em relagdo ao controle (** p<0.01, Teste-t de Student).
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Figura 10 — (A) Freqléncia cardiaca intrinseca (bpm), avaliada apds bloqueio autonémico simpatico e
parassimpatico através de inje¢des i.v. de atenolol (1 mg/kg) e atropina (1 mg/kg); (B) Alteragbes sobre a
frequéncia cardiaca (A FC, bpm) induzidas pela injegéo i.v. de atropina (1 mg/kg) ou de atenolol (1
mg/kg) avaliados em camundongos com delegéo do receptor Mas da linhagem FVBN nao anestesiados.

(*) Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 11 — Sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por injegbes i.v. de FE (0.25-0.5

pg/5 ul) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em camundongos com delegdo do receptor Mas da linhagem FVBN

nao anestesiados. (*) Diferenga significativa em relagao ao grupo controle (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 12 - Alteragbes na pressao arterial média (APAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (AFC, bpm)
induzidas pela estimulacédo do reflexo de Bezold-Jarisch através de injegbes i.v. de FB (0.5-1.0 ug/5 ul)
em camundongos com delegédo do receptor Mas da linhagem FVBN nado anestesiados. (**) Diferenga

significativa em relag&o ao grupo controle (** p<0.01, Teste-t de Student).
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Figura 13 - Alteragcdes na pressao arterial média (APAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (AFC, bpm)
induzidas pela estimulagdo do quimiorreflexo através de injegdes i.v. de KCN (2.5 — 5 pg/5 pl) em
camundongos da linhagem FVBN néo anestesiados. (*) e (**) Diferenga significativa em relagdo ao grupo

controle (* p<0.05, ** p<0.01, Teste-t de Student).
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4.4 - Avaliagéo do efeito da infuséo i.v. de Ang Il sobre as respostas cardiovasculares a
estimulagdo do barorreflexo e sobre a fungdo autonémica cardiaca em camundongos

com delegéo do receptor Mas (KO-Mas) ndo anestesiados:

Neste protocolo experimental, avaliamos a influéncia da delecdo do receptor
Mas durante a infusdo i.v. de Ang Il (6 ug/300 pl/hora) sobre as respostas
cardiovasculares desencadeadas pela estimulagdo do barorreflexo. Quando avaliamos
o efeito da infusdo i.v. de Ang Il (6 pug/300 ul/hora) em camundongos FVBN, com
delecdo do receptor Mas (KO-Mas) ndo observamos alteragbes significativamente
diferentes entre os grupos avaliados. No entanto, a infusdo i.v. de Ang Il promoveu
significativo efeito pressor (36 + 4 vs. 32 + 4 mmHg) e bradicardia (-158 + 21 vs. -182
26 bpm) em ambos os grupos avaliados (tabela C).

Em relacdo a fungdo autondbmica cardiaca, observamos o mesmo resultado
descrito anteriormente durante a infuséo i.v. de Salina (300 ul/hora), ou seja, o efeito
taquicardico promovido pela injecdo i.v. de atropina (7 £ 3 vs. 74 + 13 bpm)
significativamente reduzido e acentuagao significativa do efeito bradicardico produzido
pela injecao i.v. de atenolol (-192 + 18 vs. -153 + 9 bpm) nos camundongos com
delecao do receptor Mas quando comparados aos animais controle (figura 14, tabela
28). Ao compararmos os efeitos sobre a FC promovidos pela injecdo de atropina e
atenolol durante a infusédo i.v. de Ang Il (6 ug/300 ul/hora), observamos alteragdes
interessantes. O efeito taquicardico induzido pelo bloqueio vagal cardiaco foi
significativamente atenuado (74 £ 13 vs. 38 + 10 bpm) pela infuséo i.v. de Ang Il nos
camudongos controle FVBN n&o anestesiados, enquanto este mesmo efeito foi
significativamente acentuado (56 £ 9 vs. 7 £ 3 bpm) nos camundongos com deleg¢ao do

receptor Mas (figura 14, tabela 29). A infusdo de Ang Il ndo promoveu alteragdes
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significativas sobre a bradicardia induzida pela injecdo i.v. de atenolol nos
camundongos com delegdo do receptor Mas (-189 £ 20 vs. -192 £ 17 bpm), nem
tampouco no respectivo grupo controle (-135 + 10 vs. -153 £ 9 bpm) (figura 14, tabela
29).

Com relagao a sensibilidade barorreflexa, durante a infuséo i.v. de Ang Il (6 ug/
300 ul/hora) ndo observamos alteragdo significativa no indice de bradicardia
barorreflexa (3.37 £ 0.82 vs. 2.56 + 0.63 ms/mmHg) e nenhuma alteracao significativa
no indice de taquicardia barorreflexa (0.75 + 0.14 vs. 0.81 + 0.16 ms/mmHg) nos
animais controle FVBN n&o anestesiados (figura 15, tabelas 30 e 31). Nos animais KO-
Mas, durante a infusdo i.v. de Ang Il (6 pg/ 300 pl/hora) também n&o observamos
alteracdes significativas sobre a bradicardia barorreflexa (2.79 + 0.73 vs. 1.68 + 0.39
ms/mmHg) nos animais KO-Mas, e nem alteragdes significativas na taquicardia
barorreflexa (0.48 + 0.01 vs. 0.49 + 0.13 ms/mmHg) (figura 16, tabelas 32 e 33). A
infusdo i.v. de Salina (300 ulL/hora) nao alterou de maneira significativa nem a
bradicardia (2.74 + 0.99 vs. 3.56 + 1.0 ms/mmHg) nem a taquicardia barorreflexa (1.05
1 0.33 vs. 1.30 + 0.34 ms/mmHg) nos animais controle FVBN (figura 15, tabelas 30 e
31) nem tampouco nos camundongos com delegao do receptor Mas nao anestesiados
(2.12 £ 0.51 vs. 1.99 £ 0.46 ms/mmHg, bradicardia barorreflexa; 0.32 £ 0.69 vs. 0.39
0.10 ms/mmHg, taquicardia barorreflexa) (figura 16, tabelas 32 e 33). Vale ressaltar,
que a avaliagado da sensibilidade barorreflexa foi iniciada ap6s pelo menos 30 minutos
do inicio da infusdo de Salina e Angiotensina Il, e consequente estabilizacdo dos
parametros cardiovasculares em todos o0s grupos experimentais avaliados. Desta
forma, garantimos que o nivel de PAM e FC, modificados pela infusdo i.v. de Ang Il ndo
interferiu na avaliagao das respostas reflexas.

Considerando que na anadlise do indice da sensibilidade barorreflexa, por

AIP/APAM, onde se leva em consideracdao apenas a variagao do pico de bradicardia
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em relagéo a variagao do pico de pressao arterial, e ainda que a infuséo i.v. de Ang Il
nao foi capaz de alterar o barorreflexo, avaliado por este indice, analisamos a
bradicardia barorreflexa considerando também a variagédo da FC em fungéo do tempo
(AFC/At, bpm/seg). Para isso a bradicardia barorreflexa foi dividida em dois
componentes: um componente rapido (1° componente), e um componente lento (2°
componente), conforme descrito no item Material e Métodos. Para elucidar as
alteragdes produzidas pela infusdo i.v. de Ang Il sobre a inclinagdo de cada um dos
componentes da bradicardia barorreflexa, realizamos a analise separada dos mesmos.

Com relagédo ao componente rapido (1° componente), a infusdo i.v. de Ang Il
diminuiu significativamente a inclinagcdo deste componente nos camundongos com
delec&o do receptor Mas (KO-Mas) (-102 + 18 vs. -150 + 13 bpm/seg), mas n&o nos
camundongos controle FVBN n&o anestesiados (-145 + 29 vs. -178 + 20 bpm/seg).
Durante a avaliagdo do componente lento (2° componente) observamos que a infuséo
i.v. de Ang Il promoveu aumento significativo da inclinagao deste componente nos
camundongos KO-Mas (13.42 + 2.18 vs. 5.63 + 0.88 bpm/seg), mas nado nos
camundongos FVBN nao anestesiados (13.62 + 2.28 vs. 6.42 + 0.09 bpm/seg) (figura
18, tabela 35). A infusdo i.v. de Salina ndo promoveu alteragdes significativas na
inclinacdo de nenhum dos dois componentes da bradicardia barorreflexa, tanto nos
camundongos com delecao do receptor Mas, quanto no grupo controle (figura 17,
tabela 34).

Quando avaliamos as respostas bradicardica e taquicardica barorreflexas apos o
bloqueio autonémico parassimpatico com injegdo de metil-atropina (1 mg/kg),
observamos uma redugéao significativa na bradicardia (0.010 £ 0.07 vs. 2.76 + 0.24
ms/mmHg) e taquicardia (0.09 + 0.02 vs. 0.24 + 0.05 ms/mmHg) barorreflexas nos
camundongos com delec¢ao do receptor Mas (KO-Mas) (figura 20, tabelas 38 e 39) e

nos camundongos controle (FVBN) (bradicardia barorreflexa: 0.06 £ 0.03 vs. 3.83 +
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1.24 ms/mmHg; taquicardia barorreflexa: 0.20 £ 0.05 vs. 1.46 + 0.42 ms/mmHg) (figura
19, tabelas 36 e 37) ndo anestesiados. A infuséo i.v. de Ang Il (6 pg/ 300 ul/hora) ndo
alterou esta resposta inibitéria sobre a funcao barorreflexa (figuras 19 e 20, tabelas 36
a 37).

Em relagdo ao bloqueio simpatico, realizado pela administracdo de atenolol (1
mg/kg), observamos uma facilitagdo significativa na bradicardia barorreflexa (4.18 +
0.82 vs. 217 £ 0.54 ms/mmHg) nos animais controle (FVBN) ndo anestesiados,
durante a infusao i.v. de Salina (300 pl/hora). A infusdo i.v. de Ang Il (6 ug/ 300 pl/hora)
ndo alterou esta resposta (12 + 2 vs. 6.25 £ 2.22 ms/mmHg) nos camundongos FVBN
ndo anestesiados (figura 21, tabela 65 - anexos). No entanto, apds bloqueio simpatico
cardiaco nado observamos alteragbes significativas na resposta taquicardica
barorreflexa nos animais FVBN durante infusédo i.v. de Salina (0.20 £ 0.07 vs. 0.27 %
0.06 ms/mmHg) ou de Ang Il (0.45 + 0.22 vs. 0.49 = 0.17 ms/mmHg) (figura 21, tabela
41).

Quando avaliamos os animais KO-Mas nas mesmas condigbes experimentais,
observamos uma significativa facilitagdo da bradicardia barorreflexa apds o bloqueio
simpatico com atenolol (1 mg/kg) durante a infusao i.v. de Salina (300 pl/hora) (5.93 +
1.07 vs. 3.09 £ 0.47 ms/mmHg) e durante a infusdo i.v. de Ang Il (6 ug/ 300 ul/hora)
(6.63 £ 1.91 vs. 3.30 £ 1.27 ms/mmHgQ) (figura 22, tabela 42). Durante a avaliagéo da
taquicardia barorrelfexa, também observamos aumento significativo dessa resposta
apos administragao de atenolol (1 mg/kg) em ambos os grupos avaliados (0.85 + 0.38
vs. 0.27 + 0.07 ms/mmHg, durante infusdo i.v. de Salina; 0.55 £ 0.18 vs. 0.38 + 0.13

ms/mmHg, durante a infuséo i.v. de Ang Il) (figura 22, tabela 43).
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Tabela C — Alteragdes maximas na PAM (mmHg) e FC (bpm) em camundongos com delegdo do

receptor Mas (KO-Mas) e controle ndo anestesiados, promovidas pela infusdo i.v. de Ang Il

(6ug/300ul/hora) e Salina (300ul/hora):

Grupo Droga N A PAM (mmHg) A FC (bpm)

FVBN Salina n=12 -1.7+£0.25 13+3
Ang Il n=6 32 £ 4% -182 + 26***

KO-Mas Salina n=8 -2.3+0.43 13+3
Ang Il n=14 36 £ 4% -158 + 21***

(***) Diferencga significativa quando comparado ao grupo tratado com Salina (*** p<0.001, Teste-t de

Student).
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Figura 14 — Efeito produzido pela i.v. de Ang Il (6 pg/300 pl/hora) ou Salina (300 pl/hora) sobre as
alteragbes na frequéncia cardiaca (A FC, bpm) induzidas pela injegao i.v. de atropina (1 mg/kg) ou de
atenolol (1 mg/kg) em camundongos com delecdao do receptor Mas da linhagem FVBN nao
anestesiados. (*) e (**) Diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com Salina (* p<0.05, **
p<0.01, Teste-t de Student). (#) Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (FVBN) submetido

ao mesmo tratamento (# p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 15 — Efeito da infusdo i.v. de Ang Il (6 pg/300 pl/hora) ou Salina (300 pl/hora) sobre a
sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por inje¢des i.v. de FE (0.25 pg/5 pl) e NPS
(0.25 pg/5 pl) em camundongos controle da linhagem FVBN nao anestesiados. (*) Diferenga significativa
em relagéo ao periodo controle (antes da infus&o) (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 16 — Efeito da infusdo i.v. de Ang Il (6 ug/300 pl/hora) ou Salina (300 pl/hora) sobre a

sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por injegdes i.v. de FE (0.25 pg/5 pl) e NPS

(0.25 ug/5 pl) em camundongos com delegéo do receptor Mas da linhagem FVBN nao anestesiados. (*)

Diferenca significativa em relagao ao periodo controle (antes da infusao) (* p<0.05, Teste-t de Student).

97



Resultados

1° Componente da Bradicardia Barorreflexa

I FVBN antes Salina (n=7)
3 FVBN apés Salina (n=7)
2 Hl KO-Mas antes Salina (n=8)
g [ KO-Mas apos Salina (n=8)
Qo
2
S | T
o
[T
P -150+
-200-
2° Componente da Bradicardia Barorreflexa
15
Il FVBN antes Salina (n=7)
§ =3 FVBN apos Salina (n=7)
E 104 —l— I KO-Mas antes Salina (n=8)
s [ KO-Mas apoés Salina (n=8)
- I
h s
(&)
TH
<
0-

Figura 17 — Efeito da infuséo i.v. de Salina (300 pl/hora) sobre os componentes rapido (parassimpatico)
e lento (simpatoinibitorio) da bradicardia barorreflexa (AFC/At, bpm/seg) induzida pela inje¢ao i.v. de FE
(0.25 pg/5 pl) em camundongos com delegdo do receptor Mas e controle da linhagem FVBN nao

anestesiados.
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Figura 18 — Efeito da infusdo i.v. de Ang Il (6 pg/300 upl/hora) sobre os componentes rapido
(parassimpatico) e lento (simpatoinibitorio) da bradicardia barorreflexa (AFC/At, bpm/seg) induzida pela
injecdo i.v. de FE (0.25 pg/5 pl) em camundongos com delegdo do receptor Mas e controle da linhagem
FVBN n&o anestesiados. (*) e (**) Diferenga significativa em relacdo ao periodo controle (antes da
infusdo) (* p<0.05, ** p<0.01, Teste-t de Student).
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Figura 19 - Efeito do bloqueio parassimpatico (Atropina — 33 ug/5 pl) durante a infusao i.v. de Ang
Il (6 pg/300 pl/hora) ou Salina (300 upl/hora) sobre a sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM,
ms/mmHg) induzidas por inje¢des i.v. de FE (0.25-0.5 pg/5 pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 ul) em
camundongos controle da linhagem FVBN nédo anestesiados. (*) Diferenga significativa em relagao

ao periodo controle (antes da Atropina) (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 20 - Efeito do bloqueio parassimpatico (Atropina — 33 ug/5 ul) durante a infusdo i.v. de Ang
Il (6 pg/300 pl/hora) ou Salina (300 pl/hora) sobre a sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM,
ms/mmHg) induzidas por injegbes i.v. de FE (0.25-0.5 pg/5 pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em

camundongos com delegdo do receptor Mas (KO-Mas) nao anestesiados. (*) e (**) Diferenga

significativa em relagdo ao periodo controle (antes da Atropina) (* p<0.05, ** p<0.01, Teste-t de

Student).
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Figura 21 - Efeito do bloqueio simpatico (Atenolol — 33 ug/5 pl) durante a infuséo i.v. de Ang Il (6
pg/300 pl/hora) ou Salina (300 pl/hora) sobre a sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg)
induzidas por injegdes i.v. de FE (0.25-0.5 ug/5 pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em camundongos
controle (FVBN) ndo anestesiados. (*) Diferenga significativa em relagdo ao periodo controle

(antes da Atenolol) (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 22 - Efeito do bloqueio simpatico (Atenolol — 33 pg/5 pl) durante a infuséo i.v. de Ang Il (6
pg/300 pl/hora) ou Salina (300 ul/hora) sobre a sensibilidade barorreflexa (AIPJAPAM, ms/mmHg)
induzidas por injegbes i.v. de FE (0.25-0.5 ug/5 pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em camundongos com

delecéo do receptor Mas (KO-Mas) ndo anestesiados. (*) Diferenga significativa em relagdo ao

periodo controle (antes da Atenolol) (* p<0.05, Teste-f de Student).
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4.5 - Avaliacdo dos parametros cardiovasculares basais, da sensibilidade barorreflexa e
dos efeitos da infusdo ICV do antagonista da Ang-(1-7), A-779 sobre estes pardmetros
em camundongos da linhagem FVBN com superexpresséo do receptor Mas no cérebro

(NSE-Mas) nao anestesiados:

Avaliamos ainda, pela primeira vez, uma Ilinhagem de camundongos
transgénicos, com superexpressao do receptor Mas no cérebro (NSE-Mas). Quando
comparamos o0s parametros cardiovasculares basais, observamos que os
camundongos NSE-Mas apresentam PAM mais elevada (116 £ 3 vs. 109 + 2, mmHg)
quando comparados aos camundongos controle. Com relagdo aos valores basais de
FC, ndo observamos nenhuma diferenca significativa entre os camundongos NSE-Mas
(648 £ 13 vs. 641 + 18 bpm) e o respectivo grupo controle (figura 23, tabela 44 e 45).

Quando avaliamos a sensibilidade barorreflexa induzida pela inje¢do i.v. de FE
nos animais NSE-Mas, observamos pela primeira vez, uma exacerbacao significativa
na bradicardia barorreflexa (2.03 £ 0.33 vs. 1.3 + 0.14 ms/mmHg) nesses animais
quando comparados aos camundongos controle (figura 24, tabela 46). No que diz
respeito a resposta de taquicardia barorreflexa induzida pela injecéo i.v. de NPS (1.12 +
0.3 vs. 0.80 £ 0.13 ms/mmHg) ndo observamos alteragdes significativas nos
camundongos NSE-Mas quando comparados aos camundongos controle néao
anestesiados (figura 24, tabela 47).

Durante a infusado intracerebroventricular (ICV) do antagonista de Ang-(1-7), A-
779 (2 nmol/2 pl/hora) ou de solugdo Salina (2 pl/hora) ndo observamos alteragoes
significativas nos parametros cardiovasculares PAM e FC em nenhum dos grupos de
animais avaliados (tabela D).

Para tentar elucidar o mecanismo envolvido nas alteragdes observadas na

resposta de bradicardia barorreflexa nos camundongos NSE-Mas, realizamos infusdo
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ICV do antagonista da Ang-(1-7), A-779 (2 nmol/2 pl/hora), nesses animais e no
respectivo grupo controle. Observamos, de maneira interessante, que a infusdo ICV do
antagonista A-779 produziu uma reducao significativa da resposta de bradicardia (1.17
+ 0.14 vs. 1.92 + 0.37 ms/mmHg) e de taquicardia (0.37 = 0.05 vs. 0.58 £ 0.05
ms/mmHg) barorreflexas nos camundongos controle FVBN (figura 25, tabelas 48 e 49).
Nos camundongos NSE-Mas, a infusdo ICV do antagonista A-779, ndo produziu
alteragbes significativas nas respostas bradicardica (1.70 £ 0.45 vs. 1.87 £ 0.38
ms/mmHg) e taquicardica (0.49 + 0.11 vs. 0.94 + 0.32 ms/mmHg) reflexas nos
camudongos com superexpressdo do receptor Mas no cérebro (NSE-Mas) (figura 26,
tabelas 50 e 51). A infusdo ICV de Salina (2 pl/hora) ndo produziu alteragdes nas
respostas bradicardicas e taquicardicas barorreflexas em nenhum dos grupos avaliados

(figura 25 e 26, tabelas 48 a 51).
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Tabela D — Alteragdes na PAM (mmHg) e FC (bpm) em camundongos FVBN e NSE-Mas conscientes,

submetidos a infusdo ICV do antagonista da Ang-(1-7), A-779 (2 nmol/2ul/hora) e de Salina (2 ul/hora):

Grupo Droga N A PAM (immHg) A FC (bpm)

FVBN Salina n=3 -3+0.5 42 + 26
A-779 n=6 -6+3 14 + 38

NSE-Mas Salina n=3 037 9+4
A-779 n=5 -0.2+0.8 46 + 10*

(*) Diferenca significativa em relagéo ao grupo tratado com salina. (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 23 — Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC, bpm)

dos camundongos com superexpressao do receptor Mas (NSE-Mas) e dos camundongos controle

(FVBN) ndo anestesiados. (*) Diferenca significativa em relagdo ao controle (* p<0.05, Teste-t de

Student).
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Figura 24 — Sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por inje¢des i.v. de FE (0.25-
0.5 pg/5 pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em camundongos com superexpressao do receptor Mas (NSE-

Mas) e camundongos controle da linhagem FVBN ndo anestesiados. (*) Diferenga significativa em

relagédo ao grupo controle. (* p<0.05, Teste-t de Student).
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Figura 25 — Efeito da infusdo ICV de A-779 (2 nmol/2ul/hora) ou Salina (2 pl/hora) sobre a
sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM, ms/mmHg) induzidas por inje¢des i.v. de FE (0.25-0.5 ug/5
pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em camundongos controle da linhagem FVBN nado anestesiados. (*) e
(**) Diferenga significativa em relagdo ao periodo controle (antes da infusédo) (* p<0.05,** p<0.01,
Teste-t de Student).
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Figura 26 — Efeito da infusdo ICV de A-779 (2 nmol/2ul/hora) ou Salina (2 pl/hora) sobre a
sensibilidade barorreflexa (AIPJAPAM, ms/mmHg) induzidas por injegbes i.v. de FE (0.25-0.5 ug/5
pl) e NPS (0.25-0.5 pg/5 pl) em camundongos com superexpressao do receptor Mas no cérebro

(NSE-Mas) nao anestesiados.
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5 - DISCUSSAO:

Neste estudo, utilizando modelos de camundongos submetidos a manipulagéo
genética do receptor da Ang-(1-7), Mas, demonstramos que este receptor esta
envolvido de forma importante na modulagao das respostas cardiovasculares reflexas.
Os principais resultados obtidos nesse estudo foram: 1) a dele¢ao do receptor da Ang-
(1-7), Mas, reduz a sensibilidade barorreflexa, enquanto a superexpressao deste
receptor no cérebro, aumenta a sensibilidade barorreflexa; 2) a delegao do receptor da
Ang-(1-7), Mas, reduz as respostas reflexas induzidas pela estimulagéo do reflexo de
Bezold-Jarisch, e potencia a bradicardia do quimiorreflexo. Ainda, demonstramos que o
receptor da Ang-(1-7), Mas, participa da manutenc¢ao ténica dos niveis basais de PAM,
participa da modulagao dos efeitos cardiovasculares promovidos pela Ang Il e que a
delecao deste receptor promove alteracbes nos componentes autonémicos simpatico e
parassimpatico cardiacos.

Nos ultimos anos, os recentes avangos nas técnicas de biologia molecular e
genética transformaram os camundongos em animais experimentais indispensaveis
para estudos fisiolégicos. Seu tamanho pequeno, contudo, muitas das vezes torna
dificil a realizacdo da mensuragdo de variaveis fisioldgicas in vivo e requer um
repertério de imaginagao para adaptagcdes em protocolos experimentais (Rao e
Verkman, 2000; Ishii e cols., 2001; Janssen e Smits, 2002). As mutagdes génicas em
camundongos tém aberto uma infinidade de oportunidades para o estudo do papel
fisiologico e fisiopatolégico de qualquer proteina reguladora ou funcional em animais
intactos (Lorenz, 2002). Apesar disso, existem hoje, relativamente poucos estudos
funcionais in vivo em camundongos, sendo isso devido em parte as dificuldades
técnicas associadas ao tamanho pequeno do animal e a falta de dados basicos a

respeito dos procedimentos anestésicos e dos parametros fisioldgicos normais nesses
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animais. Como exemplo, os tradicionais métodos para estudos fisiolégicos de
canulagao de ductos e 6érgaos para infusédo e coleta de fluidos, procedimentos de rotina
em animais de experimentagdo de maior porte, tornaram-se um incrivel desafio atual
na utilizacdo de camundongos, como animais experimentais (Rao e Verkman, 2000).

Ha uma grande preocupacido em relacdo a realizacdo de anestesia e cirurgias
em camundongos, incluindo o desafio em que se transformou a monitorizagao rotineira
dos parametros cardiovasculares e analise dos gases sanguineos durante a anestesia,
além dos riscos da propria anestesia. Uma perda sanguinea de aproximadamente 300
gl em um camundongo adulto pode produzir choque hipovolémico (Rao e Verkman,
2000). Um ponto relevante a destacar, € que um camundongo n&o é simplesmente um
rato pequeno, e cuidados especiais tém que ser tomados para resistirmos ao impulso
de comparar diretamente dados de camundongos com dados de ratos (Janssen e
Smits, 2002; Lorenz, 2002).

Um dos desafios iniciais na manipulagdo de camundongos é sem duvida a
escolha do anestésico. Os estudos disponiveis na literatura destacam uma variedade
de anestésicos disponiveis e a importancia de se adequar o tipo de anestésico utilizado
aos objetivos do experimento e técnicas cirurgicas empregadas. Camundongos
anestesiados sao particularmente vulneraveis a hipotermia, provavelmente por conta
de sua alta taxa metabdlica e relacéo area de superficie corporal por massa corporal.
Assim, a temperatura corporal precisa ser constantemente monitorizada e
cuidadosamente regulada (Rao e Verkman, 2000; Lorenz, 2002; Janssen e cols.,
2004).

Sabe-se ainda que os anestésicos podem influenciar, em diversos graus, os
parametros basais do sistema cardiovascular, assim como sua responsividade a
ativagdo exodgena ou endogena. O anestésico uretana proporciona um periodo

prolongado e estavel de anestesia, e em comparagdo a outros anestésicos, produz
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uma condi¢ao cirurgica caracterizada por alto grau de atividade do sistema nervoso
autbhomo no controle das variaveis cardiovasculares. Isso é sustentado pela
observacdo de que a administragdo de drogas que bloqueiam a fungdo autonémica
(atropina, hexametbnio, propranolol ou fentolamina) em animais anestesiados com
uretana produz variagdes rapidas e acentuadas na FC, PA e contratilidade cardiaca
(Maggi e Meli, 1986 a, b).

Em nossa primeira sequéncia de experimentos e durante a padronizacdo da
técnica de canulagado de vasos periféricos (artéria femoral e veia jugular) para registro
continuo dos parametros cardiovasculares e administracdo de drogas,
respectivamente, utilizamos uretana como anestésico. Como descrito acima, podemos
observar pelos valores basais de PAM (97 + 2 mmHg) e FC (616 = 15 bpm) em
camundongos C57BL6J, que realmente, o efeito da uretana sobre os parametros
cardiovasculares apresentou-se bastante reduzido. Ainda, a partir da utilizacdo deste
anestésico, que permite um periodo bastante prolongado e estavel de anestesia,
pudemos monitorizar a pressao pulsatil dos animais por periodos continuos de até 2
horas, avaliando os reflexos cardiovasculares através da injecdo de diversas drogas
com tranquilidade. Realmente, o maior inconveniente observado durante a anestesia
com uretana em camundongos foi a hipotermia, que controlamos a partir da
monitorizagdo continua da temperatura retal, e aquecimento do animal através de
colchonete térmico.

Com os procedimentos cirurgicos adequados e uma eficiente monitorizagao dos
parametros cardiovasculares, iniciamos o estudo em camundongos com alteragao da
expressao génica do receptor funcional da Ang-(1-7), receptor Mas. Avaliamos as
variaveis cardiovasculares basais e o padrdo das respostas cardiovasculares reflexas

nesses animais € em seus respectivos controles sob anestesia com uretana.
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A delegdo génica pode produzir alteragbes compensatorias complexas
envolvendo o desenvolvimento de érgdos e a expressdo de outras proteinas (Rao e
Verkman, 2000). Apesar disso, os animais com delecdo do receptor Mas sao
saudaveis, crescem normalmente e ndo demonstram anormalidades Obvias no
desenvolvimento, e também nao apresentam diferengcas em relagdo ao mecanismo da
sede (Walther, 1998). Com relagdo aos parametros cardiovasculares, Walther e cols.
(2000) avaliaram a variabilidade da FC e PA em camundongos KO-Mas e observaram
alteragcbes como redugcdo na variabilidade da FC. No entanto, os dados sao
questionaveis uma vez que parametros essenciais como anestesia empregada
(tiopental — FC ~ 300 bpm), frequéncia de amostragem (250 Hz) durante a coleta dos
dados, além de numero restrito de animais avaliados por grupo experimental, podem
ter influenciado os dados apresentados no estudo.

O efeito da Ang-(1-7) sobre a PAM ainda nao é claro e dados sugerem que o0s
efeitos sistémicos deste peptideo podem ser diferentes dependendo do alvo estudado
e dependendo do modelo experimental utilizado (Roks e cols., 1999). A Ang-(1-7)
possui efeitos cardiovasculares benéficos agindo direta ou indiretamente através da
potenciagdo da bradicinina ou pela contra-regulacao das agdées da Ang Il (Ferreira e
Santos, 2005). Os efeitos dos inibidores da ECA podem ser parcialmente mediados
pelo aumento dos niveis de Ang-(1-7) durante a administragdo desta classe de drogas
(Chappell e cols., 1998; Roks e cols., 1999; Santos e cols, 2000) e este heptapeptideo
contribui para os efeitos hipotensores durante o tratamento crénico com antagonistas
do receptor AT4 da Ang Il, losartan, em ratos normais (Collister e cols., 2003). A Ang-
(1-7) apresenta potente efeito na distribuicdo do fluxo sanguineo e hemodinamica
sistémica. A infusdo de Ang-(1-7) em doses baixas (110 fmol/min) em ratos produz
importantes alteragdes no fluxo sanguineo regional, diminuindo a resisténcia periférica

vascular em diferentes territérios (mesentério, cérebro, pele e rins). Alteragées opostas
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ocorrem no débito cardiaco, provavelmente por conta do aumento do retorno venoso
decorrente de vasodilatacdo em diversos leitos periféricos, o que pode explicar a
auséncia de alteragdes substanciais na pressao arterial durante a administracéo i.v. de
Ang-(1-7) (Sampaio e cols., 2003).

Durante a monitorizacdo da pressao arterial, a partir da canulagcédo da artéria
femoral em camundongos anestesiados, ndo observamos alteragdes significativas nos
valores de PAM entre animais KO-Mas e controle (C57BL6J). Apesar disso, nao
podemos desconsiderar a contribuicao do heptapeptideo Ang-(1-7) para a manutengao
dos niveis basais de PA, uma vez que este peptideo promove alteragbes regionais
diferentes nos varios leitos vasculares, retorno venoso e débito cardiaco, como descrito
anteriormente. Ainda, trata-se de um animal com dele¢do génica de uma proteina e
respostas compensatdrias a essa alteragao ndo podem ser descartadas.

Atualmente, a Ang-(1-7) é considerada uma parte do SRA no coragao. Suas
acdes incluem alteragbes bioquimicas e funcionais levando a vasodilatagao
coronariana e melhora da funcédo cardiaca (Ferreira e cols., 2005). Esta fungao é
evidente em estudo utilizando ratos transgénicos [TGR(A1-7)3292]. Esses animais, que
apresentam concentragdo plasmatica de Ang-(1-7) 2.5 vezes aumentada, sao
significativamente mais resistentes que animais controles a indugdo de hipertrofia
cardiaca por isoproterenol, e ainda apresentam uma redug¢ao na duragao das arritmias
de reperfusdao e melhoria na fungao cardiaca pds-isquemia em coragdes isolados
(Santos e cols., 2004). Outra evidéncia da funcdo cardioprotetora da Ang-(1-7) foi
apresentada em um estudo com coragéo isolado de camundongos com delecdo do
receptor Mas, demonstrando uma importante alteracdo na funcdo cardiaca nestes
animais. A tenséao sistdlica, (dT/dt) e a FC encontram-se diminuidas e a resisténcia

vascular coronariana aumentada (Castro e cols., 2004).
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Apesar das evidentes agdes cardioprotetoras descritas para a Ang-(1-7), ndo
observamos diferengas entre os valores basais de FC e FC intrinseca dos
camundongos KO-Mas e dos respectivos controles (C57BL6J) anestesiados com
uretana. Como justificado anteriormente, provavelmente ndo observamos diferencas
por conta de compensagdes desenvolvidas pelos animais com delecdo do receptor
Mas, ja que um estudo recente de nosso grupo demonstrou que os camundongos KO-
Mas apresentam importante prejuizo da fungao ventricular, provavelmente cursando
com insuficiéncia cardiaca. Apesar disso, o estudo citado também nao demonstrou
diferengas significativas entre os valores basais de FC durante a avaliagdo por
ecocardiografia em camundongos KO-Mas e controles (C57BL6J) anestesiados com
halotano (Santos e cols., 2006).

A homeostase cardiovascular é controlada e coordenada por uma interacao
continua de mecanismos neurais e humorais através de mecanismos de feedback
negativo e positivo, dos quais se destacam o SRA. Aumentos da atividade nervosa
simpatica desempenham importante papel na patogénese da hipertensao arterial.
Existem evidéncias de que a Ang-(1-7) exerce efeitos anti-hipertensivos e pode diminuir
a atividade nervosa simpatica, desempenhando importante agdo neuromodulatéria
sobre este sistema centralmente, através da inibicao da liberagdo de norepinefrina por
um mecanismo relacionado a liberagédo de 6xido nitrico, o qual por sua vez, mantém os
niveis de norepinefrina circulantes (Gironacci e cols., 2004).

Nossos resultados demonstraram efeitos cardiacos diferentes produzidos pela
administracdo dos bloqueadores B-adrenérgico (atenolol) e colinérgico (atropina) em
camundongos KO-Mas e camundongos controle. O bloqueio $-adrenérgico promoveu
uma bradicardia mais acentuada nos animais KO-Mas em relagado aos animais controle
(C57BL6J) anestesiados, apesar desta diferenga nao ter sido significativa (p=0.0518).

Em adicdo, observamos que os camundongos KO-Mas apresentam ténus simpatico
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significativamente mais elevado quando comparados aos camundongos controle
(tabela 4). Uma modificacdo no balango autonémico a favor da atividade autondmica
simpatica ja havia sido sugerida por Walther e cols. (2000), por analise da variabilidade
da FC e PA, apesar de ter sido utilizada no estudo, uma freqliéncia de amostragem
relativamente baixa (250 Hz). Através de bloqueio farmacolégico, demonstramos
efetivamente que os camundongos KO-Mas apresentam atividade simpatica cardiaca
elevada, o que condiz com a hipétese de que a Ang-(1-7) poderia reduzir a atividade
simpatica, modulando a homeostase cardiovascular, como descrito por Gironacci e
cols. (2004).

Durante o bloqueio colinérgico em camundongos anestesiados com uretana, ndo
observamos a caracteristica taquicardia evidenciada claramente em ratos e outras
espécies de animais de experimentacdo. Para nossa surpresa, a administragao de
metilatropina (1 mg/kg) promoveu leve bradicardia ou nenhum tipo de alteracao na FC.
Consequentemente, na avaliagao do tonus vagal, pela metodologia descrita por Negrao
e cols., (1992), encontramos valores negativos, ao contrario do imaginado. Apesar
disso, os dados sobre o efeito da atropina e tébnus vagal nao foram diferentes entre os
animais controles (C57BL6J) e os animais com delegao do receptor Mas anestesiados
com uretana (estudos preliminares em andamento no nosso laboratério, tabela 4). Os
dados da literatura sdo escassos, mas também descrevem efeito praticamente nulo
sobre a FC ap6s administracao de metilatropina em camundongos anestesiados (Desai
e cols., 1997; Janssen e Smits, 2002). Outro ponto que poderia justificar essa auséncia
de efeito taquicardico apds bloqueio com metilatropina em camundongos seriam os
valores ja bastante elevados de FC intrinseca apresentados por estes animais. As
evidéncias disponiveis até o momento, sugerem que os camundongos, diferente dos

humanos, apresentam balan¢o autonédmico cardiaco dominado pelo sistema nervoso
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simpatico, com apenas pequena contribuicdo do sistema nervoso parassimpatico
(Gehrmann e cols., 2000; Janssen e Smits, 2002).

Os mecanismos neuro-humorais de controle da PA resultam em alteracoes
apropriadas do débito cardiaco, resisténcia periférica e do retorno venoso através da
intervengcdo do SNC que, integrando as informagdes provenientes de diferentes
sensores do sistema cardiovascular, modula a atividade cardiaca e vascular por meio
de nervos autondémicos periféricos e da liberagao de diferentes horménios. A regulagao
neuro-hormonal da PA funciona como um arco-reflexo envolvendo receptores,
aferéncias, centros de integracéo, eferéncias e efetores, além de algas hormonais.

O barorreflexo € um sistema de feedback negativo que mantém a pressao
arterial dentro de limites estreitos constantemente. Em niveis normais de pressao
arterial, os barorreceptores inibem tonicamente os efeitos simpaticos sobre os vasos
sanguineos e coragdo. Quando a pressao arterial é reduzida, a inibigdo tdnica das
respostas simpaticas € removida, assim sendo observado vasoconstricdo e aumento
da FC. Como parte deste mesmo reflexo, efeitos vagais sobre o coragao sédo reduzidos,
fornecendo adicional mecanismo para o aumento da FC (Franceschini e cols., 2000). A
administracdo de fenilefrina, um agonista de receptores as-adrenérgicos, resulta em
imediata hipertensao e simultanea bradicardia reflexa, com o retorno dos valores de PA
e FC para os niveis basais em aproximadamente 2 minutos em humanos e animais de
grande porte. Essas respostas sdo qualitativamente preservadas em camundongos
(Desai e cols., 1997; Ishii e cols., 2001, Janssen e Smits, 2002; Ma e cols., 2002).

A participagdo do SRA na modulacdo das respostas cardiovasculares reflexas
tem sido evidenciada a partir da bem descrita agéo inibitoria da Ang Il sobre o
barorreflexo. Diversos estudos utilizando diferentes modelos de hipertensao arterial em
caes, coelhos e ratos, tanto apés administracao periférica quanto central ilustram tal

efeito. A Ang Il estaria envolvida tanto no deslocamento da faixa de funcionamento dos
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barorreceptores (alteragdo do set point) quanto na redugcdo do ganho do controle
barorreflexo. Interessantemente, o efeito da Ang Il sobre o barorreflexo independe da
elevagédo da PA causada por esse peptideo, indicando que o efeito da Ang Il sobre o
barorreflexo deve ser exercido por agao central (Averill e Diz, 2000; Campagnole-
Santos e Haibara, 2001; Santos e cols., 2005). Ainda, Luoh e Chan (1998)
demonstraram que a acdo da Ang Il tanto via receptor AT, quanto via receptor ATy,
exerce agao modulatdria inibitéria tonica sobre a fungao barorreflexa.

A manipulagdo genética em camundongos tem auxiliado no esclarecimento da
modulagdo desempenhada pelo SRA sobre o controle das fun¢des cardiovasculares.
Por exemplo, foi recentemente observado que animais KO-AT; sado hipotensos,
apresentam desbalanco autondmico com observacido de aumento da atividade
simpatica eferente, FC intrinseca reduzida e, com a metodologia empregada (analise
espectral), ndo foi observada alteracdo na sensibilidade barorreflexa (Chen e cols.,
2005). Ja os camundongos KO-AT,, sao hipertensos, apresentam um aumento da
sensibilidade barorreflexa espontanea, aumento da expressédo de receptores AT4 nos
rins e coracdo. A partir do estudo destes animais levantou-se uma discusséo a respeito
de uma possivel acdo contra-regulatéria dos receptores AT:{/AT, na modulagao
barorreflexa (Gross e cols., 2002, 2004), o que contrasta com a observagao anterior,
em ratos, de que ambos receptores AT, e AT, desempenham agdo modulatéria
inibitoria sobre a fungao barorreflexa, agindo em sinergismo (Luoh e Chan 1998).

Em nosso estudo observamos diferengas significativas entre a bradicardia e a
taquicardia barorreflexas induzidas pela injecéo i.v. de fenilefrina (FE) e nitroprussiato
de sodio (NPS) em camundongos KO-Mas. A ativagdo da eferéncia simpatica e a
reducdo da eferéncia parassimpatica, pelo menos no coracdo, em resposta a
diminuicdo e aumento da pressdo arterial com FE e NPS parecem ser influenciadas

pela delegdo genética do receptor Mas, em camundongos. Sabe-se que peptideos
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angiotensinérgicos interferem na modulagcédo das respostas barorreflexas. A Ang-(1-7),
particularmente, quando administrada intracerebroventricularmente (ICV)
(Campagnole-Santos e cols., 1992 Oliveira e cols., 1996; Britto e cols., 1997; Oliveira e
cols., 1998) ou no nucleo do trato solitario (NTS) (Chavez e cols., 2000) facilita o
componente bradicardico do barorreflexo. No entanto, apds a infuséo i.v. de Ang-(1-7)
nao se observa alteragdes na sensibilidade barorreflexa quer para aumentos quer para
diminuigdes da PAM, demonstrando que este peptideo modula o controle barorreflexo
através de elementos neuronais dentro do SNC que participam da regulagao
barorreceptora (Campagnole-Santos e cols., 1992).

Apesar de diversos estudos demonstrarem que os efeitos dos peptideos
angiotensinérgicos sobre a modulagdo barorreflexa, nosso estudo foi o primeiro a
demonstrar o efeito da Ang-(1-7) na modulagdo barorreflexa em camundongos.
Observamos importantes alteragdes: redug¢ao da bradicardia barorreflexa e aumento da
taquicardia barorreflexa em camundongos KO-Mas quando comparados aos
camundongos controles (C57BL6J) anestesiados com uretana. Nossos dados sugerem
que a Ang-(1-7) pode alterar os efeitos parassimpaticos sobre o coragao (bradicardia e
taquicardia) a estimulacdo barorreflexa. Ainda, sugerem que a Ang-(1-7) pode
aumentar a atividade autonbmica parassimpatica e talvez reduzir a atividade
autondmica simpatica, sendo que na auséncia do receptor Mas, esta modulagéo
parece estar alterada. Essa hipotese esta de acordo com a observagao descrita acima
de que os camundongos KO-Mas anestesiados com uretana apresentam tbénus
simpatico aumentado em relagdo aos camundongos controles (C57BL6J) na mesma
condigao experimental. Dessa forma, parece evidente que a Ang-(1-7) € um importante
modulador da atividade eferente simpatica e parassimpatica.

Os reflexos cardiopulmonares também contribuem para a homeostase

cardiovascular. Sdo ativados via alteracbes na pressdao de enchimento cardiaco
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(reflexo volume-sensivel) e estimulagdo quimica (reflexo quimiossensivel). Ha poucos
estudos sobre o envolvimento do SRA na modulagdo deste reflexo, mas existem
algumas evidéncias de que em situagbes de prejuizo da sensibilidade a volume de
enchimento cardiaco, este reflexo pode ser restaurado pelo tratamento com inibidores
da ECA (Uggere e cols., 2000). Nosso estudo foi o primeiro a avaliar a participagao da
Ang-(1-7), particularmente do receptor Mas, na modulagédo das respostas reflexas
induzidas pela estimulagc&o quimica dos receptores cardiopulmonares.

O Reflexo de Bezold-Jarisch € iniciado pela estimulagdo de receptores
quimiossensiveis e mecanossensiveis na parede do ventriculo esquerdo. As vias
aferentes consistem em fibras amielinicas ou fibras-C que correm via nervo vago para
nucleos no tronco encefélico relacionados ao controle das fungdes cardiovasculares
(NTS). A via eferente envolve bradicardia vagal e redu¢ao do tonus simpatico. Estudos
de Whorlow e cols., (1998) e Sever e cols., (2001) indicam que a Ang Il pode atenuar
os componentes hipotensor e vagal do reflexo de Bezold-Jarisch. Hipotensao profunda
e bradicardia tém sido observadas em homens submetidos a infusdo de inibidores da
renina e atribui-se este efeito a uma exacerbacéao do reflexo de Bezold-Jarisch (Semple
e cols., 1988). Mecanismo similar pode contribuir para a resposta hipotensora a
primeira dose de inibidores da ECA durante o tratamento de insuficiéncia cardiaca. No
tratamento com bloqueadores de receptores AT4 pelo antagonista candesartan ocorre
remog¢ao da modulagdo desempenhada pela Ang Il sobre o reflexo de Bezold-Jarisch e
observa-se reagao vago-vagal (Sever e cols., 2001).

Nossos resultados mostram que os camundongos com delecdo do receptor Mas
apresentaram resposta a estimulagdo do reflexo de Bezold-darisch (reflexo
quimiossensivel) significativamente alterada. As respostas hipotensora e bradicardica,
evidenciadas pela estimulacdo deste reflexo, se encontram diminuidas nos

camundongos KO-Mas quando comparados aos respectivos controles (C57BL6J)
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anestesiados. Todas as informagdes acima a respeito da possivel contribuicdo da Ang
Il na modulagao do reflexo de Bezold-Jarisch sdo consistentes com nossos resultados
em camundongos KO-Mas. Se a Ang |l tem um efeito atenuador sobre este reflexo, é
possivel que a Ang-(1-7) desempenhe efeitos opostos. Assim, camundongos KO-Mas
demonstraram uma significativa atenuagcdo do reflexo de Bezold-Jarisch,
provavelmente por conta de alteragbes na atividade eferente cardiaca simpatica e
parassimpatica induzidas pela auséncia de modulagao pela Ang-(1-7) via receptor Mas.
Esta pode ser mais uma evidéncia, (ainda que indireta) que reforca a idéia de que a
Ang-(1-7) exerce agdes contra-regulatorias as agdes da Ang Il na modulagdo das
respostas cardiovasculares reflexas.

Importante ainda, é ressaltar a existéncia de estudos da literatura que
demonstram, por exemplo, que ratos com insuficiéncia cardiaca devido a infarto agudo
do miocardio (Meyrelles e cols., 1997), apresentam prejuizo da resposta a estimulagao
deste reflexo, provavelmente decorrente de alteragdes morfoldégicas no ventriculo
esquerdo que poderiam comprometer a aferéncia vagal de tal reflexo. Como citamos
anteriormente, os animais KO-Mas apresentam quadro condizente com insuficiéncia
cardiaca e esta também poderia ser a explicagao para a observagao de atenuagao das
respostas hipotensora e bradicardica do reflexo de Bezold-Jarisch nos animais KO-Mas
em condigdes basais.

Complementando os mecanismos de controle reflexo da PA, destaca-se o
quimiorreflexo, que participa de forma importante no controle da circulagédo e
desempenha papel unico na produgdo integrada de ajustes ventilatérios e
cardiovasculares. Os quimiorreceptores periféricos do corpusculo carotideo
desempenham uma fungdo chave na deteccdo de alteragbes quimicas no sangue
arterial, promovendo entdo, ajustes respiratérios e cardiovasculares. Por exemplo,

quando ha redugdo na pressdo de oxigénio do sangue arterial abaixo de 50 mmHg,
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observa-se um aumento exponencial na atividade do nervo carotideo. Esta informagao
excita os neurénios do NTS, os quais sao a primeira estagao sinaptica no bulbo das
informacdes viscerais. Isto resulta em elevagao da atividade central e atividade nervosa
eferente, aumentando a ventilagdo, a pressdo arterial e a redistribuicdo do fluxo
sanguineo (Leung e cols., 2003). As alteragdes nos quimiorreceptores carotideos
causadas por hipdxia prolongada estao relacionadas com um remodelamento estrutural
incluindo aumento da vasculatura, hipertrofia e hiperplasia das células glomais, assim
como modificagbes funcionais, tais como sintese e liberagdo de catecolaminas.
Estudos tém demonstrado que os niveis circulantes de Ang Il também podem modificar
os niveis de atividade basal do corpusculo carotideo. Ha evidéncias sugerindo que os
receptores AT4 da Ang Il nas células quimiossensiveis sao responsaveis pelos efeitos
da Ang Il sobre o corpusculo carotideo. Existem evidéncias de que a Ang |l pode
diretamente modular a excitabilidade dos quimiorreceptores. Este efeito excitatério da
Ang |l sobre as células glomais pode aumentar a quimiossensibilidade. (Leung e cols.,
2003). Hipoxemia poés-natal estd associada com aumento da sensibilidade dos
quimiorreceptores periféricos a Ang Il e aumento da expressao de receptores AT que
medeiam a atividade dos quimiorreceptores (Fung e cols., 2002). Ainda, a microinjegcao
de Ang Il no NTS aumenta a bradicardia quimiorreflexa, sendo este efeito revertido pela
microinjecdo do antagonista de receptor AT4 da Ang I, losartan (Paton e Kasparov,
1999; Rocha e cols., 2003). Estes dados da literatura sugerem uma importante
participacdo do SRA, principalmente da Ang I, na modulacdo da resposta
quimiorreflexa.

Nosso estudo demonstrou que as respostas quimiorreflexas também estao
alteradas em camundongos KO-Mas. Observamos que a resposta pressora a
estimulagcdo quimiorreflexa encontra-se aumentada nos animais KO-Mas (p=0.0556)

anestesiados quando comparados aos camundongos controles (C57BL6J). De forma
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mais expressiva, a bradicardia quimiorreflexa encontra-se significativamente
aumentada nos camundongos KO-Mas quando comparados aos respectivos animais
controles (C57BL6J) anestesiados com uretana. Diz e cols. (2002) destacam em sua
revisdo que o efeito facilitatério a Ang Il sobre a ativagcdo do quimiorreflexo pode
decorrer da ativagao do sistema nervoso simpatico no NTS.

N&o existem estudos sobre o envolvimento do heptapeptideo Ang-(1-7) na
modulagao quimiorreflexa. Contudo, se a Ang-(1-7) desempenha agbes na maioria das
vezes opostas as acdes da Ang Il, e se este ultimo aumenta a atividade do
quimiorreflexo, é possivel que a Ang-(1-7) exerga efeito inibitério sobre a modulagao
quimiorreflexa. Assim, os camundongos KO-Mas poderiam apresentar um aumento da
resposta quimiorreflexa devido a auséncia da modulagdo da Ang-(1-7) sobre este
reflexo. Nossos resultados sugerem que o efeito da Ang-(1-7) sobre o componente
cardio-vagal (bradicardia) dos diferentes reflexos n&o € inespecifico, uma vez que a
delecao do receptor Mas resulta em atenuagao da bradicardia barorreflexa e da
bradicardia do reflexo de Bezold-Jarisch, ao mesmo tempo em que potencia a
bradicardia do quimiorreflexo.

A manipulagédo dos genes que codificam os diferentes componentes do SRA, ou
seja, renina, angiotensinogénio, ECA, receptores AT e AT,, produzem pronunciados
efeitos sobre a homeostase cardiovascular., Uma das mais surpreendentes
observagdes é a intensa hipotensao que ocorre quando o SRA é bloqueado pela
delecao génica da ECA (Krege e cols., 1995; Tian e cols., 1997) ou dos receptores da
Ang I, subtipo AT (Ito e cols., 1995; Sugaya e cols., 1995) em camundongos. O efeito
hipotensor observado nesses animais € muito maior quando comparamos com o efeito
da inibicdo farmacoldgica da ECA ou do bloqueio dos receptores AT4, em cées e
humanos. A explicagdo para esta diferenga de magnitude das respostas hipotensoras

observadas entre a delegdo génica e a inibicao farmacoldgica nao é clara. No entanto,
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isso pode ser devido a maior sensibilidade do SRA em camundongos ou a diferengas
entre a eficiéncia da manipulagdo génica e farmacoldgica do SRA (Cholewa e cols.,
2005).

Em nosso estudo, observamos respostas interessantes durante a infuséo i.v. de
Ang Il em camundongos KO-Mas anestesiados. A infusdo i.v. de Ang Il promoveu
resposta pressora e taquicardia tanto em camundongos KO-Mas quanto nos controles
da linhagem C57BL6J anestesiados com uretana. No entanto, a magnitude das
respostas observadas foi significativamente maior nos animais KO-Mas quando
comparados aos animais controles. Estes dados ressaltam as agbes contra-
regulatérias da Ang II/Ang-(1-7) no controle da homeostase cardiovascular. A
justificativa mais adequada para este resultado seria de que na auséncia da oposigao
realizada pela Ang-(1-7) sobre as agbes da Ang Il, estas se apresentariam
exacerbadas. Um estudo recente suporta esta hipétese, demonstrando que o receptor
Mas exibe um antagonismo direto ao receptor AT, da Ang Il in vitro e sugere a
existéncia de uma interagdo oligomérica entre estes receptores (Kostenis e cols.,
2005). Os autores destacam ainda que, esta interacdo pode representar um estado
natural para estes receptores in vivo, pelo menos em alguns tecidos (Kostenis e cols.,
2005).

Com relagdo aos reflexos cardiovasculares, observamos inicialmente que a
infusdo i.v. de Salina nado alterou nenhuma das respostas reflexas avaliadas
(bradicardia e taquicardia barorreflexas, resposta hipotensora e bradicardica do reflexo
de Bezold-Jarisch ou respostas pressora e bradicardica quimiorreflexas). Isso
demonstra uma eficiéncia em nossa metodologia de avaliagao de tais respostas, assim
como emprego adequado das técnicas experimentais, principalmente, da taxa de
infusdo. Metodologia adequada €& essencial para avaliagdo das respostas

cardiovasculares em camundongos e muito cuidado deve ser tomado em relagdo a
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manipulacédo de volume circulante, uma vez que o volume total de sangue em um
camundongo adulto é de apenas 2 a 3 ml de sangue (Lorenz, 2002).

A infusdo i.v. de Ang Il, na dose utilizada (correspondente a dose padronizada
na literatura para infusdo i.v. em ratos) de maneira surpreendente, pelo menos a
principio, ndo promoveu alteragcdes significativas nas respostas bradicardica e
taquicardica barorreflexas em camundongos C57BL6J, anestesiados com uretana. No
entanto, apesar do camundongo ndo ser um rato pequeno e suas respostas nao
corresponderem muitas das vezes as observadas em ratos, Lorenz (2002) destaca em
sua revisao que, por mais estranho que parega, de acordo com a experiéncia do grupo
dirigido por ele, os camundongos se assemelham estreitamente a pequenos coelhos.
Sao ambos um tanto frageis, apresentam dificuldades em manter a pressao sanguinea
adequada durante anestesia e apresentam alta labilidade da pressao arterial o que
torna dificil a producédo de elevacdo da PA experimentalmente, quer por manipulacao
aguda ou cronica (Lorenz, 2002).

Reid e Chou (1990) e Dorward e Rudd (1991) observaram que a infusdo i.v. de
Ang Il (10 ng/kg/min. e 6.7 £ 3.7 pmol/min., respectivamente) ndo promoveu efeitos
sobre o barorreflexo em coelhos. No entanto, Gaudet e cols., (2000) utilizando mini-
bombas osméticas para infusdo de Ang Il no IV ventriculo de coelhos durante duas
semanas, observaram redugao no ganho do barorreflexo, como descrito para ratos. Em
outros trés estudos (Dorward e Rudd 1991; Bendle e cols., 1997; Gaudet e cols., 1998)
em coelhos intactos, a administragdo ICV aguda de antagonistas de receptores da Ang
Il ndo promoveu alteragdes na PA ou FC basais, nem afetou o barorreflexo. No
entanto, coelhos com insuficiéncia cardiaca apresentam funcao barorreflexa inibida, e
tém tal fungdo restaurada pela administragdo i.v. do antagonista de receptor ATq L-
158,509 (0.33 mg/kg) (Liu e cols., 1999). Assim, Head e cols., (2002) sugerem, que a

participacdo da Ang Il na inibicdo das respostas barorreflexas ndo parece ocorrer em
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animais (pelo menos em coelhos) em condi¢des normais, mas parece necessitar de
uma perturbagdo a longo-prazo do sistema cardiovascular, tal como na insuficiéncia
cardiaca ou administracao crénica de Ang Il (Head, 2002).

Considerando que as respostas cardiovasculares em camundongos sejam
semelhantes a de coelhos, e que os animais controles utilizados em nosso estudo sao
saudaveis, nao seria tdo surpreendente a auséncia de efeitos da infusdo i.v. aguda de
Ang Il sobre o barorreflexo. Mais interessante, € o fato de que nos camundongos KO-
Mas, que apresentam alteracdes morfolégicas e fisiopatolégicas condizentes com
quadro de insuficiéncia cardiaca (Santos e cols., 2006), a infusdo i.v. de Ang Il tenha
reduzido a bradicardia barorreflexa, praticamente abolindo esta resposta.

Outra explicacao para esses achados, porém ndo menos importante, seria a
exacerbacao do efeito da Ang Il em atenuar a bradicardia barorreflexa na auséncia do
antagonismo fisiolégico desempenhado pelo receptor Mas sobre as a¢gdes da Ang Il via
receptor AT4 (Kostenis, 2005), apesar de este efeito estar ausente nos animais controle
(C57BL6J). Nesse sentido, estudo em ratos idosos demonstrou que a Ang Il endégena
exerce maior efeito de atenuacgado da bradicardia barorreflexa na auséncia de agao da
Ang-(1-7) enddégena através da microinjegdo do antagonista A-779 no NTS (Sakima e
cols., 2005). Diante dessas evidéncias, podemos sugerir que ha exacerbagcédo dos
efeitos da Ang Il nos camundongos KO-Mas, provavelmente em decorréncia de
auséncia da agao antag6nica desempenhada pela Ang-(1-7) nestes animais.

Outra observagao importante, que nos leva a possibilidade de exacerbagao dos
efeitos da Ang Il na auséncia do receptor Mas, refere-se ao fato dos animais KO-Mas
apresentarem a resposta taquicardica barorreflexa aumentada durante a infusdo i.v. de
Ang Il em comparagdo com a infusdo i.v. de Salina. Considerando que o ténus
simpatico cardiaco estd aumentado nos camundongos KO-Mas (estudos preliminares

em andamento no nosso laboratério — tabela 4), provavelmente por uma agao da Ang Il
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nao contra-regulada pela Ang-(1-7) sobre a atividade simpatica eferente cardiaca, e
que a taquicardia barorreflexa decorre de um aumento das descargas dos nervos
simpaticos cardiacos, podemos compreender a origem da taquicardia barorreflexa
aumentada nesses animais em condi¢gdes basais, assim como a exacerbagcdo desta
resposta durante a infusdo i.v. de Ang Il.

Ainda, estudos tém demonstrado que existem receptores de Ang Il, AT, e ATy,
distribuidos no sistema de conducédo do coragao (Saito e cols., 1987; Sechi e cols.,
1993; Saavedra e cols., 1993) e que a Ang Il injetada diretamente na artéria que irriga o
nodo sinoatrial de caes anestesiados, produz efeito cronotropico positivo direto
(Lambert e cols., 1991; Beaulieu e Lambert, 1998). Dessa forma, outra possivel
explicacdo para a exacerbacdo da resposta taquicardica barorreflexa nos
camundongos com delecdo do receptor Mas, seria a agao direta da Ang Il cardiaca
sobre o sistema de condugéo, também nao contra-regulada pelas agdes da Ang-(1-7).

De forma semelhante ao descrito acima, a infusao i.v. de Ang Il ndo alterou as
respostas hipotensora e bradicardica desencadeadas pela estimulagdo do reflexo de
Bezold-Jarisch em camundongos C57BL6J anestesiados. As justificativas podem ser
semelhantes as apresentadas para a auséncia de efeito da infusdo de Ang Il sobre as
respostas barorreflexas em animais intactos em condigdes basais, pois, apesar de os
estudos envolvendo SRA e reflexo de Bezold-Jarisch serem escassos, a integragao
central deste reflexo € muito semelhante a do barorreflexo (Vasquez e cols., 1997;
Machado e cols., 1997). Apesar disso, os animais KO-Mas apresentaram uma redugao
significativa da resposta hipotensora a estimulagdo do reflexo de Bezold-Jarisch
durante a infusdo i.v. de Ang Il. Nenhuma alteragdo significativa foi observada na
resposta bradicardica que compde o reflexo de Bezold-Jarisch. Diz e cols. (2002)
demonstraram que o reflexo de Bezold-Jarisch encontra-se atenuado em ratos

transgénicos com aumento das concentragdes de Ang Il central e exacerbado em ratos
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transgénicos com diminuigdo do angiotensinogénio central. Nossos dados, associados
as evidéncias da literatura, reforgam a hipétese de que os peptideos angiotensinérgicos
parecem participar da modulacao das respostas cardiovasculares desencadeadas pela
estimulagao do reflexo de Bezold-Jarisch.

No que diz respeito ao quimiorreflexo, a infusdo i.v. de Ang Il produziu uma
acentuagcao da resposta bradicardica quimiorreflexa em camundongos C57BL6J
anestesiados com uretana. Estes dados estdo de acordo com os dados da literatura,
que demonstram que a Ang Il aumenta a quimiossensibilidade nas células do
corpusculo carotideo, aumentando assim a frequéncia de disparo de potenciais dos
quimiorreceptores (Leung e cols., 2003) e as respostas cardiovasculares observadas
em consequéncia disso. De acordo com Diz e cols. (2002) a Ang Il estimula o nervo do
seio carotideo e exacerba a resposta a ativagdo do quimiorreflexo com KCN. Diferente
do esperado, nos camundongos KO-Mas, observamos que a infusdo i.v. de Ang Il
promove atenuagdo da resposta bradicardica quimiorreflexa. Entretanto outra
explicagao para esses resultados seria que esta resposta pode ser consequiéncia de
uma reversao do efeito promovido pela Ang Il, devido ao alcance do limite maximo de
resposta bradicardica desencadeada pela inje¢cdo de KCN em camundongos KO-Mas,
uma vez que esta resposta ja se encontra exacerbada nestes animais. Nesta situacéo,
a bradicardia dos animais KO-Mas foi semelhante aquela observada nos animais
C57BL6J, onde a Ang Il potenciou esta resposta. Talvez, a infusdo de Ang Il nos
animais KO-Mas, que ja apresentam uma resposta quimiorreflexa exacerbada,
provavelmente por aumento na frequéncia de disparo de potenciais no nervo do seio
carotideo ndo contrabalanceada pela Ang-(1-7), ndo tenha sido capaz de aumentar
ainda mais a freqlUéncia de disparo de potenciais destes nervos, diferente do que
ocorreu nos animais controle. No entanto, estas sdo apenas especulacbes, uma vez

que existem ainda poucos estudos a respeito da participacdo do SRA na modulagao
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quimiorreflexa, sendo o nosso estudo o primeiro a demonstrar a possivel participacao
da Ang-(1-7) na modulagao desta resposta reflexa.

O uso de anestesia durante a avaliacdo de parametros cardiovasculares em
camundongos, assim como em outros animais de experimentagdo, pode mascarar
resultados importantes, principalmente quando avaliamos resultados de manipulac¢des
génicas (Desai e cols., 1997). O anestésico utilizado em nosso estudo, uretana, é
considerado uma boa escolha ja que sua administragcdo reduz pouco a PA e o indice
cardiaco, em comparagao a outros anestésicos, como isoflurano e pentobarbital de
sédio (Janssen e cols., 2004). Apesar de em nosso estudo, a anestesia com uretana ter
influenciado pouco as respostas cardiovasculares pela avaliacdo dos valores basais de
PAM e FC, sabe-se que este anestésico produz efeitos depressores sobre as respostas
reflexas por afetar a neurotransmissdo (Maggi e Meli, 1986 a, b; Machado e
Bonagamba, 1992; Sun e Reis, 1995). Dalé e Larson (1990) demonstraram que o efeito
depressor produzido pela administracdo de uretana como anestésico esta
provavelmente relacionado a inibicdo da atividade de aminoacidos excitatérios em
camundongos.

Outro ponto a ser considerado é a utilizagdo da anestesia com uretana em
estudos relacionados ao papel do SRA no controle cardiovascular. Leenen e Provost
(1981) demonstraram que a administracao de saralasina, um antagonista competitivo
da Ang Il, diminuiu muito a PA em ratos anestesiados com uretana, sugerindo que um
aumento na atividade da renina plasmatica é essencial para a manutengao dos niveis
normais de PA. Estudos também indicam que sob anestesia com uretana, as respostas
vasoconstritoras a noradrenalina, tiramina e Ang Il sdo reduzidas se comparadas as
observadas em animais nao anestesiados ou preparacdes utilizando outros
anestésicos, demonstrando que a uretana desempenha a¢des depressoras diretas

sobre a contratilidade do musculo liso vascular (Maggi e Meli, 1986 a, b). Ainda, um

130



Discusséo

dos maiores inconvenientes ressaltados durante a utilizagdo de uretana como
anestésico tém sido as evidéncias de que este anestésico ativa as eferéncias
simpaticas do sistema nervoso central para os 6rgaos periféricos. Isso é evidenciado
pela importante influéncia da atividade simpatica cardiaca na FC basal de ratos
anestesiados com uretana, indicada pelo grande efeito cronotropico negativo
observado apds a injecdo de propranolol nestes animais (Maggi e Meli, 1986 a, b).
Também, Shimokawa e cols. (1998) demonstraram que a uretana aumenta a atividade
nervosa simpatica renal tbnica em ratos.

Diante de todos os pontos ressaltados e a partir do aprimoramento da técnica de
canulagao de vasos periféricos em camundongos, iniciamos a investigagdo em animais
nao anestesiados. Utilizamos para realizacdo dos procedimentos cirurgicos um
coquetel de ketamina + xilazina. Esta mistura possui potentes efeitos
cardiodepressores agudamente (Janssen e cols., 2004), mas € muito bem tolerada por
camundongos. Além disso, fornece um tempo adequado para realizagdao de
procedimentos cirurgicos, permite a livre movimentagdo do animal (diferente dos
anestésicos inalaveis como halotano) e o animal encontra-se completamente
recuperado dentro de 2 horas (Lorenz, 2002).

Ao compararmos camundongos da linhagem C57BL6J anestesiados e
conscientes, observamos que 0s animais conscientes apresentam valores de PAM
basais ligeiramente mais elevados em comparagdo aos animais anestesiados. Isso era
esperado, uma vez que a anestesia promove efeito hipotensor também em
camundongos (Rao e Verkman, 2000; Janssen e cols., 2004). Ainda condizente com os
dados da literatura foi a observacdo de que os camundongos C57BL6J né&o
anestesiados apresentam valores de FC basais significativamente menores do que os
observados nos camundongos anestesiados (figuras e tabelas nos anexos).

Provavelmente isso se deve ao aumento da influéncia da atividade simpatica eferente
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cardiaca para o coracdo proporcionada pela administracdo de uretana também em
camundongos, como observado anteriormente em ratos (Maggi e Meli, 1986 a, b).

Apesar do exposto acima, ndo observamos diferengas significativas entre a
bradicardia provocada por injegdo i.v. do bloqueador B-adrenérgico atenolol em
camundongos C57BL6J nado anestesiados e anestesiados com uretana. Entretanto,
observamos que o efeito produzido pela administracdo do antagonista colinérgico
metilatropina foi significativamente aumentado nos camundongos ndo anestesiados
quando comparado ao efeito nos camundongos anestesiados com uretana (figuras e
tabelas nos anexos). Esses dados sugerem que o efeito da uretana sob a modulacéo
da neurotransmissdo das respostas cardiovasculares pode influenciar ndo apenas a
atividade simpatica eferente cardiaca como descrito na literatura, mas também e de
forma importante a atividade eferente parassimpatica cardiaca, pelo menos em
camundongos.

No que diz respeito as respostas cardiovasculares reflexas, observamos
importantes alteragbes. As respostas bradicardica e taquicardica barorreflexas
apresentam-se significativamente aumentadas nos camundongos nido anestesiados
quando comparados aos camundongos anestesiados com uretana (resultados
mostrados na tabela 55). Dados semelhantes ja haviam sido observados em relagao a
bradicardia barorreflexa em ratos (Fluckiger e cols., 1985; Fernandes e cols., 2003).
Nossos dados a respeito da resposta barorreflexa em camundongos ndo anestesiados
quando comparados aos camundongos da mesma espécie (C57BL6J) anestesiados
com uretana, ressaltam a evidéncia de que o anestésico uretana pode influenciar a
modulacado autondmica simpatica e parassimpatica cardiacas.

Observamos, de forma bastante interessante, que o Reflexo de Bezold-Jarisch
encontra-se atenuado nos camundongos ndo anestesiados quando comparados aos

animais anestesiados com uretana (resultados mostrados nas tabelas 56 e 57). Se
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considerarmos que os circuitos neuronais responsaveis pela modulacdo das respostas
barorreflexas e do Reflexo de Bezold-Jarisch sdo semelhantes, os dados poderiam
parecer estranhos; no entanto, a manutengao da homeostase cardiovascular depende
da integragado de todas as respostas cardiovasculares reflexas. Por exemplo, Chianca
Jr. e Machado (1994) demonstraram que a responsividade do reflexo de Bezold-Jarisch
€ aumentada em ratos apds remocao dos barorreceptores arteriais, sugerindo que os
receptores cardiopulmonares podem contra-regular o aumento do ténus eferente
simpatico apdés denervacao das aferéncias dos barorreceptores, contribuindo assim
para a manutengdo dos niveis normais de PAM observados nestes animais.
Resultados semelhantes haviam sido observados anteriormente em caes (Persson e
cols., 1988). E possivel que a perda ou diminuicdo da aferéncia barorreceptora
promova uma reorganizagao do processamento neural dentro do NTS e talvez em
outros nucleos envolvidos no circuito de modulagéo barorreflexa (Thrasher, 2005). De
acordo com os estudos citados, podemos sugerir que em camundongos intactos nao
anestesiados ha uma predominancia da atividade barorreceptora em relagdo a
atividade dos receptores cardiopulmonares. Isso justificaria a reduzida atividade do
reflexo de Bezold-Jarisch nos camundongos ndo anestesiados, em relagdo a uma
maior atividade na situacdo de anestesia, onde a atividade barorreceptora encontra-se
atenuada.

Além das dificuldades ja destacadas em relagéo a interpretagdo dos dados em
camundongos, e a comparagdo com outras espécies de animais de experimentagao,
ainda existem problemas relacionados as diferentes linhagens de camundongos
utilizadas durante a manipulagdo génica e consequentemente, na experimentacao.
Diversos estudos (Desai e cols., 1997; Mattson, 2001; Campen e cols., 2002;
Shusterman e cols., 2002; Deschepper e cols., 2004; Campen e cols., 2005) tém

evidenciado claras diferengas hemodinadmicas e autondmicas entre diversas linhagens
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de camundongos. Em alguns casos, as diferengas variam de acordo com o parametro
avaliado e metodologia empregada. Mas um fato que nos chamou a atencgéo foi a
descricdo de alteragdes relacionadas a expressdo de genes relacionados ao SRA na
linhagem de camundongo utilizada em nosso estudo (C57BL6J). Estudos
demonstraram que existem diferencas linhagem-dependente na regulagao da secregao
de renina. Camundongos 129sv e Swiss Webster sdo linhagens da classe de
camundongos com alta renina e possuem alta atividade da renina em glandulas
submandibulares, enquanto outros camundongos, incluindo os C57BL6J sdo da classe
de camundongos com baixa renina, e apresentam reduzida atividade da renina (Piccini
e cols., 1982). Outro estudo demonstrou elevados niveis de PA basal em camundongos
129sv, os quais apresentam duas copias de genes para renina, comparado a niveis
mais reduzidos de PA basal em camundongos C57BL6J, que apresentam apenas um
gene para renina (Krege e cols., 1995). Estas informagdes sdo muito importantes para
nosso estudo e, assim sendo, com a disponibilidade de camundongos com delecéo do
receptor Mas de outra linhagem (FVBN), partimos para investigacdo dos reflexos
cardiovasculares nestes camundongos n&o anestesiados.

Os camundongos com dele¢ao do receptor Mas (KO-Mas) da linhagem FVBN
apresentaram valores de PAM basais mais elevados do que os animais do grupo
controle ndo anestesiados. Sampaio e cols. (2003) demonstraram que a administragao
i.v. de Ang-(1-7) ndo promove alteracdes significativas na PAM e FC, apesar de alterar
de maneira oposta a resisténcia periférica e o débito cardiaco, variaveis que
determinam os valores de PA. No entanto, considerando as evidéncias do efeito
cardioprotetor desempenhado pela Ang-(1-7) (Ferreira e Santos, 2005), assim como as
recentes descobertas de que os camundongos com delecdo do receptor Mas

apresentam fungédo cardiaca prejudicada (Santos e cols., 2006), a observacao de
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valores basais de PAM mais elevados nestes animais esta de acordo com os dados da
literatura.

Como revisado por Averill e Diz (2000), varios estudos tém demonstrado que a
Ang-(1-7) pode agir como um importante neuromodulador, especialmente em areas
bulbares relacionadas com o controle ténico e reflexo da PA. A infusdo ICV de Ang-(1-
7) nao modifica os valores basais de PAM e FC, mas produz significativa facilitagao do
controle reflexo barorreceptor da FC (Campagnole-Santos e cols., 1992; Averill e Diz,
2000). A microinjecéo de Ang-(1-7) no NTS, RVLM e CVLM induz alteragdes similares
na PAM e FC (hipotensdo e bradicardia, efeito pressor e simpatoexcitatério, efeito
depressor e simpatoinibitério, respectivamente) as observadas durante a microinjegao
de Ang Il (Silva e cols., 1993; Fontes e cols., 1994, 1997, 2000; Chavez e cols., 2000;
Alzamora e cols., 2002). Os efeitos cardiovasculares produzidos pela Ang-(1-7) no
cérebro sdo abolidos pela administragdo do antagonista A-779 (Santos e cols., 1994,
2000). No entanto, a fungao efetiva da Ang Il e Ang-(1-7) enddégenas no bulbo em
situacdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas, e particularmente se o receptor Mas participa
dos efeitos mediados pela Ang-(1-7), ainda nao esta suficientemente esclarecido
(Fontes e cols., 1997; Hirooka e cols., 1997; Santos e cols., 2005).

A manipulagdo genética em camundongos tem auxiliado na investigacdo do
papel das angiotensinas no controle central da PA e FC. Camundongos KO-AT4, séo
hipotensos e apresentam valores de FC similares aos dos animais controles (Chen e
cols., 2005). Ja camundongos com superexpressao do receptor AT+, no cérebro (NSE-
AT1a), sdo normotensos e apresentam FC mais elevada quando comparados aos
animais controles (Lazartigues e cols., 2002). Com relagao ao papel do receptor AT,, 0
estudo de camundongos KO-AT,, realizado por Hein e cols., 1995, demonstrou que
estes animais apresentavam valores de PAM e FC similares aos observados nos

camundongos controles. No entanto, Gross e cols., (2000 e 2004), demonstraram que
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camundongos KO-AT; apresentam valores basais de PAM mais elevados do que os
animais controles.

Como podemos ver, apesar da evolugdao das técnicas experimentais e a
facilidade na utilizagao de animais geneticamente modificados, os resultados utilizando
manipulagcado farmacoldgica e genética do SRA no que diz respeito ao controle central
da PA e FC ainda sao divergentes. A observagao em nosso estudo, inédita, de que
camundongos KO-Mas apresentam valores de PAM significativamente mais elevados
do que os observamos em camundongos controles (FVBN) nado anestesiados,
associada aos diversos estudos citados acima que evidenciam um importante papel da
Ang-(1-7) enddégena na regulagao da PA, nos permite refor¢ar a hipétese de que o eixo
Ang-(1-7)/Mas parece estar envolvido no controle tonico da pressao arterial e ainda a
auséncia de seus efeitos pode participar da génese da hipertensdo arterial.

Apesar de nao observarmos diferengas em relacido aos valores basais de FC
entre os camundongos com delegao do receptor Mas (KO-Mas) quando comparados
aos camundongos controles (FVBN) nado anestesiados, isso nao descarta a
possibilidade de participacdo da Ang-(1-7) no controle também da FC. E necessario
considerar que estes animais podem apresentar compensagdes que tamponem o efeito
direto da manipulagao da expressao do receptor Mas sobre a FC. Podemos observar
alteragbes no controle da FC em camundongos KO-Mas apds o duplo bloqueio
autondmico. Estes animais apresentam tendéncia a FC intrinseca mais elevada
(p=0.0517) do que os animais controles (FVBN) ndo anestesiados. Isso pode ser
devido, pelo menos em parte, a acédo da Ang Il endégena sobre a excitabilidade das
células do sistema de condugdo do musculo cardiaco (Saito e cols., 1987; Sechi e
cols., 1993; Saavedra e cols., 1993; Beaulieu e Lambert, 1998), ndo contra-regulada
pela Ang-(1-7), nos camundongos com delegdo do receptor Mas. Em concordancia

com a hipétese de exacerbagédo das agdes da Ang Il na auséncia da contra-regulagao
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pela Ang-(1-7), observamos que durante o bloqueio simpatico os camundongos KO-
Mas nao anestesiados apresentam efeito bradicardico induzido pela injecdo i.v. do
bloqueador B-adrenérgico, atenolol, significativamente maior do que o observado nos
camundongos controle, sugerindo que estes animais apresentam atividade simpatica
cardiaca aumentada. Ao contrario, o bloqueio colinérgico realizado através da injecao
i.v. de metilatropina produziu taquicardia significativamente menor nos camundongos
KO-Mas, quando comparados ao respectivo grupo controle ndo anestesiado, sugerindo
uma reducido da atividade cardio-vagal nos animais com delecdo do receptor Mas.
Esses dados estao de acordo com a hipétese de que a Ang-(1-7) via Mas desempenha
importante papel no controle tonico da atividade simpatica e parassimpatica cardiacas.

Como descrito para os camundongos KO-Mas (C57BL6J), os camundongos KO-
Mas da linhagem FVBN, ndo anestesiados, apresentam bradicardia barorreflexa
significativamente reduzida e taquicardia barorreflexa significativamente acentuada em
relagdo aos camundongos controle da mesma linhagem. Estes dados estdo de acordo
com a reducao na atividade cardio-vagal e aumento da atividade simpatica cardiaca
observada nos camundongos KO-Mas, como descrito acima, e sugerem que a delegao
do receptor Mas produz modificagdes na modulagao da atividade autondmica simpatica
e parassimpatica cardiacas.

Estudos a respeito do SRA cerebral em camundongos ainda sao escassos, mas,
por exemplo, o estudo de Hauser e cols. (1998) analisou a distribuicdo de receptores
da Ang Il (AT e ATy) no cérebro de camundongos CS57BL6J. Estes autores
observaram que ha expressao similar de receptores ATy e AT, no NTS de
camundongos, diferente do observado em ratos que apresentam somente receptores
AT4 no NTS (para revisao, von Bohlen und Halbach e Albrecht, 2006). Estes dados
indicam a existéncia de diferengcas no SRA cerebral de camundongos em relagéo a

ratos, uma vez que o NTS é considerado a primeira estagao sinaptica das aferéncias
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cardiovasculares. Recentemente, Doobay e cols., (2007) demonstraram pela primeira
vez a expressao da ECA2 (proteina e RNAm) no citoplasma de neurbnios de
camundongos, no NTS, nucleo dorsal motor do vago, nucleo ambiguo e RVLM, todas
estas, areas relacionados com o controle das fungdes cardiovasculares. Esta
observagao ressalta a importancia do SRA neuronal e ainda, destaca a produgao
efetiva de Ang-(1-7) no cérebro a partir da conversao de Ang Il pela ECA2, para contra-
reqular as acbes mediadas pela prépria Ang Il, principalmente em situacdes
conhecidas por ativar o SRA, como hipertensdo e outras doengas cardiovasculares
(Gallagher e cols., 2006; Doobay e cols., 2007).

Em concordéncia com os dados apresentados dos camundongos KO-Mas da
espécie C57BL6J, os camundongos KO-Mas FVBN ndo anestesiados apresentam
atenuacdo das respostas hipotensora e bradicardica que constituem o reflexo de
Bezold-Jarisch e exacerbacdo das respostas pressora e bradicardica que compdem o
quimiorreflexo. Como discutido acima, estes dados sdo condizentes com os
observados na literatura a respeito da participagcdo da Ang Il na modulagdo de tais
reflexos e ainda com a possibilidade de os camundongos FVBN KO-Mas, assim como
os camundongos C57BL6J KO-Mas, apresentarem alteragdes morfolégicas
condizentes com quadro de insuficiéncia cardiaca (Santos e cols., 2006), apesar de
animais desta linhagem ainda n&o terem sido submetidos a tal avaliagao.

Considerando que a Ang Il atenua o barorreflexo (Campagnole-Santos 1992;
Luoh e chan, 1998; Averill e Diz, 2000; Campagnole-Santos e Haibara 2001; Santos e
cols., 2005), atenua o reflexo de Bezold-Jarisch (Semple e cols., 1988; Whorlow e cols.,
1998; Uggere e cols., 2000; Sever e cols., 2001) e facilita o quimiorreflexo (Paton e
Kasparov, 1999; Fung e cols., 2002; Rocha e cols., 2003; Leung e cols., 2003), agindo
via receptor AT4, sendo o receptor Mas um antagonista funcional do receptor AT;

(Kostenis e cols., 2005), reforcamos a hipétese de que a Ang-(1-7), via receptor Mas
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contra-regula as agdes da Ang Il na modulagdo das respostas cardiovasculares
reflexas, provavelmente atuando em nivel do SNC.

Trabalho recente de Gallagher e cols. (2006) mostra outra evidéncia de
interacdo entre os peptideos Ang Il e Ang-(1-7) em astrécitos de ratos. Este estudo
sugere que a Ang-(1-7) agindo em seu receptor previne a redugao transcricional da
ECA2 produzida pela Ang Il, acentuando assim a produgao de Ang-(1-7) a partir da
conversao de Ang Il pela ECA2. Associado a isso, a demonstragao de Doobay e cols.
(2007) de que ha significativa expressao da ECA2 no cérebro de camundongos e
especificamente em areas relacionadas com o controle das funcdes cardiovasculares,
indica o importante papel desempenhado pela Ang-(1-7) no SNC. Esta é mais uma
evidéncia de que a Ang-(1-7) age como modulador fisiolégico da Ang Il, produzindo
acdes opostas sobre o volume de fluido corporal, pressdo sanguinea e crescimento
celular, que sao particularmente evidentes sob condicbes de ativacdo do SRA
(Gallagher e cols., 2006; Doobay e cols., 2007).

Se realmente ha ativacdao do SRA ou ndo nos camundongos com alteragao da
expressao do receptor Mas, ndo podemos afirmar ainda. Mas, é possivel que
alteragdes nos niveis plasmaticos, assim como na expressao de receptores acontegam
diante de manipulagdes génicas. Alenina (2003) durante a produgédo dos animais KO-
Mas e NSE-Mas da linhagem FVBN, demonstrou que estes animais apresentam
atividade da renina plasmatica similar ao observado para camundongos controles
FVBN (cerca de 2 ng/ml/h), concentragdes plasmaticas de Ang Il também similares aos
animais controles FVBN (cerca de 250 pg/ml) assim como concentragdes plasmaticas
de angiotensinogénio (cerca de 11 ng/ul). Entretanto, sabe-se hoje que além do SRA
circulante, existem SRA teciduais e que as concentracdes dos substratos e peptideos
podem variar de acordo com o tecido avaliado, condicdo experimental e tipo de animal

avaliado. Outro dado importante foi apresentado no estudo de Cholewa e cols. (2005).
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Estes autores demonstraram que a manutengdo da PA em camundongos € mais
dependente do SRA enddgeno do que em ratos. Ainda, este estudo demonstrou que os
camundongos (C57BL6J), mesmo com apenas um gene para renina, apresentam
concentracdo plasmatica de renina 44 vezes maior do que o observado em ratos
Sprague-Dawley (SD) e ainda, que os ratos SD apresentam concentragdo plasmatica
de angiotensinogénio 7 vezes maior do que camundongos C57BL6J. Estes dados
demonstram a existéncia de uma relagdo inversa entre os dois mais importantes
componentes do SRA entre camundongos e ratos (Cholewa e cols., 2005).

Como nos protocolos iniciais, avaliamos o efeito da infusdo i.v. de Ang Il em
camundongos KO-Mas e controles da linhagem FVBN n&o anestesiados. Durante a
infusdo de Salina, n&o observamos alteracbes importantes nas variaveis
cardiovasculares PAM e FC. A infusdo i.v. de Ang Il promoveu efeito pressor e
bradicardia de similar magnitude em todos os grupos de animais avaliados (KO-Mas e
controles FVBN). Nos protocolos iniciais haviamos observado que a infusao i.v. de Ang
Il em camundongos KO-Mas C57BL6J anestesiados com uretana produz efeito pressor
significativamente maior do que o observado para os animais controles (C57BL6J).
Apesar de estes dados ressaltarem as agdes contra-regulatérias Ang II/Ang-(1-7) no
controle da homeostase cardiovascular e da justificativa mais adequada para este
resultado ser a auséncia da oposi¢ao realizada pela Ang-(1-7) sobre as agdes da Ang
I, diante dos atuais resultados, € necessario considerar outras hipéteses.

Uma delas seriam as possiveis diferengas relacionadas ao SRA de
camundongos C57BL6J e FVBN, uma vez que o primeiro apresenta apenas um gene
para renina e o segundo, dois genes para renina. Entretanto, Cholewa e Mattson
(2001) demonstraram que os valores de atividade da renina plasmatica, concentragédo
de renina plasmatica, concentracdo de Ang |l e aldosterona mensurados em

camundongos C57BL6J sao equivalentes aos valores observados para camundongos
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com dois genes para renina. Outra possibilidade seria a influéncia da anestesia nos
resultados iniciais. Estudo de Leenen e Provost (1981) demonstraram que um aumento
na atividade da renina plasmatica é essencial para a manutencao dos niveis normais
de PA em ratos anestesiados com uretana. A anestesia, além de aumentar a atividade
da renina plasmatica, aumenta também os niveis de Ang Il circulantes (Sigmon e
Beierwaltes, 1993). Ainda, Moura e cols. (2005) demonstraram que a injegao i.v. de
antagonistas de receptor AT4, losartan e CV11974, promoveram importante redugéo na
PAM de ratos normotensos anestesiados com uretana, em concordancia com a idéia
de que a PAM de ratos anestesiados com uretana é mantida em niveis normais por
uma ativagdo do SRA. Sendo assim, pode ser que a exacerbagdo no efeito pressor
induzido pela infusédo i.v. de Ang Il em camundongos C57BL6J anestesiados com
uretana tenha sido causada por uma ativacao do SRA decorrente da anestesia.

Uma vez que os niveis plasmaticos de Ang Il nos camundongos FVBN controles
e KO-Mas sado semelhantes, e que a infusado i.v. de Ang-(1-7) ndo causa mudancgas
significativas na PAM e FC (Sampaio e cols., 2003), podemos sugerir que as
modificagdes provocadas pela delecdo do receptor Mas talvez causem diferentes
modificagdes no débito cardiaco e resisténcia periférica total, por exemplo, que
mascarem o efeito direto sobre a PAM. Estudo recente de nosso grupo (Botelho-Santos
e cols., 2007) utilizando ratos transgénicos TRG(A1-7)3292, que apresentam niveis
plasmaticos cronicamente elevados de Ang-(1-7), demonstrou que estes animais
apresentam maior débito cardiaco, maior indice cardiaco e menor resisténcia periférica
total quando comparados aos ratos SD e no entanto, ndo apresentam valores
diferentes de PAM. Ainda, podemos sugerir que provavelmente a expressdo de
receptores AT e, talvez até de receptores AT,, ndo seja diferente entre os

camundongos controle e KO-Mas, ja que a infusdo de Ang Il ndo produziu efeitos
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cardiovasculares diferentes nesses animais. No entanto, ndo existem dados ainda que
suportem estas hipoéteses.

A infusdo i.v. de Salina nao alterou as respostas observadas anteriormente
durante o bloqueio autonémico simpatico e parassimpatico cardiacos. Observamos
claramente nos camundongos KO-Mas (FVBN) que o efeito taquicardico produzido pela
administracdo de metilatropina encontra-se significativamente reduzido, enquanto o
efeito bradicardico produzido pela administracdo de atenolol encontra-se
significativamente aumentado quando comparados aos camundongos controles FVBN
nao anestesiados. Estes dados suportam a hipotese de que a Ang-(1-7) via receptor
Mas desempenha importante papel na modulagao da atividade autondmica simpatica e
parassimpatica cardiacas.

Durante a infusdo i.v. de Ang Il observamos uma redugdo significativa na
taquicardia induzida pela administracdo de metilatropina camundongos FVBN controles
e, aumento significativo desta resposta nos camundongos com delegdo do receptor
Mas nao anestesiados. Estes dados estdo de acordo com a literatura, ja que conforme
descrito por Potter (1982) a Ang Il inibe a liberacdo de acetilcolina nas terminacdes
vagais cardiacas de ratos. Da mesma forma, Du e cols. (1998) demonstraram que a
Ang |l pode promover inibigdo pré-sinaptica da liberagcao de acetilcolina em coragdes
infartados e insuficientes de ratos. Apesar disso, nao existe até o momento estudos
relacionando Ang Il e atividade parassimpatica eferente cardiaca em camundongos.
Nos camundongos com delecdo do receptor Mas, a redugdo da taquicardia induzida
pelo bloqueio colinérgico é condizente com a literatura e com a nossa hipétese de que
na auséncia da agao contra-regulatéria da Ang-(1-7), os efeitos da Ang Il séo
exacerbados. No entanto, a observacdo de que o efeito taquicardico produzido pela
administragdo i.v. de metilatropina aumenta significativamente durante a infuséo i.v. de

Ang Il é a principio surpreendente. Podemos especular que talvez a Ang Il exdgena
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esteja agindo diretamente sobre os receptores AT no sistema de condugdo cardiaco e
produzindo o aumento da resposta de taquicardia induzida pela administracao i.v. de
atropina nos camundongos KO-Mas. Talvez esta resposta taquicardica esteja
relacionada ndo diretamente ao bloqueio colinérgico cardiaco, induzido pela Ang Il
enddégena na auséncia de acdo da Ang-(1-7), mas indiretamente a estimulagado do
sistema de condugdo cardiaco. Apesar disso, a infusdo de Ang Il n&o produziu
alteracdes significativas na resposta bradicardica a injecdo de atenolol em nenhum dos
grupos experimentais avaliados.

A infusdo i.v. de Ang Il ndo produziu alteragdes significativas nas respostas
bradicardica e taquicardica barorreflexas nos camundongos com delegao do receptor
Mas, nem tampouco nos camundongos controles ndo anestesiados. Estes dados séo
diferentes do esperado e inclusive, dos dados demonstrados por nés nos
camundongos KO-Mas da linhagem C57BL6J anestesiados com uretana. Até o
momento, ndo existem estudos a respeito da influéncia da administracdo exégena de
peptideos angiotensinérgicos sobre a fungédo barorreflexa em camundongos néao
anestesiados. Os estudos a respeito da fungao barorreflexa em camundongos com
alteracdo génica de componentes do SRA utilizaram andlise espectral e, de acordo
com Lipman e cols. (2003), este tipo de avaliacdo que utiliza o indice barorreflexo
espontaneo € inconsistente com o ganho barorreflexo arterial avaliado pela técnica
farmacoldgica. A manipulagado farmacoldgica perturba o sistema e permite avaliar o
ganho reflexo. Este método é baseado no fato de as respostas barorreflexas serem
maiores € mais aparentes através de mudancas rapidas na pressao arterial, o oposto
de um estado estacionario ou alteracbes minimas na pressao arterial como ocorre
durante a avaliagdo do barorreflexo espontaneo. Os resultados do estudo de Lipman e
cols. (2003) demonstram que as analises matematicas nao sao claras e seria quase

impossivel refletirem o ganho barorreflexo arterial. Por conta disso, a manipulagéo
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farmacologica é considerada o método de escolha para avaliagdo da fungao
barorreflexa (Lipman e cols., 2003).

Na tentativa de desvendar possiveis alteracdes induzidas pela infusdo i.v. de
Ang Il nos camundongos n&o anestesiados, realizamos analise separadamente dos
componentes rapido (parassimpatico) e lento (simpatoinibitério) da resposta
bradicardica barorreflexa, claramente descrita na literatura como sendo inibida pela
administracdo de Ang Il. De forma bastante interessante, observamos que a infuséo i.v.
de Ang Il reduziu o 1° componente da bradicardia barorreflexa (p<0.05) nos
camundongos KO-Mas ndo anestesiados. Nos camundongos controle, a Ang Il ndo
produziu alteragdes significativas no 1° componente da bradicardia barorreflexa. Estes
dados estdo de acordo com a hipétese de que a atividade parassimpatica cardiaca é
influenciada pela acdo da Ang Il, e de que na auséncia da agdo da Ang-(1-7), este
efeito &€ exacerbado. Talvez, o tempo de infusdo ou a dose de Ang Il ndo tenham sido
suficientes para observarmos alteragcbes significativas, ja que alguns trabalhos
demonstram que a infusdo aguda de Ang Il pode n&o produzir alteragbes no
barorreflexo (Kashihara e cols., 2003).

Analisando o 2° componente da bradicardia barorreflexa, observamos que a
infusdo i.v. de Ang Il produziu um significativo aumento na inclinagdo da curva AFC/At
(bpm/seg) em camundongos KO-Mas, o que poderia ser interpretado como uma
reducdo do componente simpatoinibitério que participa da fase lenta do efeito
bradicardico na resposta barorreflexa induzida por elevagao subita da PA (Coleman,
1980). De forma interessante, este efeito sé foi observado nos animais KO-Mas, sendo
que a infusdo de Ang Il ndo alterou os componentes da bradicardia barorreflexa nos
camundongos controles n&o anestesiados.

A infusdo i.v. de Salina ndo alterou de maneira significativa as respostas

bradicardica e taquicardica barorreflexas nos camundongos com delegédo do receptor
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Mas, nem tampouco nos camundongos controle ndo anestesiados. Ainda, a infusao i.v.
de Salina ndo produziu alteragbes significativas nos componentes da bradicardia
barorreflexa em nenhum dos grupos experimentais avaliados.

Diante da auséncia de estudos semelhantes e ainda, da surpreendente resposta
observada, torna-se dificil a interpretacdo dos dados observados em nosso estudo.
Recentemente, Alzamora e cols. (2006) avaliaram o efeito da microinjecdo de Ang Il e
Ang-(1-7) em areas importantes na modulagcao das respostas barorreflexas, RVLM e
CVLM, em ratos anestesiados com uretana. Os autores observaram que a microinjegao
de ambos os peptideos no RVLM ndo promoveram alteragbes significativas nas
respostas bradicardica e taquicardica barorreflexas. No entanto, a microinjecdo de Ang-
(1-7) no CVLM, resultou em atenuacdo da bradicardia barorreflexa e facilitacdo da
taquicardia barorreflexa; enquanto a microinjecédo de Ang Il na mesma area, promoveu
alteracbes opostas: facilitacido da bradicardia barorreflexa e atenuagao da taquicardia
barorreflexa. Uma vez que estas alteragdes foram abolidas apds tratamento com
metilatropina, os autores sugeriram que os peptideos Ang Il e Ang-(1-7), no CVLM,
produzem modulacéo barorreflexa diferente (respostas opostas), provavelmente devido
a efeitos distintos sobre a atividade parassimpatica cardiaca (Alzamora e cols., 2006).

Como demonstrado por nosso estudo, a fungédo barorreflexa em condigdes
basais parece depender da acdo modulatéria da Ang-(1-7) via receptor Mas sobre as
acdes da Ang Il via receptor AT4, ou no camundongo, até mesmo o receptor AT, ja
gue ambos estado presentes no NTS de camundongos (Hauser e cols., 1998). Apesar
disso, durante a administracdo exdégena de Ang Il, em camundongos FVBN néao
anestesiados, com ou sem alteracdo na expressdo do receptor Mas, observamos
mesmo padrao de resposta.

Quando realizamos o bloqueio autonémico cardiaco, observamos que o bloqueio

parassimpatico através da inje¢cdo de metilatropina aboliu a bradicardia barorreflexa e
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reduziu significativamente a taquicardia barorreflexa em camundongos com delegao do
receptor Mas e no respectivo grupo controle durante a infusédo i.v. de Salina. Estas
respostas ndo foram alteradas pela infusdo i.v. de Ang Il em nenhum dos grupos
experimentais. Resposta similar foi observada em estudos de Paton (1998) e Paton e
Butcher (1998) durante avaliacdo das respostas cardiovasculares reflexas antes e apos
a administracao de metilatropina em camundongos C57BL6J utilizando a preparagao
tronco cerebral-coragido. Estes autores observaram que a bradicardia barorreflexa, a
bradicardia quimiorreflexa e a bradicardia do reflexo de Bezold-Jarisch foram todas
abolidas apds a administracdo de metilatropina em camundongos C57BL6J.

Apods o bloqueio B-adrenérgico, pela administracdo de atenolol, observamos que
a bradicardia barorreflexa foi significativamente aumentada (predominio da atividade
parassimpatica) nos camundongos com delec¢ao do receptor Mas e no respectivo grupo
controle. A infusdo i.v. de Ang Il ndo modificou esta resposta. Com relagcédo a resposta
taquicardica barorreflexa apos bloqueio B-adrenérgico, a infusao i.v. de Salina nao
produziu alteragdes significativas na resposta taquicardica barorreflexa nos
camundongos KO-Mas e camundongos controles ndo anestesiados. A infusdo de Ang
Il aumentou significativamente a resposta taquicardica barorreflexa apenas nos
camundongos com delegcao do receptor Mas, que apresentam atividade simpatica
cardiaca eferente aumentada, pelo provavel efeito da Ang Il endégena néao
antagonizado pela Ang-(1-7).

Estes dados associados aos dados anteriores de bloqueio autonémico cardiaco
indicam que: nos camundongos FVBN nao anestesiados, apesar de a FC basal ser
dependente principalmente da atividade simpatica eferente cardiaca, as respostas
bradicardica e taquicardica barorreflexas, parecem ser dependentes principalmente da

atividade parassimpatica eferente cardiaca, ja que tanto as respostas de bradicardia
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quanto as de taquicardia barorreflexas foram significativamente atenuadas apos
bloqueio parassimpatico.

Para os camundongos KO-Mas FVBN n&o anestesiados, observamos atividade
parassimpatica eferente cardiaca reduzida e atividade simpatica eferente cardiaca
aumentada quando comparados aos camundongos controles. Estes dados estdo de
acordo com a observacgao de atenuacgao da bradicardia barorreflexa, assim como com a
facilitagdo da taquicardia barorreflexa observadas nestes animais. Assim, estes dados
indicam que a Ang-(1-7) desempenha importante papel na modulagdo da atividade
autondbmica simpatica e parassimpatica cardiacas, provavelmente aumentando a
atividade parassimpatica e reduzindo a atividade simpatica, como esperado, também
em camundongos n&o anestesiados. Provavelmente, as agdes da Ang Il estejam sendo
exacerbadas nos camundongos com delecdo do receptor Mas, pela auséncia do
antagonismo desempenhado pela provavel heterodimerizagédo funcional dos receptores
Mas/AT4 (Kostenis e cols., 2005).

Neste trabalho, considerando os efeitos da Ang-(1-7) no SNC, ainda tivemos a
oportunidade de avaliar as alteragbes sobre os parametros cardiovasculares basais
(PAM e FC) e sensibilidade barorreflexa em camundongos transgénicos que
superexpressao o receptor Mas no cérebro (NSE-Mas). De maneira interessante, estes
animais apresentam valores basais de PAM significativamente mais elevado quando
comparados ao respectivo grupo controle (FVBN). Apesar de inicialmente, esperarmos
o contrario, a PAM mais elevada nestes animais nao contraria a hipétese levantada
sobre o papel fundamental da Ang-(1-7) no controle tonico da PA. Muito pelo contrario,
apesar de ndo sabermos ainda a localizacido precisa da superexpressao do receptor
Mas nestes camundongos, estes dados evidenciam que a Ang-(1-7) via Mas, participa
efetivamente do controle da PA agindo em nivel do SNC. Em ratos Wistar, Becker e

cols. (2005), demonstraram que ha significativa expressdao do receptor Mas nas
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diversas areas bulbares (NTS, RVLM e CVLM) relacionadas com o controle ténico da
PA e FC. No entanto, ainda nao existem dados na literatura a respeito da expressao de
receptor Mas no cérebro de camundongos FVBN, nem tampouco em camundongos
NSE-Mas.

Em relagdo aos valores basais de FC, nao observamos diferengas significativas
entre os camundongos com superexpressao do receptor Mas no cérebro (NSE-Mas) e
os camundongos controles ndo anestesiados. Este resultado também n&o descarta o
envolvimento do receptor Mas e da Ang-(1-7) no controle tdnico da FC, uma vez que
além de ndo sabermos a localizag&o precisa da superexpressdo do Mas no cérebro
destes animais, precisamos considerar a possibilidade de respostas compensatérias
serem desenvolvidas pelo organismo destes animais para tamponar possiveis
alteragbes. Como discutido anteriormente, estudos de nosso grupo (Sampaio e cols.,
2003; Botelho-Santos e cols., 2007) tém demonstrado que a Ang-(1-7) aguda ou
cronicamente (ratos transgénicos) promove alteragbes importantes nas variaveis
cardiovasculares, que ndo necessariamente se expressam em alteragcdes finais de
PAM e FC.

Diante de dados consistentes da literatura a respeito do efeito facilitatério da
Ang-(1-7) sobre a fungao barorreflexa, interessante foi investigar a funcao barorreflexa
em camundongos com superexpressao do receptor Mas no cérebro. Observamos, de
forma muito interessante, que estes animais apresentam bradicardia barorreflexa
significativamente exacerbada em relacdo aos camundongos controles FVBN nao
anestesiados, sem tampouco apresentarem alteragdes no indice de taquicardia
barorreflexa. Uma vez que ndo se sabe a localizacdo do receptor Mas no cérebro
destes animais, e que estes sdo dados preliminares a respeito de tal animal, nao
podemos sugerir um mecanismo que explique tal resultado. No entanto, estes dados

reforcam a idéia de participagdo efetiva da Ang-(1-7) via Mas na modulagdo da
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resposta bradicardica barorreflexa e, consequentemente, na regulagdo das fungdes
cardiovasculares.

Na busca de compreender um pouco o papel da Ang-(1-7) e do receptor Mas no
cérebro de camundongos realizamos infusdo ICV do antagonista A-779 nos
camundongos com superexpressao do receptor Mas no cérebro (NSE-Mas) e em
camundongos controle ndo anestesiados. A infusdo ICV de A-779 ou Salina nao
promoveu alteragdes significativas nos valores basais de PAM nos camundongos com
superexpressao do receptor Mas no cérebro (NSE-Mas), nem nos camundongos
controles ndo anestesiados. A FC basal dos camundongos controles FVBN n&o foi
alterada pela infusdo de Salina ou de A-779. Ja nos camundongos NSE-Mas, a infusédo
ICV de A-779 causou significativa taquicardia quando comparado a infusdo ICV de
Salina. Estes dados, associados aos dados da literatura, sugerem que a Ang-(1-7)
participa do controle central da FC e que a superexpressao do receptor Mas no cérebro
pode modificar o controle ténico sobre os parametros cardiovasculares.

A idéia de que a Ang-(1-7) no SNC participa da modulagdo da resposta
barorreflexa também em camundongos, foi ratificada durante a avaliagdo das respostas
bradicardica e taquicardica barorreflexas apds a infusao ICV do antagonista A-779.
Observamos de maneira bastante interessante que ambas as respostas barorreflexas
(bradicardia e taquicardia) foram reduzidas em camundongos controles FVBN n&o
anestesiados apés infusdo ICV de A-779. No entanto, estas respostas ndo foram
significativamente alteradas pela infusdo ICV de A-779 nos camundongos NSE-Mas.
Estes dados s&o condizentes com a observagdo de que a Ang-(1-7) provavelmente
aumenta a atividade parassimpatica eferente cardiaca em camundongos néao
anestesiados. De forma interessante, nos camundongos que superexpressam o
receptor Mas no cérebro (NSE-Mas) a infusdo ICV de A-779, na mesma dose utilizada

nos animais controle, ndo modificou significativamente estas respostas.
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Apesar de nao sabermos a respeito da localizagao precisa do receptor Mas no
cérebro de camundongos, esta € uma evidéncia funcional de que n&o sé o receptor
Mas esta presente no cérebro de camundongos, mas que estd em maior numero no
cérebro dos animais NSE-Mas.

Assim, neste estudo, demonstramos pela primeira vez as alteragdes induzidas
pela delegcédo genética do receptor, Mas, em camundongos C57BL6J anestesiados com
uretana, assim como em camundongos FVBN ndo anestesiados com delecdo génica e
superexpressdo no cérebro do receptor Mas, sobre as respostas cardiovasculares
reflexas. Os resultados sugerem que a Ang-(1-7) e seu receptor Mas estédo
efetivamente envolvidos na regulagdo dos parametros cardiovasculares basais, assim

como na modulacio das respostas cardiovasculares reflexas.
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6 - CONCLUSOES:

Conforme demonstrado, os resultados do presente estudo confirmam dados da
literatura e estendem o conhecimento a respeito das fungdes desempenhadas pelo o
heptapeptideo Ang-(1-7), via receptor Mas, sobre o controle tonico e reflexo das
variaveis cardiovasculares, uma vez que:

v" O receptor da Ang-(1-7), Mas, esta envolvido de forma importante na modulagéo
das respostas cardiovasculares reflexas.

v A delegcdo e a superexpressdo do receptor da Ang-(1-7), Mas, no cérebro,
alteram as respostas barorreflexas induzidas por injegdo intravenosa de
fenilefrina e nitroprussiato de sddio.

v" A delegéo do receptor da Ang-(1-7), Mas, altera as respostas reflexas induzidas
pela estimulacdo do Reflexo de Bezold-Jarisch e do Quimiorreflexo.

v A infusdo intravenosa de Ang Il promove alteragbes nas respostas
cardiovasculares e reflexas em camundongos com delecdo e com
superexpressao no cérebro do receptor da Ang-(1-7), Mas.

v" O receptor da Ang-(1-7), Mas, participa de forma importante da modulagédo dos
efeitos cardiovasculares promovidos pela Ang Il

v' A delegédo do receptor da Ang-(1-7), Mas, altera os niveis basais de PAM em
camundongos FVBN nao anestesiados, demonstrando que o eixo Ang-(1-
7)/Mas, contribui para a manutencgéao ténica dos parametros cardiovasculares.

v A Ang-(1-7) endégena central participa da modulagdo das respostas
bradicardica e taquicardica barorreflexa em camundongos ndo anestesiados.

v" O bloqueio dos componentes autondmicos simpatico e parassimpatico altera de
maneira importante as respostas bradicardica e taquicardica barorreflexas em

camundongos com alteragcédo da expresséo do receptor Mas.
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v' A delecdo do receptor da Ang-(1-7), receptor Mas, promove alteragdes nos
componentes autondmicos simpatico e parassimpatico cardiacos que mantém a

homeostase cardiaca.

O papel da Ang-(1-7) na manutencdo da homeostase cardiovascular € muito
discutido na literatura. Em nosso estudo, utilizando camundongos submetidos a
manipulacdo da expressdo génica do receptor Mas, demonstramos a efetiva
participacdo da Ang-(1-7) via receptor Mas na manutencédo e controle das variaveis
cardiovasculares. Se a delegdo do receptor da Ang-(1-7), compromete as respostas
cardiovasculares reflexas por conta de alteragbes funcionais e morfoldgicas cardiacas;
por conta de alteragcdes na transmissao sinaptica e liberacido de neurotransmissores
em areas do SNC, relacionadas ao controle das fungbes cardiovasculares, ou de
ambos, ndo podemos afirmar ainda. Em contrapartida, podemos afirmar que alteracdes
funcionais cardiovasculares reflexas importantes ocorrem durante a delegdao do
receptor da Ang-(1-7), receptor Mas.

Considerando os resultados do presente estudo, destacamos a importancia da
interacdo Ang-(1-7)/Mas contrabalanceando as acdes classicas da Ang II/ATq para a
manutencdo da atividade autondmica cardiaca, assim como na modulagdo das
respostas cardiovasculares reflexas e ainda na manutengao dos valores basais de PA
e FC. Estes resultados associados aos dados da literatura, ratificam a relevancia do
potencial efeito fisiologico que a Ang-(1-7), assim como seu receptor Mas,
desempenham sobre o controle das fungdes cardiovasculares e consequente

manutencido da homeostase.
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