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RESUMO 
 

Estudos prévios sugerem que a Angiotensina-(1-7) [(Ang-(1-7)] é capaz de modular 

o controle simpático cardíaco e sensibilidade beta-adrenérgica. Entretanto, ainda 

não se sabe se a Ang-(1-7) consegue modular a atividade colinérgica no coração. O 

objetivo deste estudo foi avaliar a influência da Ang-(1-7) na sensibilidade colinérgica 

cardíaca de ratos normotensos e hipertensos. Wistar e Ratos Espontaneamente 

Hipertensos (SHR) foram anestesiados com uretano e submetidos à canulação de 

artéria femoral e ventrículo esquerdo cardíaco para registro de pressão arterial e 

intraventricular, respectivamente. Em seguida, foi realizada uma curva dose-

resposta de acetilcolina (ACh, 10, 20, 40 e 80 ng/Kg, i.v.) por infusão pela veia 

femoral. A infusão ocorreu na presença e ausência de Ang-(1-7) (7 x 10-12 mol/min), 

do antagonista do receptor Mas, A-779 (7 x 10-11 mol/min) ou de Ang-(1-7)+A-779. 

Os corações isolados foram perfundidos de acordo com a técnica de Langendorff e 

concentrações crescentes de ACh (10-7 a 10-5 mol/L) foram adicionadas aos 

corações na presença ou ausência de Ang-(1-7), (2 x 10-11 mol/L), A-779, (2 x 10-10 

mol/L), Ang-(1-7)+A-779, antagonista do receptor MrgD, D-PRO (2 x 10-10 mol/L) ou 

D-PRO+Ang-(1-7). O vasorrelaxamento induzido pela ACh foi mensurado na 

presença ou ausência da Ang-(1-7) (2 x 10-11 mol/L ou 2 x 10-10 mol/L). Em Wistar e 

SHR anestesiados, a Ang-(1-7) atenuou o efeito da ACh na queda da pressão 

intraventricular sistólica, dP/dt máx, e dP/dt mín. Estes efeitos foram bloqueados pelo 

A-779. A Ang-(1-7) não alterou a resposta hipotensora da ACh em Wistar ou SHR. 

Nos corações isolados, a Ang-(1-7) também atenuou a redução na pressão 

intraventricular sistólica, dP/dt máx e dP/dt mín evocados pela ACh. O A-779 

bloqueou os efeitos da Ang-(1-7) em corações de Wistar. O A-779 ou D-PRO, per 

se, não modificaram os efeitos da Ang-(1-7) em corações de SHR, mas na presença 

do D-PRO, a Ang-(1-7) apresentou efeitos similares. O vasorrelaxamento da aorta 

induzido pela ACh foi atenuado pela Ang-(1-7) apenas nos SHR. Estes dados 

sugerem que a Ang-(1-7) modula o sistema colinérgico cardíaco de forma diferente 

no modelo de hipertensão primária experimental e de maneira independente de 

ajustes na pressão arterial. 

 

Palavras-chave: Sistema Renina-Angiotensina; Receptor Mas; Receptor 

Muscarínico; Acetilcolina; Atividade parassimpática. 
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ABSTRACT 
 

Previous studies suggested that the Angiotensin-(1-7) [(Ang-(1-7)] is able to 

modulate the cardiac sympathetic control and beta-adrenergic sensitivity. However, 

whether or not Ang-(1-7) modulates the cholinergic activity in the heart remains 

unknown. The aim of this study was to evaluate the influence of Ang-(1-7) upon 

cholinergic sensitivity of hearts from normotensive and hypertensive rats. Wistar and 

Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) were anesthetized with urethane and 

underwent catheterization of femoral artery and left ventricle to record the arterial and 

intraventricular pressure, respectively. Following, a dose-response curve of 

acetylcholine (ACh, 10, 20, 40 and 80 ng/Kg, i.v. into femoral vein) was performed in 

the absence or presence of Ang-(1-7) (7 x 10-12 mol/min), Mas receptor antagonist A-

779 (7 x 10-11 mol/min) or Ang-(1-7)+A-779. Isolated hearts were perfused according 

to the Langendorff technique. Increasing concentrations of ACh (10-7 to 10-5 mol/L) 

were added to the hearts in absence or presence of Ang-(1-7), (2 x 10-11 mol/L), A-

779, (2 x 10-10 mol/L), Ang-(1-7)+A-779, MrgD receptor antagonist, D-PRO (2 x 10-10 

mol/L) or D-PRO+Ang-(1-7). ACh-induced vasorelaxation was assessed in absence 

or presence of Ang-(1-7) (2 x 10-11 mol/L or 2 x 10-10 mol/L). Ang-(1-7) attenuated the 

effect of ACh in decreasing the intraventricular systolic, dP/dt max and dP/dt min in 

anesthetized Wistar and SHR. These effects were blocked by A-779. Ang-(1-7) did 

not change the amplitude of the hypotensive effect evoked by ACh in Wistar or 

SHRs. In isolated hearts, Ang-(1-7) also attenuated the reduction of the 

intraventricular systolic pressure, dP/dt max and dP/dt min evoked by ACh. A-779 

blocked the Ang-(1-7) effects in hearts from Wistar. A-779 or D-PRO did not modify 

the effects of Ang-(1-7) in hearts from SHR, but in presence of D-PRO, Ang-(1-7) 

effects were equipotent. Ang-(1-7) attenuated the vasorelaxation induced by ACh in 

aorta from SHR by only in SHR group. These data suggest that Ang-(1-7) exerts 

differential modulation of cardiac cholinergic sensitivity during experimental primary 

hypertension, which is independent on blood pressure. 

 

Keywords: Renin-Angiotensin System; Mas Receptor; Muscarinic Receptor; 

Acetylcholine; Parasympathetic Activity. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 
1.1. O Coração como uma Bomba Contrátil 

 

O coração é um dos órgãos mais importantes para o funcionamento do corpo 

humano. Em mamíferos, este órgão é dividido em dois átrios e dois ventrículos, em 

que o lado esquerdo é responsável pela circulação sistêmica e o direito pela 

pulmonar.  O miocárdio é responsável pelo processo de contração e é composto por 

células musculares estriadas cardíacas que se dispõem em feixes de diferentes 

espessuras e direções (1,2). 

Juntamente às células cardíacas, há algumas estruturas de tecido muscular 

modificado que são especializadas na criação e condução da atividade elétrica, 

chamadas de nodos. O potencial de ação se inicia no átrio direito, onde está 

localizado o nodo sino-atrial, mais conhecido como marca-passo cardíaco. O 

estímulo elétrico gerado por ele propaga-se para o septo interatrial, chegando ao 

nodo atrioventricular. Assim, o potencial de ação segue para os ventrículos via feixe 

de His, que posteriormente ramifica-se em uma grande rede de condução, as fibras 

de Purkinje (1). 

Para que o estímulo elétrico gerado pelo potencial de ação seja traduzido em 

uma ação mecânica, é necessária a participação do acoplamento excitação-

contração (Figura 1). Com a deflagração do potencial de ação, ocorre a entrada de 

sódio (Na+) para o meio intracelular, levando a uma despolarização da membrana. 

Como os canais de cálcio (Ca2+) do tipo L são dependentes de voltagem, quando 

ocorre a despolarização, estes se abrem, permitindo um influxo de Ca2+ (3,4). Com o 

aumento da concentração intracelular de Ca2+, os receptores de rianodina do tipo 2 

(RyR2) liberam mais deste íon que estava armazenado no retículo sarcoplasmático 

(RS), aumentando ainda mais seus níveis. Isso favorece a ligação do Ca2+ à 

troponina C (TnC), uma proteína que está presente nos miofilamentos de actina. 

Com essa ligação, a tropomiosina é deslocada e os sítios de ligação da actina ficam 

expostos, permitindo a formação de pontes cruzadas com a miosina e consequente 

contração da célula muscular cardíaca (3,4).  
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Figura 1. Acoplamento excitação-contração e transporte de cálcio em cardiomiócito. Ca2+, 

cálcio; NCX, trocador de sódio e cálcio; RyR, receptor de ryanodina; SR, retículo 
sarcoplasmático; PLB, fosfolambam; ATP, trifosfato de adenosina; Na+, sódio; H, hidrogênio. 
Adaptado de Bers, 2002 (5). 

 

Para que o relaxamento ocorra, os níveis intracelulares de Ca2+ precisam ser 

restaurados. Para isso, a proteína fosfolambam (PLB) é fosforilada e deixa de inibir a 

bomba Ca2+ATPase (SERCA2), que atua bombeando Ca2+ novamente para o RS, 

onde é armazenado. A SERCA2 atua juntamente com o trocador de Na+/Ca2+(NCX), 

que leva um íon de Ca2+ para o meio extracelular em troca de três de Na+, fazendo 

com que haja uma diminuição dos níveis de Ca2+ no citosol. Assim, a afinidade da 

TnC pelo Ca2+ diminui e ocorre uma dissociação entre eles, o que faz com que o 

complexo troponina e tropomiosina se movimente, bloqueando novamente os sítios 

de ligação da actina (3,6). 

Como visto, o Ca2+é um importante regulador do processo de contração. 

Quando ocorrem alterações na função cardíaca, são necessários ajustes na sua 

dinâmica intracelular, seja alterando sua concentração citosólica ou interferindo na 

sensibilidade dos canais em que ele se liga (3). Como exemplo, o sistema nervoso 

simpático (SNS) estimula os receptores β adrenérgicos, localizados no coração, 

levando à ativação da proteína G estímulatória (Gs) à qual estão acoplados. Isto irá 
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aumentar os níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) que 

consequentemente ativa a proteína quinase A (PKA), que pode fosforilar os canais 

do tipo L, RyR2, SERCA2 e NCX, alterando a dinâmica do Ca2+ (4,6). 

A função cardíaca também pode ser controlada por diferentes mecanismos 

neuro-humorais. Dentre estes, pode-se destacar o sistema nervoso autônomo (SNA) 

e o sistema renina-angiotensina (SRA). 

 

1.2. Controle Autonômico da Função Cardiovascular 

 

O SNA é responsável, dentre outras funções, pelo controle da contração do 

miocárdio. No coração, seus braços simpático e parassimpático exercem efeitos 

sinérgicos (1). 

O SNS é responsável pelo controle das reações estressoras e emergenciais 

por meio da liberação de norepinefrina. Existem dois tipos de receptores 

adrenérgicos: α e β. No coração são expressos os subtipos β1, β2, β3, α1a e α1b, 

sendo que os receptores β1 estão presentes em maior quantidade que os demais 

(7,8). A estimulação destes receptores provoca um aumento na frequência e 

contratilidade cardíaca (efeitos cronotrópico e inotrópico positivos), por meio do 

aumento dos níveis intracelulares de Ca2+ e da velocidade de condução elétrica no 

nodo atrioventricular (efeito dromotrópico positivo) (1). 

Já o sistema nervoso parassimpático (SNP) evoca efeitos diferentes ao do 

simpático, como o estímulo de atividades relaxantes (digestão e liberação de 

secreções glandulares, por exemplo), e age como depressor da função cardíaca por 

meio da liberação de acetilcolina (ACh). A ACh pode se ligar em dois tipos de 

receptores: os nicotínicos – expressos na musculatura esquelética e no sistema 

nervoso – e os muscarínicos (1,7). Os receptores muscarínicos são subdivididos em 

M1, M2, M3, M4 e M5 e suas respostas são relativamente mais lentas, uma vez que 

são receptores metabotrópicos, ou seja, precisam ativar a proteína G e vias 

intracelulares para exercer suas funções. Enquanto os receptores muscarínicos 

subtipo 2 (M2) são expressos no coração, nos tecido nodal e atrial e ventrículos, os 

M3 são expressos principalmente no endotélio de alguns leitos vasculares. Embora 

a ACh seja excitatória no músculo estriado esquelético (através da sua ligação aos 

receptores nicotínicos que ativam canais de sódio dependentes de voltagem), no 

coração, a ACh reduz a atividade dos cardiomiócitos (1,9).  
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De forma oposta ao SNS, os efeitos parassimpáticos no coração por meio das 

ações da ACh sobre receptores M2 provocam efeitos negativos sobre o 

cronotropismo, inotropismo e dromotropismo (7). A estimulação parassimpática 

induz efeitos cardíacos resultantes da ativação dos receptores M2, em que a ACh se 

liga, ativando a proteína G inibitória (Gi). Assim, a subunidade αi liga-se e inibe a 

adenilato ciclase, reduzindo a formação de AMPc e inibindo a atividade da proteína 

PKA, a fim de exercer efeitos opostos nos canais iônicos, nas proteínas ligadoras ao 

Ca2+ e na maquinaria contrátil, quando comparados à estimulação simpática (1,10). 

Vários estudos já mostraram o papel essencial do SNA no controle do sistema 

cardiovascular, especialmente da pressão arterial (PA). Estudos clínicos e 

experimentais mostraram que disfunções no controle autonômico do sistema 

cardiovascular, principalmente as que levam a uma ativação anormal do SNS, estão 

intimamente ligadas à origem e progressão da hipertensão (11). Tanto em humanos 

quanto em modelos animais de hipertensão essencial, como os ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), as alterações autonômicas são grandes 

responsáveis na geração e manutenção de níveis aumentados da PA. Estes efeitos 

estão diretamente associados tanto a um aumento da atividade nervosa simpática 

quanto a uma redução do tônus vagal para o coração (12–14). Além disso, este 

desequilíbrio autonômico também exerce um papel importante no desenvolvimento 

de lesões nos órgãos alvo, levando a várias outras complicações decorrentes do 

quadro hipertensivo (15). A progressão e manutenção da hipertensão, engatilhada 

pelo desequilíbrio autonômico, também recebem contribuição de sistemas 

hormonais, como o SRA (16).  

 

1.3. Sistema Renina-Angiotensina 

 

O SRA (Figura 2) é um importante mecanismo envolvido na regulação da 

pressão arterial, do volume sanguíneo e da composição eletrolítica dos fluidos 

corporais (17,18).  

Este sistema é ativado principalmente pela diminuição na PA e consequente 

liberação de pró-renina, que pode ser sintetizada e armazenada pelas células 

justaglomerulares nos rins. Com a queda de pressão na artéria renal, o seguimento 

pró é clivado e deixa de cobrir o sítio ativo desta molécula, fazendo com que as 

moléculas de pró-renina sejam convertidas em renina (19). 
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A renina atua clivando uma das ligações peptídicas do angiotensinogênio 

plasmático (produzido pelo fígado), o que resulta na formação do decapeptídeo 

angiotensina I (Ang I). A Ang I é posteriormente clivada pela enzima conversora de 

angiotensina (ECA), originando o octapeptídeo angiotensina II (Ang II), que exerce 

suas ações ativando dois subtipos de receptores, os receptores de Ang II tipo um 

(AT1) e tipo dois (AT2) (20,21). Quando este peptídeo liga-se ao receptor AT1, 

evoca efeitos relacionados a condições patológicas, como aumento da PA, fibrose, 

inflamação, insuficiência cardíaca e alterações metabólicas. Já a ativação do 

receptor AT2 exerce efeitos contrarregulatórios, como processos antiinflamatórios, 

diminuição da atividade simpática e do remodelamento cardíaco (22–25). 

 

 

Figura 2. Visão simplificada da cascata do Sistema Renina-Angiotensina. NEP, 

endopeptidase neutra; PEP, prolil-endopeptidase; Ang-(1-7), angiotensina-(1-7); ECA, 
enzima conversora de angiotensina; Ang-(1-9), angiotensina-(1-9); Ang I, angiotensina I; 
ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; Ang II, angiotensina II; Ang IV, angiotensina 
IV; AMP, aminopeptidase; AMP A, aminopeptidase A; Ang III, angiotensina III; 
DC,descarboxilase; Ang A, angiotensina A. Adaptado de Passos-Silva et al. (2015) (26). 

 

No entanto, nas últimas décadas vários estudos mostraram que além destes 

componentes já conhecidos, existem vários outros que contribuem para o 

funcionamento deste sistema. Descobriu-se que além da Ang II, outros peptídeos 

também apresentam importantes atividades biológicas, como por exemplo, a 
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angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] (27,28), a alamandina (29), a angiotensina III (Ang III) 

(30) e a angiotensina IV (Ang IV) (31). Dentre estes peptídeos, a Ang-(1-7) é um dos 

mais estudados atualmente, e por ser alvo de estudo deste trabalho, será dado um 

enfoque aos seus efeitos cardiovasculares. 

 

1.4. Angiotensina-(1-7) 

 

A Ang-(1–7) é um heptapeptídeo de sequência Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro, 

eum importante membro do SRA (32). Este peptídeo pode ser formado diretamente 

pela ação da enzima conversora de angiotensina dois (ECA2) sobre a Ang I, 

formando angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], que por sua vez é convertida em Ang-(1-7) 

pela ação da ECA ou endopeptidase neutra (NEP). Outra importante via de 

formação desse peptídeo é pela ação da ECA2 sobre a Ang II. No entanto, outras 

enzimas como prolil-endopeptidases (PEP), prolil-carboxipeptidases e 

oligopeptidases também podem atuar alterando a estrutura dos peptídeos desse 

sistema com consequente formação de Ang-(1-7) (21,26).  

A Ang-(1–7) apresenta ações benéficas e contrarregulatórias às 

desencadeadas pela Ang II via receptor AT1 (28). Dessa forma, atualmente o SRA 

pode ser definido por duas vias distintas: uma com atividade pressórica, composta 

principalmente pela ECA, Ang II, e receptor AT1, e outra com atividade 

cardioprotetora e hipotensora, composta pela ECA2, Ang-(1–7) e receptor Mas (26). 

Os estudos que evidenciam os efeitos cardioprotetores da Ang-(1-7) mostram 

que esse peptídeo é capaz de reduzir arritmias e melhorar a contratilidade cardíaca 

na reperfusão após isquemias (33,34). Além disso, também já foi demonstrado que a 

Ang-(1-7) pode exercer seu efeito benéfico reduzindo a formação de fibrose 

ventricular (34–36). 

Muitos estudos mostram o papel essencial que o eixo Ang-(1-7)/ECA2/Mas 

desempenha na manutenção da estrutura e função do cardíaca (37–40). Como a 

ECA2 e a Ang-(1-7) estão presentes nos cardiomiócitos, o coração é um importante 

local para a formação destes componentes e o desempenho de suas funções (41). 

No entanto, as vias intracelulares que levariam a tais efeitos ainda não foram 

totalmente descritas. Contudo, a recente descoberta do receptor específico da Ang-

(1-7), chamado receptor Mas, possibilitou novos estudos acerca de seu mecanismo 

de ação (42). 
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Dessa forma, estudos já evidenciaram o papel da Ang-(1-7) via receptor Mas 

na modulação da contratilidade cardíaca. Santos e colaboradores (2006) mostraram 

que a deleção genética do receptor Mas resultou em uma função cardíaca 

prejudicada, com redução de parâmetros contráteis, como tensão sistólica, dP/dt 

máx. e min. (36). De forma complementar, o mesmo grupo em 2010, ao desenvolver 

um modelo de ratos transgênicos que superexpressam Ang-(1-7) no coração, 

mostrou que esse peptídeo promove uma melhora significativa na função cardíaca 

por meio do aumento na dinâmica de Ca2+ e expressão da SERCA2, levando a uma 

maior concentração deste íon no RS (34). Recentemente, também foi mostrado que 

a Ang-(1-7) exerce alguns de seus efeitos no coração por meio da regulação dos 

canais de Ca2+, além de causar um aumento significativo na corrente de Ca2+ do tipo 

L (ICa,L) em corações com insuficiência cardíaca (41).  

Além disso, Dias-Peixoto e colaboradores (2008) mostraram que a ligação da 

Ang-(1-7) ao receptor Mas leva à ativação da via Fosfatidilinositol-3-Quinase 

/Proteína Quinase B (PI3K/Akt), com consequente aumento na produção de óxido 

nítrico (NO) por meio da fosforilação da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) (43). 

O NO é capaz de modular vários componentes do acoplamento excitação-contração 

(44), e uma parte da proteína eNOS encontra-se associada ao RyR2 (45), o que 

aumenta a sua probabilidade de abertura em resposta ao estiramento dos 

cardiomiócitos (46). Dessa forma, a Ang-(1-7) também pode modular indiretamente a 

dinâmica intracelular de Ca
2+

, uma vez que interfere na formação e liberação de NO. 

 

1.5. Interação entre Sistema Nervoso Autônomo e Sistema Renina-

Angiotensina 

 

A função cardíaca é regulada e mantida por vários mecanismos neuro-

humorais. Dessa forma, é necessário um equilíbrio entre estes sistemas, impedindo 

a predominância da atividade de algum de seus componentes (18,26). Dentre estes 

mecanismos, o SRA e o SNA desempenham um grande papel no controle da função 

cardíaca. Sabe-se que há uma interação entre esses sistemas e já é bem 

estabelecido na literatura que há uma correlação entre os efeitos desencadeados 

pela Ang II e o SNA (47).  

No cérebro há um SRA local, com todos os componentes, enzimas, 

precursores e receptores necessários para o seu funcionamento (48). Já foi 
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demonstrado que os efeitos pressores da Ang II envolvem a ativação de áreas 

centrais relacionadas ao controle simpático, levando a uma maior liberação de 

norepinefrina, com consequente aumento na ativação simpática (49). Uma dessas 

áreas que são ativadas pela Ang II é o núcleo paraventricular do hipotálamo, que 

desempenha um papel essencial no controle autonômico da função cardiovascular. 

Ao ativar esse núcleo, a Ang II evoca uma resposta pressora mediada pelo SNS e 

pela liberação de vasopressina (50).  

 No sistema nervoso central (SNC), a Ang-(1-7) age como um importante 

neuromodulador, atuando em áreas relacionadas ao controle reflexo da PA (51,52). 

Os principais efeitos deste peptídeo estão relacionados ao controle do SNA, 

inclusive do barorreflexo, podendo levar a um aumento ou queda da PA, 

dependendo da área central ativada e de condições fisiopatológicas envolvidas (53). 

O barorreflexo é um mecanismo que promove ajustes na frequência cardíaca e 

tônus simpático. Para isto, os barorreceptores, que são encontrados no arco aórtico 

e seios carotídeos, são ativados de forma mecânica pelo estiramento das 

terminações neurais localizadas nestes locais. Tal estimulação promove uma grande 

interação neuronal entre no sistema nervoso central, envolvendo vários núcleos e de 

forma especial o CVLM (bulbo ventrolateral caudal) e o RVLM (bulbo 

rostroventrolateral) (54). O CVLM é apresenta ação inibitória na resposta 

barorreflexa (55). Neste local, a Ang-(1-7) induz uma redução na pressão arterial 

média (PAM), agindo por uma via dependente de NO (56), além de promover ajustes 

na resposta da frequência cardíaca (FC) por um mecanismo dependente da 

modulação parassimpática periférica (57). Já no RVLM, microinjeções de Ang-(1-7) 

induzem um aumento do reflexo aferente simpático cardíaco e da atividade nervosa 

simpática renal, resultando em uma resposta pressora (51,58,59). 

Um possível efeito da Ang-(1-7) no SNA foi inicialmente sugerida por 

Gironacci e colaboradores (2000) (60). Foi observado que a Ang-(1-7) inibi a 

liberação de norepinefrina em hipotálamos de SHR, por meio de um mecanismo 

dependente de NO. Lima e colaboradores (2013) demonstraram que a 

administração periférica de Ang-(1-7) é capaz de atenuar a taquicardia evocada pelo 

estresse emocional e pela injeção de um agonista adrenérgico (isoproterenol). Além 

disso, também observaram que em cardiomiócitos isolados, o efeito cronotrópico 

provocado pelo isoproterenol foi atenuado na presença da Ang-(1-7). Esses achados 
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indicam que este peptídeo pode atuar na modulação do controle cronotrópico 

mediado pela ativação dos receptores β adrenérgicos cardíacos (61), sugerindo 

assim um papel inibitório do eixo Ang-(1-7)/Receptor Mas na regulação do SNS. 

Recentemente, Moura e colaboradores (2017) verificaram que ratos com uma 

elevada concentração plasmática de Ang-(1-7) de forma crônica apresentam uma 

atenuação na resposta taquicárdica ao estresse emocional agudo. Estes animais 

também tiveram uma redução na atividade simpática renal. Em conjunto, estes 

resultados mostram que a Ang-(1-7) é capaz de modular as respostas à estimulação 

simpática (62). Dartora e colaboradores (2017) mostraram por meio de análises da 

variabilidade da FC, que a administração aguda de Ang-(1-7) é capaz de promover 

uma modulação parassimpática: enquanto a estimulação do receptor Mas pela Ang-

(1-7) induz efeitos cardiovasculares predominantemente dependentes da ativação 

parassimpática, o bloqueio pelo seu antagonista leva a respostas 

predominantemente simpáticas (63). Tais achados suportam a hipótese de que 

também há uma modulação fisiológica do SNS pelo eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas. 

A despeito dos estudos conclusivos citados acima que comprovam que o eixo 

ECA2/Ang-(1-7)/Mas modula o SNS e seus efeitos em diferentes leitos, incluindo o 

leito cardíaco, ainda não se sabe se a Ang-(1-7) pode influenciar a sensibilidade 

colinérgica diretamente no coração ou se estes efeitos poderiam ser dependentes de 

alterações na PA. Além disso, ainda não foi avaliado se a magnitude dos possíveis 

efeitos da Ang-(1-7) sobre o coração estaria alterada durante a hipertensão 

essencial experimental. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivos Gerais 

 

Avaliar a influência da Ang-(1-7) na modulação cardíaca colinérgica em 

corações de ratos normotensos e hipertensos. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a influência da Ang-(1-7) nas alterações cardiovasculares promovidas 

pela ACh em ratos normotensos e hipertensos; 

 

 Avaliar a influência da Ang-(1-7) nas alterações cardíacas promovidas pela 

ACh em coração isolado de ratos normotensos e hipertensos; 

 

 Avaliar a participação de receptores angiotensinérgicos nos efeitos cardíacos 

da ACh em ratos normotensos e hipertensos; 

 

 Avaliar os possíveis mecanismos de ação envolvidos nos efeitos cardíacos da 

ACh em ratos normotensos e hipertensos. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Animais 

 

Neste estudo foram utilizados ratos das linhagens Wistar e SHR machos 

provenientes do Biotério da Universidade Federal de Goiás (UFG), com peso 

variando entre 250g a 350g. Os mesmos foram mantidos sob condições ambientais 

controladas (temperatura ambiente de 23 ± 2 °C e ciclo claro/escuro de 12h), tendo 

livre acesso à água e comida. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo 

com os princípios éticos da CONCEA (Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal) e foram feitos todos os esforços possíveis para minimizar o 

número de animais utilizados para a conclusão dos experimentos. Os protocolos 

utilizados foram submetidos à aprovação na Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação da UFG (Protocolo nº 064/16).  

 

3.2. Avaliação dos parâmetros cardiovasculares (in vivo) 

 

Para a realização dos procedimentos cirúrgicos, os animais foram 

anestesiados pela via intraperitoneal (i.p.) com uretano (1,2 a 1,4 g/kg), e a sua 

eficácia verificada antes do início e durante todo o procedimento. 

Posteriormente, foi feita uma incisão na região inguinal de uma das patas 

traseiras para a exposição e dissecação do feixe vásculo-nervoso femoral. Foram 

implantadas cânulas de polietileno PE-50 (14 cm) e PE-10 (3 cm para veia e 4 cm 

para artéria) preenchidas com heparina (400 U.I./mL) e posteriormente fixadas por 

amarraduras. A cânula implantada na veia esquerda foi utilizada para as injeções de 

ACh e a direita para infusão de Ang-(1-7), A-779 ou ambos. Já a cânula arterial foi 

acoplada a um sistema de aquisição de dados (Dataq Instruments) com transdutor 

de pressão para obtenção dos parâmetros de PA e FC. 

Após a canulação de veia e artéria femorais, foi feita uma incisão na região do 

músculo esternocleidomastóideo, a fim de localizar a artéria carótida direita e 

realizar sua dissecação do nervo vago e tecidos adjacentes para a implantação de 

uma cânula de polietileno PE-50 (14 cm) e PE-10 (6 cm) acoplada ao sistema de 

aquisição de dados (Dataq Instruments, EUA), com frequência amostral de 1000 Hz. 

A mesma foi dirigida ao interior do ventrículo esquerdo cardíaco até que a 
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localização fosse confirmada quando a pressão diastólica atingisse valores próximos 

a zero (Figura 3). Com a realização deste procedimento, foi possível a obtenção dos 

valores de pressão ventricular esquerda sistólica e diastólica, bem como de suas 

derivativas (dP/dt máx e dP/dt min). Entre as injeções das diferentes doses de ACh, 

as cânulas foram lavadas com 0,3 mL de salina e o tempo entre elas foi de 3 

minutos ou até que ocorresse a estabilização dos parâmetros analisados. 

 

 

Figura 3. Registro de pressão exemplificando o momento em que o ventrículo esquerdo 

cardíaco foi acessado. 
 

 

3.2.1. Protocolo 

 

Após os procedimentos cirúrgicos e um período de estabilização de 

aproximadamente 30 minutos, os protocolos seguiram conforme descrito abaixo: 

 

Grupo Controle: Foi realizada uma infusão com veículo (NaCl 0,9%) por 

mais 30 minutos (taxa de infusão: 10 µL/min), e então iniciou-se uma curva dose-

reposta de ACh (10, 20, 40 e 80 ng/kg) (Wistar n=6 e SHR n=6);  

 

Grupo Ang-(1-7): Foi realizada uma infusão com Ang-(1-7) (7x10-12 mol/min) 

por mais 30 minutos (taxa de infusão: 10 µL/min), e então se iniciou uma curva dose-

reposta de ACh (10, 20, 40 e 80 ng/kg) (Wistar n=5 e SHR n=7);  

 

Grupo A-779: Foi realizada uma infusão com antagonista do receptor Mas, A-

779 (7x10-11 mol/min) por mais 30 minutos (taxa de infusão: 10 µL/min), e então se 



27 
 

 

iniciou uma curva dose-reposta de ACh (10, 20, 40 e 80 ng/kg) (Wistar n=5 e SHR 

n=5);  

 

Grupo Ang-(1-7)+A-779: Foi realizada uma infusão com A-779 juntamente 

com Ang-(1-7) por mais 30 minutos (taxa de infusão: 10 µL/min), e então se iniciou 

uma curva dose-reposta de ACh (10, 20, 40 e 80ng/kg) (Wistar n=5 e SHR n=5); 

Para cada grupo, foram utilizados ratos Wistar e SHR e todos os 

procedimentos experimentais seguiram conforme demonstrado na Figura 4. As 

doses utilizadas foram baseadas no trabalho prévio de Faria-Silva et al. (64) e em 

estudos preliminares. 

 

 

Figura 4. Esquema representativo do protocolo experimental in vivo. 

 

3.3. Coração Isolado 

 

Para a avaliação dos parâmetros cardíacos ex vivo, foi realizada a técnica de 

Langendorff com pressão constante (70 mmHg). 

Os animais foram heparinizados (400 U.I./mL) e após 10 minutos, 

eutanasiados por decapitação. A cavidade torácica foi exposta, o coração retirado e 

a aorta ascendente canulada e conectada ao sistema de perfusão contendo a 

solução nutridora (Solução de Krebs-Ringer) mantida em temperatura de 37±1ºC.A 

composição da solução de Krebs-Ringer está descrita na Tabela 1. Além disso, com 

a função de oxigenar e tamponar a solução, uma mistura carbogênica (95% O2 + 5% 

CO2) foi constantemente adicionada à solução durante o experimento. 

 

 

 

 



28 
 

 

Tabela 1. Composição da solução de Krebs-Ringer 

COMPOSTO CONCENTRAÇÃO EM mmol/L 

NaCl 118,41 

KCl 4,69 

KH2PO4 1,17 

MgSO47H2O 1,17 

CaCl22H2O 1,25 

Dextrose Anidra (Glicose) 11,65 

NaHCO3 26,24 

 

Para o registro da pressão intraventricular, um balão preenchido com água foi 

introduzido no ventrículo esquerdo e conectado a um transdutor de pressão. Os 

registros foram realizados através de um sistema de aquisição de dados (Biopac 

Systems, Inc.), com frequência amostral de 1000 Hz. As derivadas dP/dtmáx e 

dP/dtmín e FC foram calculadas a partir da onda de pressão intraventricular. Antes 

da análise, os registros passaram por um o tratamento com filtro de passa-baixa (50 

Hz), a fim de se minimizar os ruídos da rede elétrica. 

 

3.3.1. Protocolo 

 

Após um período de estabilização de aproximadamente 30 minutos, foram 

realizados os protocolos específicos para cada grupo, conforme descrito abaixo: 

 

Grupo Controle: Foi realizada uma curva dose-reposta de ACh (10-7, 10-6 e 

10-5 mol/L) (Wistar n=9 e SHR n=7);  

 

Grupo Ang-(1-7): Os corações foram perfundidos com Ang-(1–7) (2x10-11 

mol/L) por 30 minutos, seguido de curva dose-reposta de ACh (10-7, 10-6 e 10-5 

mol/L) (Wistar n=9 e SHR n=5);  

 

Grupo A-779:Os corações foram perfundidos com o antagonista do receptor 

Mas, A-779 (2x10-10 mol/L), por 30 minutos, seguido de curva dose-reposta de ACh 

(10-7, 10-6 e 10-5 mol/L) (Wistar n=7 e SHR n=5);  
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Grupo Ang-(1-7)+A-779: Os corações foram perfundidos com Ang-(1–7) 

(2x10-11 mol/L) juntamente com A-779 (2x10-10 mol/L) por 30 minutos, seguido de 

curva dose-reposta de ACh (10-7, 10-6 e 10-5 mol/L) (Wistar n=5 e SHR n=7);  

 

Grupo D-PRO: Os corações foram perfundidos com o antagonista do 

receptor MrgD (receptor acoplado à proteína G relacionado ao receptor Mas, tipo D), 

D-PRO, (2x10-10 mol/L) por 30 minutos, seguido de curva dose-reposta de ACh (10-7, 

10-6 e 10-5 mol/L) (SHR n=6);  

 

Grupo D-PRO+Ang-(1-7): Os corações foram perfundidos com o antagonista 

do receptor MrgD, D-PRO, (2x10-10 mol/L) juntamente com Ang-(1–7) (2x10-11 mol/L) 

por 30 minutos, seguido de curva dose-reposta de ACh (10-7, 10-6 e 10-5 mol/L) (SHR 

n=5); 

Para cada grupo, foram utilizados ratos normotensos e hipertensos, com 

exceção dos grupos D-PRO e D-PRO+Ang-(1-7), que foram realizados apenas com 

SHR. Todos os procedimentos experimentais seguiram conforme demonstrado na 

Figura 5. 

 

 

Figura 5. Esquema representativo do protocolo experimental de corações isolados. 

 

As doses utilizadas no protocolo acima descrito foram baseadas em trabalhos 

prévios (65,66) e estudos preliminares. 
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3.4. Anéis Isolados de Aorta 

 

Para a obtenção dos vasos, os animais foram heparinizados (400 U.I. de 

heparina) e após 10 minutos, eutanasiados por decapitação. A avaliação da 

reatividade vascular foi realizada utilizando-se a preparação de banho de órgãos 

isolados. A aorta torácica descendente foi retirada e dividida em 4 anéis de 4 mm 

cada, sem tecido adiposo e conectivo. Os anéis foram montados em solução de 

Krebs-Henseleit oxigenada (95% O2 + 5% CO2), cuja composição está descrita na 

Tabela 2. Além disso, foram mantidos a uma temperatura de 37 ºC durante todo o 

protocolo e a uma tensão de 1,5g por um período de 1 hora para estabilização da 

preparação. A atividade mecânica foi registrada usando um sistema de aquisição de 

dados (Dataq Instruments, EUA), com frequência amostral de 1000 Hz.  

 

Tabela 2. Composição da solução de Krebs-Henseleit 

COMPOSTO CONCENTRAÇÃO EM mmol/L 

NaCl 118,6 

KCl 4,6 

KH2PO4 0,4 

MgSO47H2O 2,4 

CaCl22H2O 3,3 

Dextrose Anidra (Glicose) 11,1 

NaHCO3 24,9 

 

3.4.1. Protocolo 

 

Após um período de estabilização de 1 hora, Ang-(1-7) (2x10-11 mol/L ou 

2x10-10 mol/L) ou veículo foi adicionado nas cubas. Após um período de 15 minutos, 

foi feita uma curva cumulativa dose-resposta de ACh (10-9 a 10-5 mol/L ). 

Para cada grupo, foram utilizados ratos normotensos e hipertensos e os 

procedimentos experimentais seguiram conforme demonstrado na Figura 7. 
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Figura 6. Esquema representativo do protocolo experimental de vaso isolado 

 

As doses utilizadas no protocolo acima descrito foram baseadas em trabalhos 

prévios (65,66) e estudos preliminares do grupo de pesquisa. 

 

3.5. Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média, e 

considerados significativos quando p<0,05. Para as análises estatísticas, utilizou-se 

o programa GraphPad Prism versão 5 para Windows (GraphPad Software, San 

Diego, CA). 

Para as análises dos valores basais, foi utilizado o teste One-way ANOVA 

seguido de múltiplas comparações de Tukey. 

Nos experimentos in vivo, foi utilizada a análise deTwo-way ANOVA, cujos 

fatores de interação considerados para comparação foram as doses de ACh e os 

grupos. Foi realizado o pós-teste de Dunnett para comparações múltiplas das 

injeções de ACh vs. veículo. Já para as análises entre os grupos, foi ulitizado o pós-

teste de Sidak. 

Para as análises dos experimentos de coração isolado, foi utilizado teste Two-

way ANOVA, considerando os mesmos fatores de interação das análises in vivo. Foi 

realizado o pós-teste de Dunnett para comparações múltiplas das injeções de ACh 

vs. veículo, e para as análises entre os grupos, foi ulitizado o pós-teste de Fisher. 

Nas análises de vaso isolado, foi utilizado Two-way ANOVA com pós teste de Tukey. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Avaliação da influência da Ang-(1-7) nos efeitos inotrópicos cardíacos da 

ACh 

 Inicialmente, foi realizada uma avaliação da pressão arterial sistólica (PAS) 

dos ratos Wistar e SHR por meio de pletismografia de cauda. A PAS obtida dos 

animais Wistar foi de 135,3 ± 5,67 mmHg e dos SHR de 174,4 ± 5,25* mmHg. 

Após os animais serem anestesiados, foram obtidos os valores dos 

parâmetros cardiovasculares: Pressão Intraventricular Sistólica (PIVS), dP/dt máx, 

dP/dt mín, PAS, Pressão Arterial Diastólica (PAD) e PAM antes e após a infusão de 

veículo ou dos peptídeos: Ang-(1-7), A-779 ou Ang-(1-7) + A-779. Estes valores 

estão agrupados nos gráficos do Anexo I. Nenhum dos tratamentos alterou os 

parâmetros basais nos ratos Wistar. No entanto, em SHR, o A-779 promoveu uma 

redução na PIVS, PAS, PAD e PAM. Nesta mesma linhagem, a infusão de Ang-(1-7) 

promoveu um aumento na dP/dt mín. 

 Após 30 minutos de infusão com veículo ou com os peptídeos, foi realizada 

uma curva dose-resposta de ACh. Os valores descritos abaixo são referentes aos 

efeitos mais pronunciados da ACh em Wistar (40 ng/Kg) e SHR (80 ng/Kg).  

 Como mostrado na Figura 7, a infusão de Ang-(1-7) atenuou a redução na 

PIVS evocada pela ACh em Wistar e SHR (Wistar: ∆:-12,2 vs. -6,8%, p<0,05; SHR: 

∆:-18,9 vs. -10,5%, p<0,05). A Ang-(1-7) também atenuou o efeito da ACh na 

redução da dP/dt máx (Wistar: ∆:-11,0 vs. -6,3%, p<0,05; SHR: ∆:-19,0 vs. -12,5%, 

p<0,05) e dP/dt mín (Wistar: ∆:-14,4 vs. -6,6%, p<0,05; SHR: ∆:-22,7 vs. -10,9%, 

p<0,05) (Figuras 8 e 9, respectivamente).  

 O co-tratamento dos ratos com o antagonista do receptor Mas, o A-779, 

atenuou o efeito da Ang-(1-7) na redução do efeito inotrópico da ACh (PIVS: Wistar: 

∆:-12,2 vs. -14,6%, p<0,05; SHR: ∆:-18,9 vs. -12,5%, p<0,05), (dP/dt máx: Wistar: ∆:-

11,0 vs. -15,1%, p<0,05; SHR: ∆:-19,0 vs. -15,0%, p<0,05), (dP/dt mín: Wistar: ∆:-

14,4 vs. -22,7%, p<0,05; SHR: ∆:-22,7 vs. -19,5%, p<0,05), (Figuras 7, 8 e 9, 

respectivamente). 
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Figura 7: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na Pressão Intraventricular Sistólica 
em ratos anestesiados (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão 
apresentados como média±erro padrão da média. *P<0,05 vs. veículo, #P<0,05 vs. grupo 
controle, +P<0,05 vs. grupo Ang-(1-7). Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do pós-teste 
de comparações múltiplas de Sidak e Dunnet. 
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Figura 8: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na dP/dt máx em ratos anestesiados 
(A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão apresentados como média±erro 
padrão da média. *P<0,05 vs. veículo, #P<0,05 vs. grupo controle, +P<0,05 vs. grupo Ang-
(1-7). Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de 
Sidak e Dunnet. 
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Figura 9: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na dP/dt mín em ratos anestesiados 

(A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão apresentados como média±erro 
padrão da média. *P<0,05 vs. veículo, #P<0,05 vs. grupo controle, +P<0,05 vs. grupo Ang-
(1-7). Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de 
Sidak e Dunnet. 
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 De forma diferente, a infusão de Ang-(1-7) e a inibição do receptor Mas não 

alteraram o efeito da ACh na redução da PAS e PAD em ratos Wistar e SHR 

(Figuras 10 e 11). 

 
Figura 10: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na Pressão Arterial Sistólica em ratos 
anestesiados (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão apresentados como 
média±erro padrão da média. *P<0,05 vs. veículo. Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do 

pós-teste de comparações múltiplas de Sidak e Dunnet. 
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Figura 11: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na Pressão Arterial Diastólica em 
ratos anestesiados (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão apresentados 
como média±erro padrão da média. *P<0,05 vs. veículo. Foi utilizado Two-way ANOVA 
seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Sidak e Dunnet. 
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Figura 12: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na Pressão Arterial Média em ratos 
anestesiados (A) Wistar e (B) SHR. Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na Pressão 
Arterial Média em ratos anestesiados (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados 
estão apresentados como média±erro padrão da média. *P<0,05 vs. veículo. Foi utilizado 
Two-way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Sidak e Dunnet. 
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 Uma vez que os resultados obtidos nos experimentos in vivo levaram a 

alterações apenas nos parâmetros de contratilidade, sem alterações na PA, foram 

feitos experimentos de coração isolado, de acordo com a técnica de Langendorf com 

pressão constante. Nestes experimentos, foi avaliada a influência da Ang-(1-7) nos 

efeitos colinérgicos cardíacos sem a interferência dos sistemas neuro-humorais de 

regulação da função cardíaca. No Anexo I, estão representados os valores basais 

dos parâmetros avaliados nos experimentos de coração isolado. 

 Os efeitos descritos abaixo são referentes às respostas obtidas na 

concentração de 10-5 mol/L de ACh. 

   A Ang-(1-7) também foi capaz de atenuar o efeito da ACh nos corações 

isolados de Wistar e SHR, evocando uma redução na PIVS (Wistar: ∆:-46,1 vs. -

19,8%, p<0,05; SHR: ∆:-50,6 vs. -29,4%, p<0,05), dP/dt máx (Wistar: ∆:-53,9 vs. -

24,9%, p<0,05; SHR: ∆:-56,2 vs. -38,8%, p<0,05) e dP/dt mín (Wistar: ∆:-58,4 vs. -

30,3%, p<0,05; SHR: ∆:-60,2 vs. -39,0%, p<0,05) (Figuras 12, 13 e 14). 

 Na presença do antagonista do receptor Mas, o A-779, houve um bloqueio 

dos efeitos da Ang-(1-7) nos corações isolados de Wistar, mas nos SHR este efeito 

foi diferente. Além disso, de uma forma bastante interessante, a infusão de apenas 

A-779 potencializou os efeitos cardíacos nas concentrações mais baixas de ACh (10-

7 e 10-6 mol/L). 

 Recentemente, foi mostrado que a Ang-(1-7) pode-se ligar ao receptor MrgD 

(67). Dessa forma, nós investigamos se os efeitos da Ang-(1-7) nos corações de 

SHR poderiam ser mediados pela ativação do receptor MrgD. No entanto, a 

perfusão dos corações com o D-PRO, um antagonista do receptor MrgD, não foi 

capaz de alterar a influência da Ang-(1-7) nos efeitos colinérgicos nos corações de 

SHR (Figuras 12, 13 e 14, Painel B). 
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Figura 13: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na Pressão Intraventricular Sistólica 

em corações isolados de (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão 
apresentados como média±erro padrão da média. *P<0,05 vs. veículo, #P<0,05 vs. grupo 
controle, +P<0,05 vs. grupo Ang-(1-7). Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do pós-teste 
de comparações múltiplas de Sidak e Tukey. 
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Figura 14: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na dP/dt máx em corações isolados 
de (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão apresentados como média±erro 
padrão da média. *P<0,05 vs. veículo, #P<0,05 vs. grupo controle, +P<0,05 vs. grupo Ang-
(1-7). Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de 

Sidak e Tukey. 
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Figura 15: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh na dP/dt mín em corações isolados 
de (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão apresentados como média±erro 
padrão da média. *P<0,05 vs. veículo, #P<0,05 vs. grupo controle, +P<0,05 vs. grupo Ang-
(1-7). Foi utilizado Two-way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de 
Sidak e Tukey. 

 

Para avaliar se as influências da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh seriam 

específicos do coração, foi testada uma possível ação da Ang-(1-7) na reatividade 

vascular de anéis de aorta. A Figura 15 mostra que a Ang-(1-7) (2x10-11 mol/L ou 
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2x10-10 mol/L) não foi capaz de alterar o vasorrelaxamento induzido pela ACh nas 

aortas de Wistar e SHR. No entanto, a Ang-(1-7) atenuou o vasorrelaxamento em 

resposta à ACh na aorta de SHR (∆:-79,5 vs. -57,2%, p<0,05). 

 

 

Figura 16: Influência da Ang-(1-7) nos efeitos da ACh no vasorrelaxamento de anéis 
isoladoas de aorta em ratos (A) Wistar e (B) SHR. ACh: Acetilcolina. Os dados estão 
apresentados como média±erro padrão da média. *P<0,05 vs. veículo. Foi utilizado Two-way 
ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Tukey. 
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4.2. Resumo dos Resultados 

 
Tabela 3. Resumo esquemático mostrando os resultados dos experimentos in vivo 
com Wistar 

 Controle Ang-(1-7) A-779 Ang-(1-7)+A-779 

PIVS (mmHg) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

dP/dt máx (mmHg/s) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

dP/dt min (mmHg/s) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

PAS (mmHg) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

PAD (mmHg) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

PAM (mmHg) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

PIVS, Pressão Intraventricular Sistólica; PAS, Pressão Arterial Sistólica; PAD, Pressão 
Arterial Diastólica; PAM, Pressão Arterial Média. ↓: Redução em resposta à injeção de ACh. 

 

Tabela 4. Resumo esquemático mostrando os resultados dos experimentos in vivo 
com SHR 

 Controle Ang-(1-7) A-779 Ang-(1-7)+A-779 

PIVS (mmHg) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

dP/dt máx. 
(mmHg/s) 

↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

dP/dt min. 
(mmHg/s) 

↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

PAS (mmHg) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

PAD (mmHg) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

PAM (mmHg) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

PIVS, Pressão Intraventricular Sistólica; PAS, Pressão Arterial Sistólica; PAD, Pressão 

Arterial Diastólica; PAM, Pressão Arterial Média. ↓: Redução em resposta à injeção de ACh.
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Tabela 5. Resumo esquemático mostrando os resultados dos experimentos de 
coração isolado com Wistar 

 Controle Ang-(1-7) A-779 Ang-(1-7)+A-779 

PIVS (mmHg) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

dP/dt máx. (mmHg/s) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

dP/dt min. (mmHg/s) ↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

PIVS, Pressão Intraventricular Sistólica. ↓: Redução em resposta à ACh. 

 

Tabela 6. Resumo esquemático mostrando os resultados dos experimentos de 
coração isolado com SHR 

 Controle Ang-(1-7) A-779 
Ang-(1-7) 

+ 
A-779 

D-PRO 
D-PRO 

+ 
Ang-(1-7) 

PIVS 
(mmHg) 

↓↓ ↓ ↓↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓ 

dP/dt máx 
(mmHg/s) 

↓↓ ↓ ↓↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓ 

dP/dt min 
(mmHg/s) 

↓↓ ↓ ↓↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓ 

PIVS, Pressão Intraventricular Sistólica. ↓: Redução em resposta à ACh. 

 

Tabela 7. Resumo esquemático mostrando os resultados dos experimentos de vaso 
isolado com Wistar 

 Controle 
Ang-(1-7) 

(2x10-11 mol/L) 

Ang-(1-7) 

(2x10-10 mol/L) 

Vasorrelaxamento ↓↓ ↓↓ ↓↓ 

↓: Redução em resposta à ACh. 

 

 

Tabela 8. Resumo esquemático mostrando os resultados dos experimentos de vaso 
isolado com SHR 

 Controle 
Ang-(1-7) 

(2x10-11 mol/L) 

Ang-(1-7) 

(2x10-10 mol/L) 

Vasorrelaxamento ↓↓ ↓↓ ↓ 

↓: Redução em resposta à ACh. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Os principais achados deste estudo foram: (i) a Ang-(1-7) atenua a resposta 

inotrópica negativa provocada pela ACh em animais normotensos e hipertensos; (ii) 

a atenuação dos efeitos colinérgicos pela Ang-(1-7) foi bloqueada pelo antagonista 

do receptor Mas em Wistar; (iii) a Ang-(1-7) também foi capaz de atenuar o efeito 

inotrópico da ACh em corações isolados de Wistar e SHR; e (iv) os mecanismos 

envolvidos nesta resposta parecem ser diferentes entre ratos normotensos e 

hipertensos. 

Inicialmente, observamos que a Ang-(1-7) não alterou os parâmetros 

cardiovasculares basais em ratos Wistar. Em animais normotensos, a Ang-(1-7) é 

capaz de evocar alterações no fluxo sanguíneo regional, com o aumento da 

condutância vascular nos leitos mesentérico, cerebral, cutâneo e renal (68). No 

entanto, este efeito pode ocorrer juntamente com um aumento do débito cardíaco e 

com redução na resistência periférica total, fazendo que juntos, estes ajustes não 

provoquem alterações substanciais na PA (68). 

Por outro lado, diversos estudos têm mostrado que a Ang-(1-7) exerce efeitos 

importantes sobre o sistema cardiovascular, podendo atuar no controle da PA em 

condições de hipertensão (69,70). Benter e colaboradores foram os primeiros a 

descrever os efeitos anti-hipertensivos da Ang-(1-7), mostrando que a infusão deste 

peptídeo leva a uma redução significativa dos níveis plasmáticos de vasopressina, 

com consequente queda na PAS de animais SHR (69). Neste estudo, observamos 

que a infusão de Ang-(1-7) provocou um aumento na dP/dt mín em SHR antes do 

início da curva de ACh. Por outro lado, o A-779 induziu uma redução na PIVS. Já foi 

demonstrado que a Ang-(1-7) via receptor Mas é capaz de modular o transiente de 

Ca2+ no coração, o que pode resultar na melhora da contratilidade e do o 

relaxamento do músculo ventricular (71). Este achado está de acordo com diversos 

trabalhos prévios que demonstram efeitos benéficos da Ang-(1-7) melhorando a 

disfunção cardíaca em diferentes modelos experimentais (40,72,73). De forma 

inesperada, a infusão com A-779 também reduziu os níveis da PAS, PAD e PAM de 

SHR. Já se sabe que a Ang-(1-7) apresenta efeitos anti-hipertensivos em ratos SHR 

(69). No entanto, a redução da PA causada pelo A-779 pode ser decorrente da 

redução na PIVS e consequência de ajustes no débito cardíaco.  
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Os valores basais da PA dos animais SHR anestesiados apresentaram-se 

mais baixos do que os observados pela pletismografia de cauda. Este efeito pode 

ser uma consequência do uso do anestésico uretano, que apresenta como uma 

desvantagem o fato de atenuar a contribuição simpática para o controle da PA. 

Bencze e colaboradores em 2013, ao analisar quatro diferentes classes de 

anestésicos, mostraram esta redução da PA em SHR anestesiados com uretano 

(74). Por outro lado, a redução dos níveis pressóricos dos animais hipertensos, que 

atingiu níveis semelhantes aos vistos em animais normotensos, permitiu que as 

análises dos parâmetros cardíacos ocorressem de forma independente dos efeitos 

diretos dos níveis aumentados da pressão arterial.  

 Neste estudo, foi mostrado que a Ang-(1-7) é capaz de atenuar os efeitos 

inotrópicos negativos da ACh em ratos normotensos e hipertensos anestesiados, 

como revelado pela PIVS, dP/dt máx e dP/dt mín. A ausência desses efeitos na 

presença concomitante do A-779 em ratos Wistar e SHR indicam o envolvimento do 

receptor Mas. No entanto, a Ang-(1-7) não alterou a resposta à ACh na pressão 

arterial, sugerindo que o efeito inotrópico observado ocorreu de forma independente 

de alterações da pressão arterial. De forma controversa, Faria-Silva e colaboradores 

(2005) demonstraram que a Ang-(1-7) foi capaz de aumentar significativamente o 

efeito hipotensor da ACh em animais normotensos (64). No entanto, é importante 

salientar que há diferenças metodológicas entre o nosso estudo e o citado 

anteriormente, como as doses de acetilcolina que foram administradas e o desenho 

experimental. 

 Vários estudos também têm sugerido que os efeitos cardiovasculares da 

Ang-(1-7) parecem ocorrer de forma independente de ajustes na PA (35,36). Já foi 

mostrado que em concentrações micromolares, a Ang-(1-7) desencadeou um efeito 

inotrópico negativo em coração isolado de coelho, e que esta resposta ocorre por 

meio da ativação do receptor Mas e de forma dependente da liberação de NO (75). 

De acordo com os dados obtidos neste estudo, a Ang-(1-7) provocou uma diferença 

na resposta contrátil, mas não modificou a amplitude da resposta hipotensora à ACh.  

 O SNA também exerce uma influência fundamental no controle do sistema 

cardiovascular. Nos últimos anos, vários estudos têm demonstrado uma modulação 

deste sistema pela Ang-(1-7) (60–63). No entanto, ainda não foi mostrado se a Ang-

(1-7) poderia modular diretamente os efeitos parassimpáticos no coração. Uma vez 

que a atenuação do efeito inotrópico negativo da ACh ocorreu de forma 
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independente de ajustes na PA, hipotetizamos que poderia estar havendo um efeito 

direto sobre a atividade de terminações colinérgicas autonômicas que inervam o 

coração ou diretamente sobre os receptores colinérgicos cardíacos. Assim, a fim de 

avaliar os efeitos cardíacos da Ang-(1-7) ausência de modulação nervosa, foram 

feitos experimentos de coração isolado. Nos corações isolados de ratos 

normotensos e hipertensos, a Ang-(1-7) também foi capaz de atenuar os efeitos 

inotrópicos da ACh, reproduzindo de forma similar o que ocorreu nos experimentos 

in vivo, com efeito no coração. Isso demonstra que a Ang-(1-7) modifica a 

sensibilidade de receptores colinérgicos cardíacos de maneira independente da 

presença/atividade de terminações vagais.  

 Em corações isolados de normotensos, o bloqueio do receptor Mas atenuou o 

efeito da Ang-(1-7), revelando o envolvimento deste receptor nas respostas 

colinérgicas controladas pelos receptores M2 cardíacos. Diferentemente, nos 

corações de SHR, o antagonismo do receptor Mas pelo A-779 não aboliu os efeitos 

da Ang-(1-7), e nos corações que receberam apenas o A-779, houve uma 

potenciação do efeito inotrópico negativo da ACh. Tais resultados sugerem que os 

efeitos da Ang-(1-7) que interferem sobre a atividade colinérgica cardíaca durante 

hipertensão ocorreriam através de mecanismos dependentes de outras vias, além 

daquelas controladas pela ativação do receptor Mas. Sabe-se que na hipertensão 

essencial, ocorre uma desregulação autonômica, levando a uma predominância dos 

efeitos simpáticos com consequente aumento da liberação adrenérgica, de tal forma 

que esta hiperatividade simpática geralmente é acompanhada por uma 

descompensação do controle vagal no coração (13). Além disso, o desbalanço 

adrenérgico também pode participar do desenvolvimento de danos aos órgãos alvo, 

levando a várias complicações relacionadas à hipertensão (11). Assim, tal 

desbalanço autonômico poderia provocando estes efeitos diferentes entre as 

linhagens. Uma hipótese adicional que não pode ser descartada é a participação de 

diferentes receptores. Recentemente, Tetzner et al. (2016) mostraram que a Ang-(1-

7) também pode-se ligar ao receptor MrgD (67). Diante disto, nós avaliamos se este 

receptor poderia estar envolvido no efeito da Ang-(1-7) em atenuar a ação da ACh 

nos corações de SHR. Entretanto, o antagonista do receptor MrgD, o D-PRO, 

também não foi capaz de bloquear o efeito da Ang-(1-7) nos corações de SHR, 

mostrando então que este receptor não está envolvido nos efeitos que foram 

observados. Assim, outra possibilidade que pode ser levantada é de que a influência 
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da Ang-(1-7) sobre os efeitos da ACh em SHR poderia receber a contribuição de 

outros receptores angiotensinérgicos. No entanto, experimentos complementares 

são necessários para avaliar esta hipótese. 

Observamos que a Ang-(1-7) atenua os efeitos colinérgicos cardíacos de 

forma dependente da ativação do receptor Mas. De acordo com um estudo de Dias-

Peixoto et al. (2008), a Ang-(1-7) liga-se ao receptor Mas e ativa a via da PI3-K/Akt, 

resultando na ativação da síntese e geração de NO, envolvendo também a geração 

de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) (43). Além disso, sabe-se que o NO 

modula alguns componentes do acoplamento excitação-contração (44) e a ACh inibi 

a PKA, que exerce um importante papel na regulação de todos os elementos 

envolvidos no processo de contração. Dessa forma, pode-se sugerir que há uma 

interação entre as vias intracelulares ativadas pelos receptores M2 e Mas, podendo 

alterar a dinâmica do cálcio, levando a alterações na resposta contrátil à ACh. No 

entanto, outros experimentos serão necessários para confirmar esta hipótese. Além 

disso, também não pode ser descartada a possibilidade de que esteja ocorrendo 

algum tipo de interação física entre os receptores angiotensinérgicos. Sabe-se que 

os receptores acoplados à proteína G são capazes de formar heterodímeros, e esta 

interação física pode alterar tanto a sua função, como os efeitos intracelulares (76). 

Nesse sentido, já foi descrito que o receptor Mas pode formar heterodímeros com os 

receptores AT1 (77) e AT2 (78). Assim, pode-se hipotetizar que uma 

heterodimerização entre os receptores M2 e Mas expressos no coração pode 

modular a sensibilidade destes receptores muscarínicos em resposta à ACh. 

 Para avaliar se os efeitos da Ang-(1-7) na modulação da atividade 

muscarínica seriam limitados ao coração, sem o envolvimento de ajustes vasculares, 

foram feitos experimentos com anéis de aorta isolados. Na presença da Ang-(1-7), o 

vasorrelaxamento da aorta promovido pela ACh não foi alterado em ratos 

normotensos. Entretanto, na sua maior dose, este peptídeo foi capaz de atenuar o 

relaxamento evocado pela ACh na aorta de SHR, sugerindo que a alteração na 

responsividade de receptores colinérgicos na presença da Ang-(1-7) não se limita ao 

leito cardíaco. Sabe-se que a hipertensão leva a vários danos nos órgãos alvo e 

promove uma disfunção vascular, e uma das conseqüências destes danos é a 

redução na expressão de receptor Mas, o que pode justificar a diferença no 

vasorelaxamento da aorta entre os grupos (79). Além disso, não se pode descartar a 

hipótese de que nestas condições, outros receptores estariam envolvidos nos efeitos 
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da Ang-(1-7). Dessa forma, estes dados demonstram que na hipertensão, a Ang-(1-

7) pode modular a sensibilidade colinérgica em outros locais além do coração, 

provavelmente devido aos danos vasculares e disfunção endotelial causados pela 

hipertensão. 

 Apesar dos nossos dados mostrarem que a Ang-(1-7) foi capaz de modular os 

efeitos da ACh diretamente no coração, não podemos descartar as possibilidades de 

que a Ang-(1-7) poderia atuar: i) ao nível de núcleos pré-motores simpáticos e 

parassimpáticos; ii) ao nível dos gânglios do SNS e SNP, modulando a intensidade 

do efluxo de estímulos para terminações pós-ganglionares; iii) nas placas motoras 

compostas pelas terminações axonais pós-ganglionares autonômicas e os órgãos 

alvo (coração e leitos vasculares). A Ang-(1-7) influencia os níveis pressóricos 

agindo tanto de forma direta no coração e vasos sanguíneos, quanto em algumas 

áreas do SNC, incluindo os núcleos responsáveis pelo controle do SNA. Já é bem 

estabelecido que a Ang-(1-7) também atua na modulação do barorreflexo, e 

dependendo da área central específica ativada, este peptídeo pode levar a um 

aumento ou redução da PA. Este efeito ocorre principalmente devido a um aumento 

do componente bradicárdico do controle da FC, tanto em animais normotensos, 

quanto em hipertensos (51,53). Já foi mostrado que infusões crônicas de Ang-(1-7) 

no SNC atenuaram o aumento na PA em vários modelos de hipertensão (51). 

Sabendo disso, não pode ser descartada a hipótese de que a Ang-(1-7) também 

pode estar atuando na modulação de núcleos do SNC que são responsáveis pelo 

controle do sistema cardiovascular. Nesse sentido, há a necessidade de realizar 

experimentos adicionais com o intuito de testar essas múltiplas hipóteses e revelar 

se a Ang-(1-7) central provocaria efeitos similares aos desencadeados pela sua 

administração periférica. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que: 

 

 A Ang-(1-7) atenua os efeitos inotrópicos negativos mediados pela ACh;  

 Tal efeito é resultado da ativação do receptor Mas, uma vez que o seu 

bloqueio aboliu os efeitos da Ang-(1-7) em Wistar e parcialmente em SHR; 

 A Ang-(1-7) modula os efeitos colinérgicos cardíacos, mas não promove 

alterações na resposta pressora à ACh; 

 Os animais hipertensos apresentaram respostas diferentes dos normotensos 

tanto nos experimentos in vivo quanto nos ex vivo de coração e vaso isolado. 

 

Sendo assim, nossos resultados demonstram que a via Ang-(1-7)/receptor 

Mas é capaz de interagir com os receptores muscarínicos presentes no coração, 

levando a uma atenuação dos efeitos inotrópicos evocados pela ACh. Tal efeito da 

Ang-(1-7) não influencia as respostas da ACh na pressão arterial. No entanto, as 

respostas entre ratos normotensos e hipertensos são diferentes, mas os 

mecanismos pelos quais isto ocorre ainda precisam ser estudados. 
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8. ANEXOS 
ANEXO I. Valores nos parâmetros basais antes e após a infusão de veículo ou 
peptídeos. 

 
Figura 17: Valores de Pressão Intraventricular Sistólica de (A) Wistar e (B) SHR antes e 
após a infusão de veículo e peptídeos. Os dados estão apresentados como média ± erro 
padrão da média. Foi utilizado o teste t pareado, sendo considerado significativo quando 
*P<0.05 vs. antes da infusão. 

 

Figura 18: Valores de dP/dt máx de (A) Wistar e (B) SHR antes e após a infusão de veículo 
e peptídeos. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Foi 
utilizado o teste t pareado, sendo considerado significativo quando *P<0.05 vs. antes da 
infusão. 
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Figura 19: Valores de dP/dt mín de (A) Wistar e (B) SHR antes e após a infusão de veículo 
e peptídeos. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Foi 
utilizado o teste t pareado, sendo considerado significativo quando *P<0.05 vs. antes da 
infusão. 

 

Figura 20: Valores de Pressão Arterial Sistólica de (A) Wistar e (B) SHR antes e após a 
infusão de veículo e peptídeos. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da 
média. Foi utilizado o teste t pareado, sendo considerado significativo quando *P<0.05 vs. 
antes da infusão. 
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Figura 21: Valores de Pressão Arterial Diastólica de (A) Wistar e (B) SHR antes e após a 
infusão de veículo e peptídeos. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da 
média. Foi utilizado o teste t pareado, sendo considerado significativo quando *P<0.05 vs. 
antes da infusão. 

 

Figura 22: Valores de Pressão Arterial Média de (A) Wistar e (B) SHR antes e após a 
infusão de veículo e peptídeos. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da 
média. Foi utilizado o teste t pareado, sendo considerado significativo quando *P<0.05 vs. 
antes da infusão. 


