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RESUMO

A Ang-(1-7) potencia o efeito hipotensor da BK em ratos normotensos e
hipertensos. Os antagonistas especificos da Ang-(1-7), A-779 ou [D-Pro’]-
Ang-(1-7), inibem a potenciagdo da BK em ratos. Os efeitos do
heptapeptideo Ang-(1-7) sdo mediados principalmente pelo receptor Mas,
que é acoplado a uma proteina G relacionada a sinalizacéo intracelular da

Ang-(1-7).

Comparamos a potenciacédo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7),
Ang-(2-7), Ang-(3-7) e Ala'-Ang(1-7) em camundongos pertencentes as
linhagens FVBN e Black C56, WT ou Mas-KO. As respostas hipotensoras
de injecdes in bolus de BK (40 ng) associada a doses diferentes de cada
peptideo (80, 160 and 320 ng) foram comparadas ao efeito de doses
simples de BK (40 and 80 ng). O mesmo protocolo foi executado em
camundongos pré-tratados com captopril e L-NAME. Em outro grupo,
avaliamos o efeito do antagonista da Ang-(1-7), o [D-Pro’]Ang-(1-7)

associado a curva dose-resposta de Ang-(1-7) e BK em injec¢Ges in bolus.

Tanto a Ang-(1-7) quanto os peptideos derivados dela ndo alteraram a
PAM quando administrados isoladamente, mas potenciaram de forma
significativa o efeito hipotensor da BK em camundongos WT. A Ang-(1-7)
(160 ng) transformou o efeito de uma dose simples de BK (40 ng) no
equivalente do efeito de uma dose dupla (80 ng) nos camundongos WT,
Black C56 e FVBN. Em ambas as linhagens, a potenciagcdo da BK pela

Ang(1-7) ndo foi significativa nos animais Mas-KO e esse foi o principal
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achado desse estudo. O pré-tratamento dos animais WT com L-NAME

resultou na diminuicéo significativa da potenciacdo da BK pela Ang-(1-7).

Assim, esses estudos demonstraram que a potenciacdo do efeito
hipotensor da BK pela Ang-(1-7) depende de mecanismos mediados pelo

receptor Mas e pela sintese e liberacdo de NO.
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ABSTRACT

Ang-(1-7) potentiates the hypotensive effect of bradykinin (BK) in
normotensive and hypertensive rats. Ang-(1-7) specific antagonists, A-779
or [D-Pro7]-Ang-(1-7), prevented the BK potentiation in rats. Ang-(1-7)
effects are mainly mediated by Mas receptor. Mas codes for a G protein-

coupled receptor that is implicated in Ang-(1-7) signaling.

We evaluate the role of Mas receptor in the potentiation of BK
hypotensive effect by Ang-(1-7), Ang-(2-7), Ang-(3-7) or Ala-Ang(1-7) in
FVBN and Black C56 mice, WT or Mas-KO female mice. The hypotensive
effect of bolus injections of BK (40 ng) combined with different doses of
each peptide (80, 160 and 320 ng) were compared to the effect of single
doses of BK alone (40 and 80 ng). The same protocol was performed in
mice pre-treated with Captopril and L-NAME. In other group, we
evaluated the effect of Ang-(1-7) antagonist [D-Pro7]Ang-(1-7) combined
to Ang-(1-7) and BK in bolus injections.

Ang-(1-7) or Ang-(1-7) related peptides alone did not change MAP but
significantly potentiated the hypotensive effect of BK in WT mice. Ang-(1-
7) (160 ng) transformed the effect of a single dose of BK (40 ng) to the
effect of its double (80 ng) when the experiments were performed either in
Black C56 or FVBN WT mice but it was not significant in Mas-KO mice,
which was the most important finding of this study. L-NAME pre-

treatment of mice attenuated the BK potentiation of Ang-(1-7).

Xiii



In summary those results have demonstrated that potentiation of the
hypotensive effect of BK of Ang-(1-7) relies on Mas receptor and NO

synthesis and releasing mechanisms.
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1. INTRODUCAO

1.1- O Endotélio

O endotélio € o tecido que reveste internamente 0s vasos sanguineos
(artérias e veias), 0 coracdo e vasos linfaticos. E constituido por uma
monocamada de células que se comportam como um Orgdo endocrino
envolvido na geragcdo e regulacdo de multiplos processos fisiologicos e
fisiopatolégicos como coagulacdo, inflamacdo, aterosclerose e
angiogénese. O endotélio contribui para a homeostase cardiovascular,
mantendo a fluidez do sangue e ajustando o calibre dos vasos sanguineos as
constantes mudangas no ambiente hemodinamico e humoral. A célula
endotelial tem a capacidade de “detectar” alteragdes nas forgas
hemodindmicas (fisicas) e responder as substancias vasoativas (circulantes
ou produzidas localmente) e mediadores liberados de células sanguineas e
plaquetas. Esses estimulos provocam a sintese/secrecdo de substéncias
biologicamente ativas do endotélio que modulam o tdnus (estado de
contracdo) e a estrutura do musculo liso vascular subjacente (Fleming e
cols., 1999; Rubanyi, 1993). A modulacdo do tdnus muscular liso é
mediada pela sintese e secrecdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio, como a prostaciclina (PGIl,), oOxido nitrico (NO), fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e fatores contrateis como
0s metabdlitos do acido aracddnico, PGH,, TXA,, a endotelina | e a
angiotensina Il (Rubanyi, 1993; Luscher & Barton, 1997).

Os estudos de Furchgott e Zawadski (1980) que demonstraram a

vasodilatacdo induzida pela acetilcolina dependente da presenca do
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endotélio foram um marco relevante. Posteriormente, estudos de bio-ensaio
demonstraram que este efeito era mediado por um fator humoral difusivel,
labil, com meia vida de poucos segundos. Este fator relaxante derivado do
endotélio foi identificado como o NO (Ignarro e cols., 1988; Furchgott,
1993). Além de sua acdo vasodilatadora, 0 NO controla diversos processos
bioldgicos, incluindo neurotransmissdo, proliferacdo celular, apoptose,
inflamacdo, adeséo e agregacgéo de plaquetas e leucdcitos a parede vascular
(Moncada e cols., 1991). O NO ¢é um radical livre produzido pela NO
sintase (NOS) que catalisa a oxidagdo do atomo terminal de nitrogénio
guanido da L-arginina, formando 6xido nitrico e L-citrulina (Palmer &
Moncada, 1989). Esta reacdo requer cofatores essenciais como a
calmodulina (CaM), tetrahidrobiopterina (BH4) (Marletta, 1993), flavina
adenina dinucleotideo (FAD), nicotinamida adenina dinucleotidio fostato
(forma reduzida NADPH), heme e ions zinco. (Fleming & Busse, 2003).
Como molécula sinalizadora, 0 NO é produzido por duas isoformas da
NOS expressas constitutivamente e célcio dependentes: a NO sintase
neuronal (NNOS) e a NO sintase endotelial (eNOS). Como agente
inflamatorio e na resposta imune, o NO € produzido pela NO sintase
induzida (iNOS) sendo sua ativacdo independente dos niveis de calcio
intracelular (Forstermann e cols.,1993; Forstermann e cols., 1994; Alderton
e cols., 2001), e podendo ser observada em varios tipos de células em
situacOes patoldgicas, como em processos inflamatorios ou apés tratamento
com endotoxina, fator de necrose tumoral (FNT) e outras citocinas
(Forstermann e cols.,1994; Rubanyi, 1993). Porém, trabalhos posteriores

mostraram que a eNOS também pode ser ativada por uma via independente
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do aumento dos niveis intracelulares de célcio (Fleming e cols., 1999). Em
1999, Dimmeler e cols., Fulton e cols. e Mitchell e cols. demonstraram que
0 principal mecanismo de ativacdo da eNOS dependia da sua fosforilagdo
pela proteina quinase B (PKB/AKkt). Apbés a liberacdo pelas células
endoteliais, 0 NO atua localmente sobre o musculo liso subjacente onde
ativa a guanilato ciclase soluvel que, por sua vez, provoca aumento dos
niveis intracelulares de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O
GMPc modifica o tonus vascular por diversos mecanismos, por exemplo
diminuindo a concentracéo de Ca*? livre no citosol, fosforilando a proteina
sensivel ao calor HSP20, importante modulador do processo ciclico de
formacédo de pontes entre os filamentos contrateis durante o processo de
contracdo muscular (Fleming & Busse, 2003) e ativando a proteina quinase
G (PKG) que por diversos mecanismos promove o0 relaxamento da
musculatura lisa vascular. A PKG pode ativar canais de potassio (K")
induzindo hiperpolarizacdo ou estimular a saida de Ca** do citoplasma da
célula, o que leva a vasodilatacdo. A PKG pode, igualmente, diminuir a
sensibilidade da maquinaria contratil ao Ca*?, diminuindo a contracio
muscular. A ativagdo de canais de K" diretamente pelo NO sem envolver a
participacdo do GMPc também ja foi descrita (Carvalho e cols., 2001).

A liberacdo de NO pelas células endoteliais ocorre em resposta a
ativacdo de receptores por substéncias vasoativas como acetilcolina,
bradicinina, Ang Il, substancia P e trombina. Além disso, estimulos fisicos,
tais como, a forca de arraste provocada pelo fluxo sanguineo, a pressdo do
sangue na parede do vaso e a tensdo de cisalhamento (shear stress) sdo

estimulos fisioldgicos que aumentam a producdo de NO (Moncada e cols.,
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1991; Palmer e cols., 1987; Angus & Cocks, 1989). O NO liberado possui
meia-vida de poucos segundos e € inativado através de sua ligacdo com o
grupo heme da hemoglobina ou por oxidagdo a nitrito e nitrato, o que
resulta em perda de sua capacidade vasodilatadora (Rubanyi & Vanhoultte,
1986).

Além do NO, a célula endotelial libera prostaciclina (PGI;), um
metabdlito do acido aracddnico, derivado dos fosfolipides da membrana
por acdo da fosfolipase A,, potente vasodilatador e inibidor da agregacgéo
plaquetaria, (Moncada e cols., 1977). Os efeitos fisiologicos da PGl, séo
mediados pela ativacdo da enzima adenilato ciclase e consequente aumento
dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina (AMPC). A
célula endotelial libera PGIl, em resposta a tenséo de cisalhamento, hipdxia,
e diversas substancias (acetilcolina, bradicinina, trombina e fator de
crescimento derivado de plaquetas) que também provocam liberacdo de
NO. (Luscher & Barton, 1997; Gryglewwski e cols., 1988).

A partir de observacdes em vasos da circulagdo coronariana de que
os inibidores da via da L-arginina e da cicloxigenase ndo aboliam
totalmente o relaxamento dependente do endotélio e, que as células do
musculo liso vascular eram hiperpolarizadas durante o relaxamento néo
dependente de NO, a atuacdo de outros mediadores relaxantes
qguimicamente diferentes foi proposta (Rubanyi & Vanhoutte, 1987;
Rubanyi e cols.,, 1987; Busse e cols., 2002), incluindo um fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Os mecanismos
envolvidos nesta acdo indicaram que o EDHF poderia ser um ativador

+

endogeno dos canais K o que provocaria um aumento do efluxo do K
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celular. Este efeito aumenta, consequentemente, o numero de cargas
negativas na superficie interna da membrana e reduz o influxo de Ca*
através de canais dependentes de voltagem, levando & diminuicdo do Ca**
livre no citosol e consequente relaxamento da célula muscular lisa (Felétou

& Vanhoutte, 1999; Hecker, 2000).

1.2 — O Endotélio Vascular e o Sistema Renina-Angiotensina

Os peptideos do sistema renina-angiotensina (SRA) desempenham
papel importante no controle do tonus vascular. As acdes do SRA séo
mediadas ndo apenas pela Ang Il, mas por outros peptideos
angiotensinérgicos, como a angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] cujos efeitos
sdo, na maioria das vezes, opostos ou distintos aos da Ang Il (Ferrario e
cols., 1998; Santos e cols., 2000; Kucharewicz e cols., 2002; Ferrario e
cols.,2004). Ang Il e Ang-(1-7) exercem influéncia modulatoria dentro do
proprio SRA (Ferrario e cols., 1997) e em outros grupos de substancias
vasoativas, como os peptideos do SCC, especialmente a bradicinina (BK),
ativando diferentes vias de sinalizacdo intracelular, as quais interagem
entre si, permitindo a sintonia fina das atividades celulares necessarias para
a manutencdo do tdnus vascular (Santos e cols., 2001; Almeida e cols.
2000; Li e cols., 1997).

Tradicionalmente, 0 SRA é visto como um sistema enddcrino tipico
cujo principal efetor, a Ang Il, € um potente vasoconstritor (Brosnihan e
cols., 1988; Ferrario e cols., 1990a e b). A Ang Il é um dos produtos de
uma cascata enzimatica que se inicia com a acao da renina, secretada pelas

células justaglomerulares dos rins, sobre um substrato plasmatico, o
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angiotensinogénio, produzido no figado, que, quando hidrolisado, libera
angiotensina | (Ang ), decapeptidio sem atividade direta conhecida. A Ang
| é posteriormente clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA),
presente principalmente nas células endoteliais do territorio vascular
pulmonar, liberando o octapeptidio biologicamente ativo Ang Il (Dzau,
1986). Ang Il também pode ser formada independentemente da ECA por
vias envolvendo calicreina ou cininases tipo serino proteases (Arakawa,
1996). Serino proteases também podem ativar a pro-renina e metabolizar
angiotensinogénio diretamente para Ang Il (Campbell, 1993). A Ang II
assim produzida passaria a exercer suas funcdes interagindo com
receptores, em orgéos alvo distantes do sitio de producdo. A Ang Il causa
contracdo e hipertrofia da musculatura lisa vascular, aumento da atividade
simpética e liberacdo de horménios adrenomedulares (Ferrario e cols.,
1986), secrecdo de aldosterona (Peach, 1977), liberacdo de horménios
hipofisarios (ACTH e Vasopressina) (Ferrario e cols., 1986) e conservacgéo
de sodio e &gua atraves de seus efeitos sobre a hemodinamica renal e
reabsorcéo tubular (Zanchetti,1985; Hall, 1991). A Ang Il também estimula
0 comportamento de ingestdo de agua provocando sede e apetite por sodio
(Fitzsimons, 1998). A liberacdo de renina, e consequente formacao de Ang
I, é estimulada quando h& diminuicdo da pressao de perfusdo renal ou
reducdo da concentracdo de sodio em nivel da macula densa, aumento da
atividade simpaética renal mediada por receptores [3; adrenérgicos ou, por
fatores circulantes, como catecolaminas, prostaglandinas e prostaciclinas.
Por outro lado, a Ang Il, o peptidio natriurético atrial (ANP) e a

vasopressina reduzem a liberagéo de renina.
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A visdo tradicional da cascata de formacdo da Ang Il mostra o
processamento linear do angiotensinogénio e a Ang Il como o produto
biologicamente ativo mais importante, desconsiderando outras
possibilidades metabdlicas.

A biotransformacédo de Ang | e Ang Il em outras angiotensinas pode
ser catalisada por diversas enzimas. Entre elas: a prolil-endopeptidase, a
endopeptidase neutra, a prolil-carboxipeptidase e a enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) (Donoghue e cols., 2002). O surgimento de novas
técnicas de biologia molecular possibilitou a confirmacdo da existéncia de
sintese local dos componentes do SRA em varios tecidos além dos rins e do
figado (Ganten, e cols., 1986; Dzau e cols., 1986). Deschepper, e cols.
(1986) mostraram que 0 MRNA para renina esta presente em vasos
sanguineos, miocardio, adrenais, rins, glandulas enddcrinas, cérebro e
Orgdos do sistema reprodutor. O SRA, além de possuir fungbes endocrinas,
pode agir na célula que produz o peptidio (fungbes intracrina e autdcrina)
ou sobre células vizinhas (funcéo paracrina).

Assim, uma nova conceituacdo do sistema renina-angiotensina
(SRA) aponta para uma multiplicidade de mediadores biologicos capazes
de modular o funcionamento de sistemas em diferentes niveis e em
diferentes 6rgdos e tecidos. Atualmente, considera-se que as acgdes
bioldgicas do SRA ndo dependem unicamente da formacdo de Ang I, ja
que tanto o decapeptideo angiotensina | [Ang-(1-10)] quanto o
octapeptideo Ang Il [Ang(1-8)], podem sofrer processo de
biotransformacdo dando origem a outros peptideos bioativos menores

[(Ang 1II, Ang IV e Ang-(1-7)] (Brosnihan e cols., 1988; Santos e cols.,
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1988; Ferrario e cols.,1991; Fitzsimons, 1998). A Ang-(1-7) pode ser
formada a partir da Ang Il pela acdo da ECA2, ou por uma via
independente da ECA, a partir da Ang I. A Ang-(1-7) tem sido apontada
como mediador importante do SRA, pois possui acbes bioldgicas
usualmente opostas a Ang Il. Estudos recentes tém detalhado a formacéo
das diversas angiotensinas de interesse fisioldgico e farmacologico: Ang-
(2-8), ou (Ang I11); Ang-(3-8), ou (Ang IV); Ang-(1-7); Ang-(2-7) e a Ang-
(3-7) (Fig 1). Também foram descritas a Ang A e a Ala-Ang-(1-7)
(Jankowski e cols, 2006; Lautner e cols, 2009).

Os SRA pode ser compreendido detalhadamente com o uso de
inibidores que blogueiam varios estdgios da cascata de formacgdo de
angiotensinas (inibidores da renina e inibidores da ECA) ou que impedem
sua ligacdo aos receptores (moduladores de afinidade ou antagonistas de
receptores). Eles possibilitaram a caracterizacdo das agdes dos peptidios
angiotensinérgicos (Timmermans e cols.,1993). Inicialmente, Pals e cols.
(1971), mostraram que [Sar', Val’, Ala®]JAng Il (Saralasina) e [Sar’, Thr?]
Ang Il (Sartran), analogos da angiotensina Il, agem como antagonistas
competitivos dos efeitos pressoricos, miotrépicos e dipsogénicos da Ang II.
No entanto conservam parte da atividade agonista, sdo inativos por via oral
e rapidamente degradados, o que limita seu uso tanto em pesquisa como em
terapéutica (Peach e Chiu, 1974; Timmermans e cols., 1993).

Estudos mais detalhados dos receptores angiotensinérgicos (Murphy
e cols.,1991; Sasaki e cols.,1991) e a sintese de seus antagonistas
farmacologicos seletivos (Chiu e cols., 1986; Blankley e cols., 1991;

Duncia e cols., 1992) levaram a identificacdo de pelo menos dois sub-tipos
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de receptores para angiotensina, classificados em AT1 e AT2 (Bumpus e
cols., 1991). O receptor AT1 é antagonizado pelo derivado imidazodlico
DUP 753 (Losartan), enquanto o receptor AT2 é sensivel aos compostos
PD123319, PD123177 ou ao peptidio modificado CGP42112A (Chiu e
cols., 1986; Whitebread e cols., 1989; Bumpus e cols., 1991; Bottari e
cols., 1993). Os dois subtipos de receptores também podem ser
diferenciados pela sua sensibilidade a agentes redutores como o ditiotreitol
(DTT), que inativa os receptores AT1, mas ndo afeta, nem aumenta a
sensibilidade dos receptores AT2 (Chiu e cols., 1989; Speth et al, 1991).

Os efeitos da Ang Il sobre a contratilidade cardiaca, vasoconstrigéo,
hipertrofia vascular, fluxo renal e transporte de sodio, liberagdo de
aldosterona e vasopressina, sede, producdo de radicais livres, diminuicdo
dos niveis plasmaticos de adiponectina (Ran e cols., 2006), aumento da
secrecdo de insulina (Ramracheya e cols., 2006), apoptose de células beta
(Chu e cols.,2006), diminuicdo da gliconeogénese e liberacdo da glicose
pelo figado (Assimacopoulos-Jeannet e cols. 1982) e elevacdo dos
triglicerideos plasmaticos (Ran e cols., 2004), assim como suas a¢les sobre
0 cérebro sdo mediadas por receptores AT1 que sdo encontrados no
cérebro, coracdo, vasos, figado, rins e glandulas adrenais. Os receptores
AT2 sdo expressos, em niveis elevados, no feto e também em adultos em
certas circunstancias patoldgicas, sugerindo um possivel papel na
diferenciacdo celular, crescimento e regeneracdo (Chung e cols., 1998;
Csikos e cols., 1998), entretanto a expressdao em adultos €, geralmente,
mais restrita, sendo limitada ao coracdo, endotélio, glandulas adrenais,

ovarios, Utero e algumas partes do cérebro. Seus efeitos sdo geralmente
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descritos como opostos aos mediados pelos receptores AT1, exemplo
vasodilatacdo, liberacdo de NO, inibicdo da proliferacdo e do crescimento
celular e da apoptose (Unger e cols., 1996). Entretanto, estudos mais
recentes, mostram 0s receptores AT2 mediando efeitos neurotréficos no
sistema nervoso central (Culman e cols., 2001) e sofrendo upregulation em
areas cerebrais com isquemia pos choque o que sugere uma atividade
neuroprotetora (Li e cols.,2005). No rim, parece participar do controle da
natriurese e regulagdo da pressdo sanguinea, através do efeito
contraregulatorio ao receptor AT1, envolvendo bradicinina, 0xido nitrico,
GMPc e a via do citocromo P-450 (Gallinat e cols., 2000; Siragy, 2000).

A clonagem do receptor AT1 mostrou que ele possui sete segmentos
hidrofébicos transmembrana formando alfa-helices na bicamada lipidica,
sendo acoplados a proteina G (Bumpus e cols., 1991; Inagami e cols.,
1992; Inagami e Harris, 1993; Bottari e cols., 1993; Hunyady e cols., 1996)
e que em ratos pode ser subdividido em dois subtipos AT1A e AT1B (Elton
e cols., 1992; Iwai e Inagami, 1992; Kakar e cols., 1992; Ye e Healy,1992).
Os receptores AT1A mostram maior afinidade pelo Dup 753, enquanto 0s
receptores AT1B séo mais sensiveis ao PD 123319. A ativacdo do receptor
AT1 provoca a ativacao das fosfolipases C (PLC), D (PLD) e A2 (PLA2).
A PCL causa formacdo de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
levando a um aumento dos niveis de calcio livre no citosol (Pheilschifter e
Bauer, 1986; Douglas, 1987) e ativacdo da proteina quinase C (PKC)
(Alexander e cols., 1985). Os metabolitos da PLD estimulam a formacéo de
anions superoxido, ativam tirosino quinases e modulam o célcio

intracelular (Touyz & Schiffrin, 1999). A ativagdo da PLA2 leva a
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liberacdo de metabolitos do acido aracdbnico (AA) dos fosfolipides da
membrana. O AA é metabolizado por diversas enzimas com a consequente
producdo de  PGI2, tromboxano, leucotrienos e  &cidos
epoxieicosatrieendicos (Bonventre, 1992).

A clonagem do receptor AT2 em ratos, camundongos e humanos
mostrou a organizacéo estrutural tipica dos receptores acoplados a proteina-
G e a existéncia de aproximadamente 34% de homologia com o receptor
ATl (Kambayashi e cols., 1993; Mukoyama e cols., 1993; Nahmias e
Strosberg, 1995) mas, ndo forneceu dados que ajudem a explicar 0s
mecanismos de agéo intracelulares e as funcdes fisiologicas associadas com
este receptor. Estudos de Nahmias e Strosberg (1995) mostraram que seu
mecanismo de acdo intracelular parece envolver a ativacdo da tirosina
fosfatase (PTP) ou a inibicdo da tirosina quinase (TK).

Outros receptores para Ang Il sdo identificados em celulas de
neuroblastoma de camundongo (Inagami e Harris, 1993), nos quais a
ligacdo de Ang Il marcada nédo foi afetada nem por Dup 753 ou por PD
1233109.

A Ang IV foi inicialmente descrita como ativadora de um receptor
especifico por Wright e Harding, em 1992. Atualmente, sabe-se que a Ang-
IV ¢ ativadora da aminopeptidase reguladora de insulina (IRAP) (Wong e

cols, 2011).
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1.3 — A importéancia da Ang-(1-7) no SRA

Os primeiros antagonistas da Ang-(1-7), A779 e o [D-Pro’]Ang-(1-
7), evidenciaram acles fisiologicas especificas deste peptideo como
vasodilatagdo em diversos leitos vasculares, efeito antiproliferativo, efeito
anti-arritmogénico e antitrombogénico descritos nos ultimos anos. Ela
induz a vasodilatacdo coronariana (Brosnihan e cols, 1996), dos vasos
mesentéricos, rins e pele (Sampaio e cols, 2003; Machado e cols, 2002). A
Ang-(1-7) tambem estimula a vasodilatagdo de vasos neoformados na pele
(Machado e cols, 2002). Entre os diversos efeitos da Ang-(1-7), destacam-
se a capacidade de potenciar o efeito hipotensor da bradicinina (BK) e sua
contribuicdo para os efeitos dos inibidores da ECA (Paula e cols, 1995,
1999 e 2004; Fernandes e cols, 2001 e 2005). Essas a¢des séo reforcadas
por produtos do metabolismo da Ang-(1-7), pois a capacidade de potenciar
o efeito hipotensor da BK e atividade inibitoria da ECA permanece nos
fragmentos de Ang-(1-7): Ang-(2-7) e Ang(3-7) (Paula e cols, 1999).

Uma enzima de destaque no SRA na geracdo de Ang-(1-7) é a
ECAZ2. Essa carboxipeptidase possui alta eficiéncia catalitica para a quebra
da Ang Il em Ang-(1-7) e é a principal via enzimatica formadora de Ang-
(1-7) (Fig ).

Santos e cols (2003, 2004) identificaram o receptor 6rfao acoplado a
proteina G, codificado pelo proto-oncogene MAS, como receptor
especifico para a Ang-(1-7) (Fig Il). Foi demonstrado que a delecdo
genética do receptor Mas aboliu a ligacdo especifica da 1,51-Ang-(1-7) em

rins de camundongos. Além disso, a 1,51-Ang-(1-7) ligou-se com alta
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afinidade as células COS transfectadas com receptor Mas e houve liberacao
de &cido aracddnico apds o tratamento de células CHO e COS transfectadas
com Mas. Tanto a ligacdo da 151-Ang-(1-7) quanto o efeito da liberagéo de
acido aracdénico foram bloqueados pelo antagonista de Ang-(1-7), o A-
779. O RNAm para o receptor Mas foi detectado no coracdo, testiculos,
rins e cérebro por Metzger e cols, em 1995.

Em conjunto, a formacdo de Ang-(1-7) pela acdo da ECA2 sobre a
Ang Il e os efeitos da Ang-(1-7) via receptor Mas configuram um vetor de
contrarregulacdo da Ang Il. O eixo Ang-(1-7)-ECA2-Mas tem se revelado
um alvo potencial para o desenvolvimento de novas drogas que atuam no
sistema cardiovascular.

As indicacdes clinicas de terapia com inibidores da ECA
multiplicaram-se alem de suas propriedades enquanto medicamentos anti-
hipertensivos. Eles possuem amplo uso no tratamento de doencas
cardiovasculares ndo somente pelo controle dos niveis presséricos mas,
também, por sua notoria reducdo do risco cardiovascular e contribui¢do no
tratamento de comorbidades como o diabetes mellitus.

E sabido que parte dos efeitos benéficos dos IECA se deve a seus
efeitos no sistema calicreina-cininas, uma vez que a ECA € a principal via
de inativacdo da bradicinina. No entanto, fisiologia dos sistemas
peptidérgicos tem se mostrado mais complexa. Rastelli e cols, 2007,
descreveram que a potenciacdo do efeito hipotensor da BK estaria
prejudicada no diabetes e que a insulina é capaz de reverter essa interacao.

Assim, contrastando com a frequéncia e multiplicidade de indicagdes

terapéuticas dos inibidores da ECA, sabe-se relativamente pouco a respeito
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dos mecanismos envolvidos nos diversos niveis de interacdo entre 0s
sistemas calicreina-cininas e renina-angiotensina, no que diz respeito a
potenciagdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7), que tem sido foco

de nossos estudos.
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Renin—angiotensin system

Classical view Updated view (2004)
Angiotensinogen Angiotensinogen
renin renin
Angiotensin | Ang | (1-10)

iACE ACf/ \

Angiotensin Il
l Ang Il (1-8) Ang 1-9

| ACE2 ACE
AT 1 receptor \

AT2 receptor AT1 receptor Angiotensin 1-7

:

Mas receptor

Fig I: Sistema Renina Angiotensina, visdo classica e viséo
atualizada, segundo a figura de Burrel e cols., 2004. A figura
mostra as etapas de formacdo da Ang-(1-7) segundo uma Viséo
classica do SRA a esquerda em contraposi¢do com a ampliacdo dos
conhecimentos ap6s a descricdo da ECA2 e seu papel de destaque na

formacéo da Ang-(1-7).
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Fig Il: Figura esquematica do receptor MAS na membrana
celular: a figura mostra a composi¢do de aminoacidos do receptor

MAS e seus dominios transmembrana.
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2. ESTUDOS PRELIMINARES E OBJETIVO

Nossos estudos se iniciaram com a demonstracdo da potenciagdo do
efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) em ratos, em 1995. A Ang-(1-7)
também inibiu a atividade da ECA plasmatica em ensaios fluorimétricos
(ICso ~ 2,92 uM).

A ECA ¢é uma enzima que participa do metabolismo da BK, trata-se
de uma cininase. Nos estudos in vivo, a potenciacdo da BK pela Ang-(1-7)
em animais pré-tratados agudamente com inibidores da ECA foi ainda mais
Importante e sugeriu a presenca de mecanismos diferentes da diminuigéo
da acdo de cininase da ECA. Além disso, a inibicdo aguda da sintese de
prostaglandinas e da sintese de NO diminuiram significativamente a
atividade potenciadora de BK da Ang-(1-7). Nos estudos subsequentes
(1997), os resultados foram confirmados em ratos hipertensos renais e
espontaneamente hipertensos (SHR).

Estudos in vivo de Oliveira e cols, em 1999, demonstraram a
interacdo da Ang-(1-7) e a BK na microcirculacdo mesentérica. A aplicacéo
topica de Ang-(1-7) induziu vasodilatacdo nos microvasos. Também houve
potenciacdo da vasodilatacdo induzida pela BK, que foi abolida pelo A-
779, pela indometacina e pelo antagonista da sintese de NO. O pre-
tratamento com enalapril acentuou a potenciacdo da vasodilatacao induzida
pela Ang-(1-7), confirmando nossos estudos em ratos (Paula, 1995). Em
2001, Fernandes e cols demonstraram que a potencia¢do da BK pela Ang-

(1-7) nos microvasos mesentéricos de animais espontaneamente
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hipertensos (SHR) e animais SHR tratados, por curto ou longo periodo,
com inibidores da ECA também ¢ inibida pelo A-779.

Em 1999, nosso estudo estrutura-atividade confirmou que o
biometabolismo da Ang-(1-7) nos peptideos Ang-(2-7) e Ang-(3-7) ndo
elimina a sua atividade potenciadora de BK, nem a capacidade de inibir o
efeito da ECA (Tabela 1, Paula, 2004). Estes peptideos menores
destacaram-se pela melhor inibicdo da atividade ECA in vitro,
amplificando a acdo metabolica da Ang-(1-7) (Paula e cols, 1999).

Nos estudos que progressivamente caracterizaram o papel da Ang-(1-
7) dentro do SRA, os antagonistas A779 (Santos e cols, 1994) e o [D-
Pro’JAng-(1-7) (Santos e cols, 2003) foram ferramentas importantes e
amplamente usadas nestes trabalhos.

Atualmente, muitas das acbes bioldgicas da Ang-(1-7) tém sido
descritas como ausentes em camundongos com delecdo do gene que
codifica o receptor Mas. No entanto, a Ang-(1-7) poderia apresentar efeitos
ndo dependentes de seu receptor e ampliar o leque de contribuicBes
terapéuticas desse peptideo. Assim, o objetivo central deste estudo é
caracterizar o papel do receptor Mas e seus possiveis mecanismos de acao

na potenciacéo do efeito hipotensor da BK pela Ang(1-7).
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2.1 — Objetivos especificos

— Comparar a potenciacgéo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7)
em camundongos do tipo selvagem e camundongos com delecdo genética

do receptor Mas.

— Identificar a possivel atividade dos peptideos relacionados ao
metabolismo da Ang-(1-7): Ang-(2-7), Ang-(3-7) e [Des-Asp‘]Ala‘-Ang-

(1-7), sobre o efeito hipotensor da BK em camundongos Mas-KO e WT.
— Avaliar a contribuicdo da inibicdo da ECA para a potenciacdo do
efeito hipotensor da BK em camundongos com delecdo genética do

receptor Mas.

— Determinar o efeito do inibidor de NOS, L-NAME, na potenciacao

do efeito hipotensor da BK em camundongos Mas-KO e WT.
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A Tab 1 mostra os valores da Unidade Potenciadora (UP) e
Concentracdo de Inibicdo (IC50). Os dados sumarizam a UP, dose de cada
peptideo capaz de transformar o efeito de uma dose simples de BK (1
nmol) no equivalente ao de uma dose dupla de BK (2 nmol). A IC50 foi
calculada em um ensaio fluorimétrico que mediu a inibicdo da atividade da

ECA in vitro em presenca dos diferentes peptideos.

Unidade Potenciadora e Inibigdo da Atividade da ECA em ratos WK

Peptideo UP, nmol ICs0, UM
Ang-(1-7) 2.2 2,92
Ang-(2-7) ~2.4 0,75
Ang-(3-7) ~3,6 0,92
Ang-(4-7) 05 =100
Ang-(1-6) >25 =100
Ang-(1-5) >7.5 100
[D-Ala’]Ang-(1-7) =57 =100
[D-Ala’]Ang-(1-7) 10 M + Ang-(1-7)2 ND 2,59
[D-Ala’]Ang-(1-7) 10° M + Ang-(1-7)® ND 2.3
[D-Pro’]Ang-(1-7) ND =100

Tabela 1: Os valores da ICso foram a média de 3 experimentos onde cada
concentracdo (10 a 10™) foi testada em duplicata.

ND = nado determinado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Camundongos: fémeas, linhagem Black C57 e linhagem FVBN, com
e sem delecdo do protooncongene MAS, Mas-KO (Alenina e cols, 2008,
revisao). Os animais controle foram da linhagem do tipo selvagem, WT. A
idade dos animais variou de 18 a 24 semanas. Esses animais foram gerados
no “Max-Delbriick Center for Molecular Medicine” e cedidos ao nosso
laboratorio para fins de pesquisa. Eles se reproduziram e permaneceram no
biotério de transgénicos do laboratério de Hipertensdo, do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. O controle

por genotipagem das linhagens é feito segundo a rotina do laboratorio.

3.2 — Lista de drogas utilizadas
Bradicinina (BK)
Ang-(1-7)
Fragmentos de angiotensina: Ang-(2-7), Ang-(3-7)
Ala'Ang-(1-7)
Inibidor da ECA.: Captopril
Inibidor da NOS: L-NAME
Antagonista da Ang-(1-7): [D-Pro’]Ang-(1-7)
Anestésicos: uretana, cetamina e Xxylasina, nas doses recomendadas

pelo fabricante.
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3.3 — Procedimentos anestésico-cirurgicos
3.3.1: Experimentos com animais anestesiados

Os camundongos receberam uretana na dose de 1,2 mg/ Kg, ip, e
mantido em ventilagdo espontanea. A canulagdo, imediatamente antes do
experimento, da artéria carétida com cénula de polietileno destinou-se ao
registro de pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC). A veia jugular
externa foi a via de administracdo de drogas in bolus.

Nos animais utilizados para protocolos experimentais sob anestesia
geral, a canula foi confeccionada a partir da conexdo de 3 a 4 cm de
polietileno PE50 a 1 cm de polietileno PE5 preenchidos com solucéo
fisiolégica (NaCl 0.9%) contendo heparina (50 U.l./mL). Ap0s
posicionamento do animal em decubito dorsal sobre a mesa cirdrgica, foi
realizada tricotomia da regido cervical. Apdés a incisdo da pele, com o
auxilio de lupa cirargica a artéria carotida foi cuidadosamente isolada e a
canula introduzida a partir de um pequeno orificio. A seguir, a veia jugular
ipsilateral foi isolada e canulada com canula de mesmo material.

Ao final de cada experimento, o camundongo foi sacrificado com
overdose de uretana intravenosa.

3.3.2: Experimentos com animais ndo anestesiados

Cirurgias de canulacéo da artéria e veia femorais foram realizadas 24
horas antes dos experimentos sob anestesia com a solugdo de Ketamina®
(4.5 mg/Kg) + Rompum® (Xilazina; 0,2 mg/Kg).

Nesses protocolos experimentais, 0 registro da PA era feito via
artéria femoral. As drogas foram injetadas in bolus na veia femoral, de
acordo com cada protocolo experimental. A duracédo do intervalo mantido

entre as injecOes era sempre de um tempo minimo de 3 minutos para que
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houvesse tempo de reestabelecimento dos niveis pressoricos basais apos a

hipotensdo causada pela BK.

3.4 — Medidas de presséo arterial (PA)

As canulas arteriais foram conectadas a um transdutor de pressao
acoplado a um sistema digital de aquisicdo de dados, Biopac ou Powerlab.
A pressao artéria média (PAM) e pulsatil dos animais foram monitorizadas
antes dos experimentos, durante o tempo de adaptacdo dos animais que
variava de 30 minutos a uma hora. Durante os experimentos, a PAM e

pulsatil foram registradas continuamente.

3.5 — Administracdo de drogas

As drogas usadas nos experimentos in vivo sdo de natureza
hidrossolivel em solucdo salina isotonica estéril (NaCl 0,9%). Quando a
via utilizada for intraperitoneal, para a administracdo de uretana nos
camundongos, 0 volume administrado ndo ultrapassou 1 ml/100 g de peso
corporal. O volume das injecdes venosas in bolus ndo ultrapassou 50 ul a

cada injecéo.

3.6 — Calculo da Unidade Potenciadora (UP) e analise estatistica

A analise estatistica das médias das variacdes de pressdo arterial,
para cada dose, em cada animal, foi feita atraves de Analise de Variancia
(ANOVA) seguida de “Dunnett's Multiple Comparison Test”, um pos-teste
gue compara cada coluna experimental com a coluna controle. Para todas

as analises foi usado o programa “Prism 5”, da GraphPad Software. Os
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valores numéricos dos graficos de linhas e barras foram expressos em

valores de média das variagdes de PAM (A) += EPM.

A = (valor da PAM ap6s a injecdo de BK) — (PAM antes da injecédo de BK)]

A significancia estatistica foi padronizada em p < 0,05.
A UP segundo Ferreira e cols (1965) corresponde a dose de um
peptideo capaz de transformar o efeito de uma dose simples de BK no

equivalente ao efeito de uma dose dupla (Tabela 1).

3.7 — Graficos de barras:

Os gréaficos de barras foram padronizados para representarem as
variacdes de presséo arterial no eixo Y em mmHg. As curvas dose-resposta
das drogas estudadas encontram-se no eixo X de cada grafico.

A esquerda de cada figura, encontra-se o grafico dos resultados
obtidos no grupo controle de animais do tipo selvagem. Os gréaficos
referentes aos grupos de animais Mas-KO estardo sempre localizados do

lado direito de cada figura.
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3.8 — Controle hemodinédmico (variacdo da PA dos camundongos

anestesiados):

A reducdo da pressdo arterial secundaria a anestesia foi
discretamente maior nos camundongos Mas-KO quando comparadas aos
animais WT. No entanto, essas variacbes de PA ndo foram significativas
durante e ap0s o0 experimento, nem desencadearam intercorréncias

hemodindmicas durante a administracdo dos peptideos nos camundongos

FVBN (Figura I11).

Pressao arterial dos camundongos anestesiados

125- | | WT antes do experimento

WT apos o experimento
|:| MasKO antes do experimento

MasKO apés o experimento

PAM, mmHg

Fig lll: O gréafico de barras mostra as médias dos valores de PA, mmHg, dos
grupos de camundongos FVBN: WT e Mas-KO, antes e ap0s o0 experimento,

respectivamente. Nao houve diferenca significativa nas médias dos valores de

PA entre estes grupos (p > 0,05).

42



3.9 — Controle dos animais transgénicos por genotipagem:

Apos finalizacdo dos protocolos experimentais, os animais foram
sacrificados por overdose anestésica e foi coletada uma amostra de tecido
da cauda para posterior confirmacdo da alteracdo genética através da
técnica de amplificacdo do DNA (Polymerase Chain Reaction — PCR).

A PCR foi realizada com 2 ul da amostra de DNA extraido dos
tecidos dos camundongos utilizados nos experimentos em um volume final
de 50 ul de meio contendo 1 puM dos oOligos sense e anti-sense
correspondente ao gene do receptor Mas (Tabela 2), 0,2 mM de dNTPs, 2,5
U de Taq polimerase, 2 mM de MgCl, e 5 ul de 10x PCR Buffer minus
Mg. A reacdo 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 localizacdo do 6ligo foi definida de modo que o produto da
amplificacdo foi uma sequéncia caracteristica e Unica. Para excluir a
possibilidade de contaminagdo, foram realizados controles negativos para
cada reacdo. Na PCR controle foi utilizada agua ao inves de DNA
gendmico. Apos a reacdo de PCR 10 ul de cada amostra dos camundongos
controles e com delecdo do receptor Mas foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5%. Esse gel foi preparado com tampéo 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 (Figura 1V).
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Seqiéncia de nucleotideos

Receptor MAS

Sense 5" ACT GTC GGG CGG TCATCATC ¥

Antisense 5 GGT GGA GAA AAG CAAGGAGAZ

Temperatura de
anelamento 56°C

Tamanho do
fragmento

262 bp

Tab 2: Sequéncia de oligonucleotideos correspondentes ao receptor MAS e

seu antisense respectivamente, temperatura de anelamento e tamanho dos

fragmentos.

Marcador
FVBN-WT
KO-Mas
FVBN-WT
KO-Mas

FVBN-WT
FVBN-WT

KO-Mas
FVBN

KO-Mas

KO-Mas

FVBN

Marcador

FVBN
KO-Mas
FVBN
FVBN
FVEN
KO-Mas
FVBN-WT
KO-Mas
KO-Mas
KO-Mas

C57BL6J - controle positivo

Figura IV: Foto ilustrativa do gel de agarose revelado em luz UV, mostrando a

presenca de banda correspondente ao receptor Mas, ou a auséncia da mesma

em animais Mas-KO.
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4. RESULTADOS

4.1 — A potenciagdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) em
camundongos anestesiados ndo difere entre as linhagens FVBN e Black
C57.

A administracdo de Ang-(1-7) em inje¢bes in bolus, em doses
desprovidas de efeito sobre a pressdo arterial ou frequéncia cardiaca,
aumentou significativamente o efeito hipotensor da BK em camundongos
do tipo selvagem, nas duas linhagens estudadas, Black C57 e FVBN (Fig
4.1A e Fig 4.1C, respectivamente). A potenciacdo do efeito hipotensor da
BK pela Ang-(1-7) foi semelhante entre os grupos de animais WT (Fig
4.1A e Fig 4.1C). Em animais Mas-KO (Fig 4.1B e Fig 4.1D), Black C57 e
FVBN, respectivamente, a curva dose-resposta da Ang-(1-7) foi
expressivamente deslocada para a direita. A comparacdo em cada linhagem
do grupo controle com seu respectivo grupo KO, ou seja, entre 0S grupos
Black C57, WT (Fig 4.1A) e Mas-KO (Fig 4.1B), assim como entre 0sS
grupos FVBN, WT (Fig 4.1C) e Mas-KO (Fig 4.1D), mostra que a
potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) é dependente do
receptor Mas em ambas as linhagens de camundongos.

A Unidade Potenciadora, dose de Ang-(1-7) capaz de transformar o
efeito de uma dose simples de BK (40 ng) no equivalente a de uma dose
dupla (80 ng) em ambos os grupos controle (4.1A e 4.1C) foi de
aproximadamente 160 ng. Na curva dose-resposta de Ang-(1-7) em animais

Mas-KO de ambas as linhagens, houve atenuacgéo da resposta hipotensora e
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auséncia de potenciacdo significativa do efeito hipotensor da BK pela Ang-
(1-7).

A UP da Ang-(1-7) calculada para os camundongos foi de 160 pmol/
30 g, considerando que 30 g foi a média de peso corporal dos camundongos
em todos os grupos. Esse valor de UP da Ang-(1-7) nos camundongos foi
equivalente a 5,3 nmol/ Kg. Em estudos previamente realizados em ratos,
sumarizados na Tabela 1 (Paula, 2004), a UP da Ang-(1-7) foi de
aproximadamente 2,2 nmol/ 300 g, equivalente a 7,3 nmol/ Kg, 38 % maior

que a UP em camundongos.
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Fig 4.1. Potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) em
camundongos das linhagens FVBN e Black C57. Os graficos mostram o
efeito hipotensor da BK (40ng: barras brancas, 80ng: cinza) em camundongos.
4.1A: Black C57 WT, n=4; 4.1B: Black C57 Mas-KO, n=4; 4.1C: FVBN WT,
n=8; 4.1D: FVBN Mas-KO, n=4. As barras mostram as variacfes da PAM em
resposta a administracdo de BK (40 ng) associada a doses crescentes de Ang-
(1-7) (80, 160 e 320 ng). As figuras 4.1A e 4.1C mostram a potenciacdo
significativa do efeito hipotensor da BK quando associada a Ang-(1-7) de
maneira dose-dependente em camundongos WT Black C57 e WT FVBN,

respectivamente. * = P<0,05 em relag&o ao controle (BK 40ng isoladamente).

47



4.2 — Papel do receptor Mas na potenciacdo do efeito hipotensor da BK
pela Ang-(2-7) em camundongos anestesiados

A potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(2-7) também
foi significativa em animais FVBN WT quando injecdes de BK, 40 ng,
foram associadas a Ang-(2-7) (Fig 4.2, esquerda). Por outro lado, enguanto
nos grupos de animais Mas-KO (Fig 4.2, direita) as curvas dose-resposta da
Ang-(2-7) foi semelhante a da Ang-(1-7) e ndo demonstrou potenciacdo do

efeito hipotensor da BK significativa.

Assim, 0os mecanismos de potenciacdo do efeito hipotensor da BK
pela Ang-(1-7) e Ang-(2-7) mostram dependéncia do receptor Mas na

potenciagédo do efeito hipotensor da BK.

Ang_(2_7)7 ng Ang-(2-7)y ng
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0 0
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Fig 4.2: Potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(2-7) em
camundongos FVBN anestesiados. Os graficos mostram as variacfes da
PAM em resposta a administracdo de BK (40ng: barras brancas, 80ng: cinza) e
da BK, 40ng, associada a doses crescentes de Ang-(2-7) (80, 160 e 320 ng).
Esquerda: FVBN WT, n=4; Direita: FVBN Mas-KO, n=4. * = P < 0,05 em

relagéo ao controle (BK 40ng isoladamente).
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4.3 — Papel do receptor Mas na potenciacdo do efeito hipotensor da BK
pela Ang-(3-7) em camundongos anestesiados

A potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(3-7) foi
significativa em animais FVBN WT (Fig 4.3 esquerda) e em animais

FVBN Mas-KO (Fig 4.3 direita).

Assim, a associacdo de Ang-(3-7) a BK também contribuiu para a
potenciagdo do efeito hipotensor da BK por algum mecanismo

independente do receptor Mas.
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Fig 4.3 Potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(3-7) em
camundongos FVBN anestesiados. Os graficos mostram as variacfes da
PAM em resposta a administracdo de BK (40ng: barras brancas, 80ng: cinza) e
da BK, 40ng, associada a doses crescentes de Ang-(3-7) (80, 160 e 320 ng).
Esquerda: FVBN WT, n=6; Direita: FVBN Mas-KO, n=4.

*= P < 0,05 em relacdo ao controle (BK 40ng isoladamente).
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4.4 — Papel do receptor Mas na potenciacdo do efeito hipotensor da BK

pela Ala*Ang-(1-7) em camundongos anestesiados

A potenciagcdo do efeito hipotensor da BK pela AlaAng-(1-7) foi
significativa em animais FVBN WT (Fig 4.4 esquerda) e em animais

FVBN Mas-KO (Fig 4.4 direita).

Assim, a associacdo de Ala'Ang-(1-7) & BK também contribuiu para
a potenciacdo do efeito hipotensor da BK por algum mecanismo
independente do receptor Mas.
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0 0 80 160 320 0O 0 80 160 320
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Fig 4.4: Potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ala'Ang-(1-7) em
camundongos FVBN anestesiados. Os graficos mostram as variacfes da
PAM em resposta a administracdo de BK (40ng: barras brancas, 80ng: cinza) e
da BK, 40ng, associada a doses crescentes de Ang-(3-7) (80, 160 e 320ng).
Esquerda: FVBN WT, n=4; Direita: FVBN Mas-KO, n=4.

* =P < 0,05 emrelacdo ao controle (BK 40ng isoladamente).
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4.5 — Comparacéao do papel do receptor Mas na potenciacdo do efeito

hipotensor da BK pela Ang-(1-7), Ang-(2-7), Ang-(3-7) e Ala'-Ang-(1-7)

Comparando-se os resultados obtidos com a administragdo de BK
associada a Ang-(1-7) e os peptideos relacionados ao seu metabolismo,
ficou evidente que a potenciacdo da BK foi significativa em animais FVBN
WT quando injecdes de BK, 40 ng, foram associadas aos peptideos

relacionados ao metabolismo da Ang-(1-7) (Fig 4.5, esquerda).

Por outro lado, nos grupos de animais Mas-KO (Fig 4.5, direita) as
curvas dose-resposta da Ang-(1-7) e da Ang-(2-7) foram deslocadas para a
direita, enquanto as curvas dose-resposta de BK associada a Ang-(3-7) e
Ala*-Ang-(1-7) mantiveram sua inclinacdo. A anélise estatistica mostrou
que houve potenciacdo significativa do efeito hipotensor da BK pela Ang-
(3-7) e pela Ala'-Ang-(1-7) (UP de aproximadamente 5 nmol/ Kg) nos
grupos Mas-KO.

Assim, 0os mecanismos de potenciacdo do efeito hipotensor da BK
pela Ang-(1-7) e Ang-(2-7) mostram dependéncia do receptor Mas na
potenciacdo do efeito hipotensor da BK, enquanto a Ang-(3-7) e a Ala’-
Ang-(1-7) contribuem com a potenciagdo da BK por mecanismos

predominantemente alternativos.
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Fig 4.5: Gréafico que compara grupos de estudo de curvas dose-resposta
de Ang-(1-7), Ang-(2-7), Ang-(3-7) e Ala-Ang-(1-7) associada a BK em
camundongos FVBN WT e FVBN MAS-KO a esquerda e direita
respectivamente. A dose de BK em cada injecdo em todos os grupos foi de 40
ng. A BK foi associada a Ang-(1-7) (WT, n=8; MAS-KO, n=4); Ang-(2-7) (WT,
n=4; MAS-KO, n=4); Ang-(3-7) (WT, n=6; MAS-KO, n=4); e AlaAng-(1-7) (WT,
n=4; MAS-KO, n=4); em doses crescentes (80, 160 e 320 ng) para cada

peptideo, com intervalo minimo de 3 minutos entre cada injecdo in bolus.
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4.6 — A potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) €

dependente do receptor Mas

Em camundongos FVBN ndo anestesiados, a administracdo de Ang-
(1-7) em injecGes in bolus, em doses desprovidas de efeito sobre a presséo
arterial ou frequéncia cardiaca, aumentou significativamente o efeito
hipotensor da BK (40 ng) no grupo WT (Fig 4.6, esquerda). No grupo Mas-
KO (Fig 4.6, direita), a curva dose-resposta de Ang-(1-7) potenciando o
efeito hipotensor da BK (40 ng) foi deslocada para a direita. Assim, a
potenciacdo do hipotensor da BK pela Ang-(1-7) foi dependente do
receptor Mas em animais acordados. A UP foi semelhante a de animais

anestesiados, aproximadamente 160 pmol/ 30 g, ou 5,3 nmol/ Kg.
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Fig 4.6: Efeito hipotensor da BK associado a curvas dose-resposta de
Ang-(1-7) em camundongos fémeas FVBN acordadas. Esquerda: FVBN
WT, n=7, Direita: FVBN MAS-KO, n=7. Os graficos de barras mostram as
variacfes de PAM com a administracdo in bolus de BK (40 ng, branco; 80 ng,
cinza) isoladamente ou de BK (40 ng) associada a Ang-(1-7) em doses
crescentes de (80, 160 e 320 ng).

*= P < 0,05 em relacdo ao controle (BK 40ng isoladamente).
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4.7 — Papel da ECA na potenciacao do efeito hipotensor da pela Ang-(1-7)

A inibicdo aguda da ECA com a administracao de captopril, 10 mg/
Kg, em camundongos FVBN ndo anestesiados, resulta em diminuigcdo da
degradacdo da BK e aumenta seu efeito hipotensor. Além disso, a
concentracdo da Ang-(1-7) plasmatica aumenta, pois a Ang-(1-7) pode ser
formada diretamente a partir da Ang I, por uma via independente da ECA.
Esses resultados foram inicialmente obtidos em ratos, onde se constatou
que a potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) aumenta
cerca de dez vezes na presenca de inibidores da ECA (Paula e cols, 1995).

A Fig 4.7 mostra que a inibicdo aguda da ECA em camundongos
aumentou o efeito hipotensor da BK em animais WT (esquerda) e Mas-KO
(direita) de maneira semelhante. As doses de BK foram reduzidas pela
metade, de 40 e 80ng para 20 e 40ng, respectivamente, para se obter o
efeito hipotensor equivalente ao de animais acordados ndo tratados com
captopril (Fig 4.6). A potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-
7) também foi maior em camundongos WT. E, embora a sensibilidade a
BK tenha aumentado duas vezes, a dose de Ang-(1-7) necessaria para
transformar o efeito de uma dose simples de BK no equivalente ao de uma
dose dupla foi quatro vezes menor. Assim, a UP caiu de 5,3 nmol/ Kg para
1,3 nmol/ Kg.

No grupo Mas-KO (Fig 4.7, direita) pré-tratado com captopril, o
deslocamento da curva dose-resposta de Ang-(1-7) associada a BK (20 ng)
foi totalmente abolido e esse dado ndo diferiu dos animais Mas-KO nédo

tratados. A inibicdo da ECA pode constituir um fendmeno metabdlico
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coadjuvante e independente do receptor Mas na potenciacdo do efeito

hipotensor da BK pela Ang-(1-7).
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Fig 4.7: Efeito da inibicdo aguda da ECA pelo pré-tratamento com
captopril de camundongos FVBN WT (esquerda, n=7) e MAS-KO (direita,
n=9) acordados. Os graficos de barras mostram as variaces de PAM com a
administracdo in bolus de BK (20ng, branco; 40ng, cinza) isoladamente ou de
BK (20ng) associada a Ang-(1-7) em doses crescentes de (20, 40 e 80ng) em
camundongos pré-tratados com captopril, 10 mg/Kg, 30 minutos antes do
experimento.

* = P < 0,05 em relacédo ao controle (BK 20ng isoladamente).
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4.8 — Efeito do inibidor de NOS, L-NAME, na potenciacdo do efeito
hipotensor da BK pela Ang-(1-7)

A administracdo de L-NAME, 30 mg/ Kg, resulta em diminui¢éo do
efeito hipotensor da BK devido a inibicdo da sintese de NO, de maneira
semelhante em camundongos FVBN WT (Fig 4.8: esquerda) e Mas-KO
(Fig 4.8: direita) ndo anestesiados. A potenciacdo do efeito hipotensor da
BK pela Ang-(1-7) também néo foi significativa tanto em animais WT e
Mas-KO. Isto sugere que 0s mecanismos de potenciagdo do efeito
hipotensor da BK pela Ang-(1-7) dependem fortemente da sinalizagdo via
NO. Em ratos, a potenciacéo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) foi
abolida pela inibicdo simultdnea da sintese de NO e de prostaglandinas

(Paula e cols 1995).
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Fig 4.8: Efeito da inibicdo aguda da sintese de NO pelo pré-tratamento
com L-NAME de camundongos FVBN WT (esquerda, n=8) e MAS-KO
(direita, n = 8) acordados. Os graficos de barras mostram as variacdes de
PAM com a administracdo in bolus de BK (40ng, branco; 80ng, cinza)
isoladamente ou de BK (40ng) associada a Ang-(1-7) em doses crescentes de
(80, 160 e 320ng) em camundongos pré-tratados com L-NAME, 10 mg/Kg, 30
minutos antes do experimento.

* = P < 0,05 em relacédo ao controle (BK 40ng isoladamente).
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49 — Efeito do antagonista de Ang-(1-7), [D-Pro’]JAng-(1-7), na

potenciacao do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7)

A Fig 4.9, esquerda, mostra a potenciacdo do efeito hipotensor da
BK de maneira dose-dependente pela Ang-(1-7), em camundongos FVBN
WT ndo anestesiados. A direita, a dose de BK 40 ng foi administrada
simultaneamente com a curva dose-resposta da Ang-(1-7) associada ao seu
inibidor [D-Pro’]JAng-(1-7), em doses que seguiram a propor¢do de 1:6,
respectivamente. A Ang-(1-7) ndo potenciou o efeito hipotensor da BK, nas
doses regulares, na presenca do [D-Pro’]JAng-(1-7). Houve uma tendéncia
ndo significativa de potenciacdo do efeito hipotensor da BK na presenca de

altas doses do [D-Pro’JAng-(1-7).
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Fig 4.9: Efeito hipotensor da BK associado a curvas dose-resposta de
Ang-(1-7) e de seu inibidor, [D-Pro’]Ang-(1-7), em camundongos fémeas
FVBN WT anestesiadas. Os graficos de barras mostram as variacoes de PAM
com a administracdo in bolus de BK (40ng, branco; 80ng, cinza) isoladamente
ou de BK (40ng) associada a Ang-(1-7) em doses crescentes de (80, 160 e
320ng), esquerda, n = 5, ou de BK (40ng) associada a doses crescentes de
Ang-(1-7) (80, 160 e 320ng), associadas respectivamente a doses crescentes
de [D-Pro’]Ang-(1-7) na proporcéo de 1:6, direita, n = 5.

* = P < 0,05 emrelacdo ao controle (BK 40ng isoladamente).
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O principal achado deste estudo € a demonstracdo de que a
potenciagdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) depende do
receptor Mas. Os dados que dao suporte a essa concluséo sao:

1 — A potenciacéo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) n&o foi
significativa em camundongos Mas-KO de linhagens Black C57, ou
FVBN.

2 — A administracdo do inibidor [D-Pro’]Ang-(1-7) inibiu
significativamente a potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-
7) em camundongos.

Outros dados importantes obtidos nesse estudo foram:

3 — Os fragmentos de angiotensina Ang-(2-7), Ang-(3-7) e Ala’-Ang-
(1-7) apresentaram atividade potenciadora de BK em camundongos
anestesiados do tipo selvagem.

4 — A potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(2-7) nédo foi
significativa em camundongos Mas-KO, de maneira semelhante a Ang-(1-
7). Por outro lado, as angiotensinas Ang-(3-7) e Ala'-Ang-(1-7) também
apresentaram atividade potenciadora de BK significativa em animais Mas-
KO.

5 — A anestesia ndo interferiu com a atividade potenciadora de BK
pela Ang-(1-7). Em animais acordados, houve potenciacdo do efeito
hipotensor da BK dependente do receptor Mas semelhante a curva de

potenciacgdo obtida em camundongos anestesiados.
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6 — O pré-tratamento dos animais com captopril aumentou o efeito
hipotensor da BK de maneira semelhante em animais do tipo selvagem e
Mas-KO. No entanto, a potenciagdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-
(1-7) ndo ocorreu em animais Mas-KO.

7 — Em camundongos FVBN do tipo selvagem e Mas-KO, pré-
tratados com o inibidor da sintese de NO, L-NAME, ndo houve
potenciacgéo significativa do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7).

Antagonistas sdo ferramentas bastante Uteis para identificacdo de
receptores e esclarecimento da relevancia fisiopatologica de substéncias
enddgenas. Alguns anos ap0s a caracterizacdo do antagonista especifico
para a Ang-(1-7), A-779 (Santos e cols, 1994), Santos e cols, em 2003,
descreveram um novo antagonista da Ang-(1-7), o [D-Pro’JAng-(1-7).

Adicionalmente, foi demonstrado o antagonismo de Vvarias outras
acBes fisiolégicas e competicdo do [D-Pro’]JAng-(1-7) com a Ang-(1-7)
pela ligagdo em rins de ratos. A semelhanca da molécula de [D-Pro’]Ang-
(1-7) com a Ang-(1-7) é quase total. No entanto, estas moléculas diferem
na orientacdo espacial do ultimo residuo, o que altera totalmente sua
funcdo. O [D-Pro’]Ang-(1-7) ndo interferiu com a PAM ou FC, nem
mesmo alterou o efeito hipotensor da BK nas doses administradas em
camundongos nesse estudo. O bloqueio da potenciacdo do efeito hipotensor
da BK pela Ang-(1-7) com a injecéo simultanea do [D-Pro’JAng-(1-7) com
a Ang-(1-7) reforca a ideia de um sitio especifico para a Ang-(1-7),
sensivel ao antagonismo competitivo com o composto [D-Pro’]Ang-(1-7).

Considerando que a potenciacdo da BK pela Ang-(1-7) também foi

grandemente atenuada em camundongos KO para o receptor Mas, os dados
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obtidos com o [D-Pro’]Ang-(1-7) indicam que esse antagonista atua
bloqueando esse receptor. Existem evidéncias de que o [D-Pro’]JAng-(1-7)
pode bloquear um outro sitio de ligacdo para a Ang-(1-7) em ratos Sprague
Dawley (Silva e cols, 2007). No entanto, em camundongos, a existéncia
desse outro sitio ainda néo foi evidenciada.

Assim como a potenciacgdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-
7) depende do receptor Mas, a participacdo do NO ficou evidente como
mecanismo neste estudo. O pré-tratamento com o inibidor da sintese de
oxido nitrico L-NAME promoveu hipertensdo arterial sisttmica aguda nos
animais. As respostas hipotensoras as injecfes in bolus de BK foram
atenuadas. No entanto, a potenciacdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-
(1-7) foi abolida em animais do tipo selvagem. Nos animais KO nédo foram
observadas alteracbes significativas no efeito da BK controle ou em
presenca de Ang-(1-7). Além deste importante mecanismo envolvido na
potenciacdo da BK pela Ang-(1-7), é importante lembrar da ampla
variedade de mecanismos pelos quais a BK promove vasodilatacdo em
animais inteiros, diferentemente das respostas obtidas em estudos mais
especificos de leitos vasculares isolados ou estudos in vitro. Assim, 0S
efeitos vasodilatadores da BK sdo mediados por varios fatores dependentes
da espécie e do leito vascular, como NO, prostaglandinas, derivados do
metabolismo do citocromo P-450 e do acido aracddnico e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio. Nossos dados, no entanto, sugerem
que o efeito potencializador de BK da Ang-(1-7) em camundongos é
altamente dependente da liberacdo de NO, mediada pelo receptor Mas.

A potenciacdo do efeito hipotensor da BK também pode ocorrer por
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vias independentes do receptor Mas e isto estd de acordo com a
multiplicidade de mecanismos e mediadores deste fendmeno. A Ang-(1-7),
assim como produtos de seu metabolismo, Ang-(2-7) e Ang-(3-7), séo
capazes de inibir a atividade da ECA plasmatica in vitro. Estes fragmentos
de angiotensina também potenciam o efeito hipotensor da BK, contribuindo
para os efeitos mediados pelo receptor Mas. A Ang-(3-7) ainda preservou
sua capacidade de potenciar a BK significativamente em animais Mas-KO,
assim como a Ala'-Ang-(1-7), outro peptideo relacionado ao metabolismo
da Ang-(1-7). Interessantemente, como a potenciacdo do efeito hipotensor
da BK pela Ang-(2-7) foi abolida em camundongos Mas-KO, ha ainda a
possibilidade deste fragmento também se ligar ao receptor Mas. Essa
observacdo contrasta com a auséncia de efeito desse peptideo em outras
preparacdes nas quais o receptor Mas estd presente, como o rim. E
importante salientar que a divisdo conceitual entre mecanismos
“dependentes do Mas” ou “nao dependentes do Mas” ¢ meramente didatica,
pois todos os fendmenos observados nestas circunstancias contribuem para
a potenciacdo do efeito hipotensor da BK e para o papel do eixo ECA2—-
Ang-(1-7)-Mas.

Em presenca de inibidor da ECA, as respostas hipotensoras da BK
encontram-se aumentadas e isto pode ser atribuido a diminuicdo da
hidrolise desse peptideo. No entanto, evidéncias de que os IECA agem nos
receptores B2 de BK ou estimulariam um crosstalk entre a ECA e 0s
receptores B2 tem se acumulado. A possibilidade de que a Ang-(1-7) e as
demais angiotensinas relacionadas a potenciacdo da BK possam ligar-se a

ECA e promover crosstalk com o receptor de BK ndo pode, portanto, ser
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descartada. Um outro possivel sitio de acdo da Ala’-Ang-(1-7) e da Ang-(3-
7) seria um receptor angiotensinérgico diferente do Mas (Lautner e cols,
2007).

A atividade potenciadora de BK da Ang-(1-7) aumenta
significativamente durante a inibicdo da ECA (Paula e cols, 1995; Lima e
cols, 1997). Busse e cols, em 1993, demonstraram que em culturas de
células endoteliais humanas a presenca de inibidores da ECA promoveu
aumento da [Ca®*]i e facilitou o aumento da [Ca®*]i induzida pela BK, o
qual estd associado com a acentuada producdo de cGMP e 6-keto-PGF,,
sugerindo uma formacéo elevada de NO e PGI,. No entanto, 0 antagonista
de receptor B, de BK, HOE 140, impediu tanto o aumento inicial da
producdo de cGMP e PGF,, produzido pelos inibidores de ECA quanto o
aumento induzido pela BK. Pensou-se que apenas a BK encontrava-se
envolvida naqueles efeitos. Gohlke e cols, em 1993, demonstraram que 0
aumento do cGMP em aorta de ratos cronicamente tratados com o iECA
ramipril também foi blogqueado pelo HOE 140. A possibilidade de que o
HOE 140 possa interferir com os efeitos dos inibidores da ECA néo
relacionados a BK, embora pouco provavel, ndo pode ser descartada.

Hecker e cols, em 1994, apontaram evidéncias de que os inibidores
da ECA interagem diretamente com os receptores de BK em vasos da
circulacdo coronaria e veias jugulares de coelhos. Erdds e cols descreveram
interacOes entre os inibidores da ECA e a BK independentes do
metabolismo da BK, resultando em potenciacdo desta cinina. O mecanismo
atribuido ao efeito acentuado da BK e outros ligantes em B2 é de crosstalk

entre a enzima e o receptor, mas nao exclui a possibilidade de que os
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inibidores da ECA possam ligar-se diretamente aos receptores de BK
(Erdos e col, 1999).

Mais recentemente, Erdds e cols mostraram que inibidores da ECA
podem interagir com receptor B; de BK. Eles demonstraram que houve
ativacdo direta do receptor B; pelos inibidores da ECA enalaprilato,
captopril e ramiprilato. Com a ativagdo de B1, houve aumento do [Ca®']i e
liberacdo de NO em células endoteliais e células transfectadas com B,
(Erdés e col, 2002). Machado (2009) demonstrou que a Ang-(1-7)
provocou liberacédo de nitrito em células transfectadas com o receptor Mas
(CHO-Mas). Esse efeito da Ang-(1-7) foi abolido pelo pré-tratamento com
0 A-779 e com L-Name e ndo foi influenciado pelo inibidor da ECA,
captopril. Nas celulas endoteliais humanas (HAEC) a estimulacdo com BK
ou Ang-(1-7) provocou liberacdo significativa de NO sendo este efeito
potencializado pela associacdo dos dois peptideos. Esta interacdo foi
abolida pelo preé-tratamento com os antagonistas do receptor B2 da BK
(BK-B2) e da Ang-(1-7) (HOE 140 e AT779 respectivamente) e pelo
inibidor da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), L-Name. A potenciagédo
da BK pela Ang-(1-7) foi preservada apos inibicdo da ECA. A estimulagéo
com BK e a Ang-(1-7) provocou a fosforilacdo/ desfosforilacao coordenada
do sitio estimulatorio/inibitério da eNOS (S1177/Thr 495). Sendo este
efeito potenciado pela associacdo dos dois peptideos. Em conjunto, esses
resultados demonstram que a potenciacédo dos efeitos da BK pela Ang-(1-7)
depende da co-expressdo dos receptores B2 e Mas na célula e envolve o
aumento da fosforilacdo/desfosforilagcdo coordenada da eNOS nos sitios

estimulatério/inibitorio (S1177/Thr 495).
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Como foi mencionado anteriormente, a Ang-(1-7) pode ser
hidrolisada pela ECA e formar a Ang-(1-5). A Ang-(1-5) ndo possui
atividade potenciadora de BK ou de inibi¢do da atividade da ECA. Assim,
um fator adicional que pode acentuar a atividade potenciadora da Ang-(1-
7) em camundongos tratados com captopril corresponde a reducdo da
inativacdo da Ang-(1-7) pela ECA. Além disso, maior biodisponibilidade
de Ang-(1-7) também pode resultar em maior biossintese de seus
fragmentos Ang-(2-7), Ang-(3-7), ou ainda, a Ala*-Ang-(1-7), que também
sdo capazes de potenciar o efeito hipotensor da BK em doses desprovidas
de qualquer influéncia sobre a PAM ou FC. A Ang-(2-7) e Ang-(3-7)
também inibem a atividade da ECA de forma mais eficaz que a Ang-(1-7)
in vitro (Paula e cols, 1999).

A infuséo de baixas doses de Ang-(1-7) aumentou significativamente
o fluxo sanguineo nos rins, mesentério, cérebro e pele, segundo Sampaio e
cols, em 2003, que avaliaram os efeitos hemodindmicos regionais e
sisttmicos da Ang-(1-7) em ratos anestesiados. A Ang-(1-7) também
produziu aumento de 30% do indice cardiaco e diminuicdo da resisténcia
vascular periférica total. O fluxo sanguineo esplénico, em mausculos,
pulmdes e adrenais, assim como a pressao arterial sistémica e a frequéncia
cardiaca ndo foram alterados com a dose de Ang-(1-7) usada. A infusdo do
antagonista seletivo da Ang-(1-7), o A-779, reduziu o fluxo sanguineo em
rins, cérebro, mesentério e pele e, também, bloqueou a vasodilatacdo
induzida pela Ang-(1-7) nesses leitos vasculares. Isto sugere um papel
fisiolégico importante da Ang-(1-7) enddgena nesses Orgdos. Por outro

lado, os efeitos da Ang-(1-7) sobre o fluxo sanguineo cerebral, o indice
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cardiaco, o volume sistélico e a resisténcia periférica total ndo foram
totalmente abolidos pelo A-779 (Sampaio e cols, 2003). Os camundongos
Mas-KO apresentam volume sistdlico e indice cardiaco significativamente
menores, resisténcia vascular periférica total e resisténcia vascular para
rins, adrenais, pulmdes, mesentério, baco, testiculos e tecido adiposo
marrom significativamente maiores quando comparados aos animais do
tipo selvagem (Santos, 2008). Portanto, as respostas fisioldgicas a Ang-(1-
7) possivelmente séo evocadas por diferentes mecanismos em diferentes
orgdos e tecidos. O metabolismo da Ang-(1-7) nos diversos leitos
vasculares, ao gerar metabolitos ativos como a Ang-(2-7) e Ang-(3-7),
também poderia justificar a multiplicidade de mecanismos e mediadores.
Dessa forma é possivel que o mecanismo de potenciacdo da BK pela Ang-
(1-7) possa diferir de um territério para outro. Essa hipdtese necessita ser
testada em experimentos adicionais.

Recentemente, foi descrito que os IECA intensificam as fungdes dos
receptores Bl e B2 de BK por fendmenos alostéricos (Erdos e cols, 2010).
Assim como os iIECA exdgenos, peptideos enddgenos como a Ang-(1-7) e
a Ang-(1-9) seriam ativadores alostéricos indiretos dos receptores B2. Eles
aumentariam a eficacia colateral dos IECA ao induzir mudancas de
conformacao via ECA-receptor B2 nas membranas celulares. Isto levaria a
liberacdo acentuada de mediadores como NO, fator hiperpolarizante
derivado do endotélio ou prostaglandinas. Os IECA também podem ativar
diretamente os receptores B1 em um sitio alostérico que difere do sitio que

pertence aos peptideos ligantes. A consequéncia dessa ativacdo equivale a
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uma elevada produgdo de NO pela NOS indutivel como foi demonstrado
inicialmente em células endoteliais humanas (Ignjatovic e cols, 2002).

Finalmente, os iIECA também podem potenciar as ac¢des diretas das
calicreinas nos receptores B2 na auséncia de liberacdo de cininas
(Biyashev, 2006).

A ligacdo da Ang-(1-7) em fatias de rim foi abolida em animais KO
para o receptor Mas. Da mesma forma, a ligacdo da Ang-(1-7) em rins de
ratos foi bloqueada pelo seu antagonista especifico [D-Pro7]Ang-(1-7)
(Santos e cols, 2003). Isto sugere que o [D-Pro7]Ang-(1-7) compete com a
Ang-(1-7) pelo receptor Mas.

Nesse estudo, correlacionamos parcialmente os mecanismos de
potenciagdo do efeito hipotensor da BK pela Ang-(1-7) descritos
previamente em varios estudos que apontam para a liberacdo de 6xido
nitrico e prostaglandinas vasodilatadoras como consequéncia direta da
ativacdo do receptor Mas, ou da interacdo e favorecimento das acbes das
cininas em diversos graus e niveis pelas angiotensinas. Nosso foco foi
evidenciar a importéncia da sintese de NO para a potenciacdo do efeito
hipotensor da BK em camundongos.

A relevancia fisio-farmacologica de nossos achados pode ser
ilustrada por recentes estudos envolvendo o papel da Ang-(1-7) na
potenciacdo da BK. Fernandes e cols demonstraram que a potenciacdo da
BK pela Ang-(1-7) foi preservada com o bloqueio da ECA, em
concordéancia com nossos estudos anteriores (Paula e cols, 1995), do
blogueio do receptor AT1, ou da combinacdo de ambos em arteriolas de

ratos SHR estudadas in vivo. A potenciagao da vasodilatagdo induzida pela
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BK pela Ang-(1-7) foi revertida pelo antagonista especifico da Ang-(1-7),
A-779. Mais importante, a potenciacdo da BK por inibidores da ECA pode
ser revertida (Fernandes e cols, 2001) ou atenuada (Maia e cols, 2004) pelo

antagonista da Ang-(1-7), A-779.
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