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ODQ na contratilidade cardiaca em coragdes isolados de ratos.
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Figura 21 — Efeitos da Ang Il na presenca de PD123319 na
contratiidade cardiaca em coracbes isolados de ratos. (A)
Pressao Intraventricular Sistélica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
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RESUMO

Embora a Angiotensina-(1-7) e Angiotensina |l sejam considerados
importantes peptideos para regulagao do sistema cardiovascular, seus efeitos
sobre a contratiidade cardiaca ainda nao estdo totalmente elucidados.
Diversos estudos, utilizando diferentes preparagcdes, tém demonstrado que a
Ang Il e a Ang-(1-7) promovem efeito inotrépico positivo, negativo ou nenhum
efeito inotropico. Diante disso, o objetivo deste estudo foi ampliar os
conhecimentos sobre os efeitos da Ang Il e Ang-(1-7) no controle da
contratiidade ventricular e fungcdo vascular coronariana. Além disso,
avaliaremos o envolvimento dos receptores envolvidos nestes efeitos e os
possiveis mecanismos de acdo. Os efeitos in vivo da Ang-(1-7) e Ang Il na
contratilidade cardiaca foram avaliados em ratos anestesiados com uretana
através da canulacado intraventricular esquerda. A infusdo de Ang-(1-7) 4
nmol/L e Ang Il 40 nmol/L promoveram inotropismo negativo em corag¢bes de
ratos anestesiados. Nenhum dos peptideos foram capazes de alterar a pressao
arterial e frequéncia cardiaca em ratos anestesiados. Os efeitos diretos da Ang-
(1-7) e Ang Il na contratilidade cardiaca foram avaliados em coracdes isolados
de ratos. Apds o periodo basal (30-40 minutos), os coragdes foram perfundidos
durante 15 minutos com Ang-(1-7) ou Ang Il na concentragdo de 20 pmol/L na
presenca ou auséncia de antagonista do receptor Mas A-779 (2 nmol/L),
antagonista do receptor AT2 PD123319 (2 nmol/L), antagonista do receptor
AT1 Losartan (1umol/L), antagonista do receptor MrgD D-PRO (2
nmol/L),inibidor da enzima ECA2 DX600 (2nmol/L), inibidor de Oxido nitrico
sintase (NOS) L-Name (10 nmol/L), inibidor de Guanilato Ciclase (GC) ODQ
(200 nmol/L) e inibidor de Adenilato Ciclase (AC) MDL 12,330A (1umol/L).
Concentragdes picomolares de Ang-(1-7) e Ang Il reduziram a presséo
intraventricular sistélica (PI1S). O A-779 nao bloqueou os efeitos da Ang-(1-7) ou
Ang Il. PD123319 e Losartan inibiram somente o efeito inotrépico da Ang-(1-7).
Por outro lado, D-PRO foi capaz de bloquear o efeito inotrépico de ambos os
peptideos angiotensinérgicos. Além disso, L-Name, ODQ e MDL 12,330A
bloquearam apenas o efeito inotrépico da Ang-(1-7). Semelhantemente, baixas

concentragdes de Ang-(1-7) e Ang Il induziram vasodilatacao coronariana. O A-
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779, D-PRO, L-Name, MDL 12,330A bloquearam a vasodilata¢ao induzida por
Ang-(1-7) e Ang Il. O DX600 bloqueou a vasodilatacao coronariana induzida
por Ang Il. PD 123319, Losartan e ODQ inibiram apenas a vasodilatagéao
coronariana induzida por Ang-(1-7). Além disso, o bloqueio farmacolédgico e o
silenciamento génico do receptor AT1 em células endoteliais humanas
estimuladas com Ang-(1-7) reduziram a fosforilagado de AKT promovida por este
peptideo. Esses resultados demonstram que Ang-(1-7) e Ang Il, em
concentragdes picomolares induzem significante e similar efeito inotrépico
negativo e vasodilatagdo coronariana, envolvendo complexos mecanismos de

interacao entre os receptores.

Palavras-Chave: Angiotensina-(1-7), Angiotensina II, Contratilidade Cardiaca,

Vasomotricidade Coronariana, Receptores Angiotensinérgicos.
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ABSTRACT

Despite Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] and Angiotensin |l (Ang Il) be
considered important regulators of the cardiovascular system, its direct effects
on cardiac contractility remain unclear and even controversial. Several studies,
using different preparations, have showed that Ang-(1-7) or Ang Il produce
positive, negative or no inotropic effects. Thus, the aim of this study was to
increase the knowledge about the effect of the low concentration of Ang-(1-7)
and Ang Il on cardiac contractility, coronary vascular function and the possible
receptors and mechanisms of action involved in these effects. The in vivo
effects of Ang-(1-7) and Ang Il on cardiac contractility were evaluated in
anesthetized rats. The Ang-(1-7) 4 nmol/L and Ang Il 40 nmol/L caused
negative inotropism in anesthetized rats. None of the peptides were able to
change heart rate or arterial blood pressure in anesthetized rats. The direct
effects of the Ang-(1-7) and Ang Il on cardiac contractility were evaluated in
isolated perfused rat hearts. After a basal period (30-40 minutes), the hearts
were perfused for an additional 15 min with Ang-(1-7) and Ang Il (20 pmol/L) in
presence or absence of Mas receptor antagonist A-779 (2 nmol/L), AT2
receptor antagonist PD1233190 (2 nmol/L), AT1 receptor antagonist Losartan
(1pmol/L), MrgD receptor antagonist D-PRO (2 nmol/L), ACEZ2 inhibitor DX600
(2nmol/L), Nitric Oxide synthase (NOS) inhibitor L-Name (10 nmol/L), Guanylyl
cyclase (GC) inhibitor ODQ (200 nmol/L) and Adenylyl cyclase (AC) inhibitor
MDL 12,330A (1umol/L). Low concentrations of Ang-(1-7) and Ang Il reduced
the left ventricular end-systolic pressure (LVESP). The A-779 did not blocked
the effect of Ang-(1-7) or Ang Il. PD123319 and Losartan inhibited the Ang-(1-7)
but not Ang ll-induced negative inotropic effects. On the other hand, D-PRO
was able to block the negative inotropic effect of the Ang Il and Ang-(1-7).
Furthermore, L-Name, ODQ and MDL 12,330A inhibited the Ang-(1-7) but not
Ang ll-induced negative inotropic effects. Similarly, low concentrations of Ang-
(1-7) and Ang ll-induced coronary vasodilatation. The A-779, D-PRO, L-Name,
MDL 12,330A blocked the effect of Ang-(1-7) or Ang Il. The DX600 blocked the
vasodilatation induced by Ang II. PD123319, Losartan and ODQ inhibited the

Ang-(1-7) but not Ang ll-induced coronary vasodilatation. In addiction, the
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pharmacological blocked and gene silencing of AT1 receptor in endothelial
human cells stimulated with Ang-(1-7) decreased AKT phosphorilation induced
by Ang-(1-7). These data demonstrate that Ang-(1-7) and Ang IlI, at picomolar
concentrations, induce significant and similar negative inotropic and coronary
vasodilatation effects involving complex interaction mechanisms between many

different receptors, altering intracellular signaling and their constitutive activity.

Keywords: Angiotensin-(1-7), Angiotensin I, Cardiac Contractility, Coronary

Vasomotricity.
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1. INTRODUCAO

O coracdao é o o6rgao central do sistema cardiovascular. Formado
principalmente por células musculares contrateis denominadas miécitos ou
cardiomiécitos, esse 6rgdo € o grande responsavel por manter o fluxo sanguineo
para as mais variadas células do corpo humano. Para que sua tarefa seja realizada
de forma eficaz € necessaria uma complexa e organizada rede de controle da
funcdo cardiaca. Para isso, esse 6rgdo conta com importantes propriedades
cardiacas como, automatismo, condutividade, excitabilidade e contratilidade, o que o
tornam um 6rgao singular e fundamental para o funcionamento de todos os tecidos

do corpo (1).

Alteracbes nos mecanismos contrateis estdo diretamente relacionadas a
diversas patologias cardiovasculares como a hipertensado arterial, infarto do
miocardio e insuficiéncia cardiaca. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), as doencgas cardiovasculares sao responsaveis por 17 milhdes ou 30% das
mortes no mundo (2). Levantamento realizado em 2013 no Brasil pelo Ministério da
Saude apontou que as doencgas cardiovasculares foram as principais causas de

morte entre homens e mulheres em todas as regiées do pais (2).

Parte das estratégias adotadas hoje na pratica clinica para o tratamento de
doencas cardiovasculares envolve a utilizacdo de drogas atuantes sobre o Sistema
Renina Angiotensina (SRA) (3). Neste contexto, a elucidagdo dos complexos efeitos
da Angiotensina Il (Ang Il) e Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], os principais peptideos
biologicamente ativos deste sistema, sobre a funcdo cardiaca e vasomotricidade
coronariana pode colaborar para um melhor entendimento de mecanismos
fisiopatologicos de algumas disfungdes cardiacas e consequentemente auxiliar no

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
1.1. Funcao Cardiaca
1.1.1. Contratilidade Cardiaca

Em coragbes normais, a contragdo do musculo cardiaco € produzida através
do acoplamento excitacdo contragdo, envolvendo a interagdo de numerosas
proteinas celulares produzindo alteragées na homeostasia do ion Calcio (Ca®*) (4).

O evento contratil do coragao inicia-se com a despolarizacdo da membrana, que
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ocorre por estimulo elétrico ou quimico, desencadeando alteragées conformacionais
que abrem os canais para Cca* dependentes de voltagem, possibilitando assim que
o Ca*" se difunda rapidamente para o meio intracelular do cardiomidcito (5). Esse
influxo de Ca®*, principalmente através dos canais de Ca®* do tipo L na superficie da
membrana, ativa os canais de rianodina (RyR) presentes na membrana do reticulo
sarcoplasmatico (RS) promovendo uma liberagdo macica de Ca®'para o citosol a
partir do RS (5,6). Esse mecanismo foi identificado e ficou conhecido como liberagao

de Ca?" induzida por Ca*".

A principal funcdo do RS é sequestrar e liberar o Ca?* para o citoplasma. As
extremidades do RS se localizam proximas aos tubulos T, o que permite uma
simultanea ativagdo dos canais de Ca®" localizados na superficie e em regiées mais
profundas das células. Essa organizacao possibilita uma distribuicao regular de ions
Ca** no citoplasma do midcito cardiaco (7). A Figura 1 ilustra o transiente de Ca®*

durante o acoplamento excitagao-contragao.

Para que a contracdo do miocardio ocorra € necessario que haja uma
interacdo entre as proteinas contrateis, representadas pelos filamentos finos de
actina e filamentos grossos de miosina, proteinas regulatérias, como troponina e
tropomiosina, e os ions Ca?*(8). Em repouso, a proteina tropomiosina, bloqueia os
sitios de interagdo entre a actina e a miosina, quando as moléculas de miosina
encontram-se energizadas com ATP, ou seja, preparadas para a interacdo com a
miosina (9). Com o aumento do Ca?* intracelular, ocorre a ligagao desse ion a outra
proteina, a troponina C, promovendo alteragdes conformacionais no complexo
troponina-tropomiosina, permitindo que a tropomiosina exponha os sitios de ligacao
da miosina nos filamentos de actina, gerando a contragdo da célula muscular

cardiaca (9).
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Figura 1 - llustracdo do transiente de Ca # durante o acoplamento-excitacdo contracdo. A
despolarizacdo da membrana plasmatica da célula cardiaca promove alteragées conformacionais dos
canais de caIC|o (Ca ") do tipo L, aumentado o influxo desse ion para o meio intracelular. Essa
entrada de Ca®" ativa a liberacdo de mais ca” pelo Reticulo Sarcoplasmatico (RS) através dos
receptores de Rlanodma (RyR) presentes na membrana do RS, aumentando ainda mais a
concentragdo de Ca intracelular. A redugdo da concetracao intracelular de Ca** ocorre atraves dos
trocadores Na*-Ca”* presentes na membrana da célula (Na-CaX) e pela recaptacdo de Ca®" para
dentro do RS. PLB fosfolambam; TnC Troponina C [Adaptado de BERS DM, 2000 (6)].

Durante o relaxamento muscular, dois principais mecanismos estao
envolvidos na remocdo de Ca?* no citoplasma do midcito cardiaco. O Ca**
bombeado de volta ao RS através da bomba Ca®" - ATPase, denominada SERCA
(sarcoendoplasmic reticulum Ca®* ATPase). A atividade da SERCA é regulada
principalmente pela fosfolambam, uma proteina presente na membrana do RS que,
enquanto desfosforilada, inibe a atividade da SERCA e consequentemente, a
recaptacdo de Ca®" para o RS é interrompida (9). Além disso, parte do Ca®'
removida do citosol através do trocador Na*/Ca®* que transporta trés ions Na* para o
meio intracelular em troca de um ion Ca*" para o meio extracelular, gerando um
gradiente eletro-quimico(4). Esses dois mecanismos contribuem em 70% e 25%

respectivamente, para o relaxamento cardiaco(10).Porém, a participacao da SERCA
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na recaptacdo de Ca®'é em torno de 92% em roedores. Assim, a concentragdo de
Ca®" sarcoplasmatico pode ser considerada um dos principais determinantes da

forca de contragao cardiaca (inotropismo) (8).

Para avaliar possiveis fatores modificadores do inotropismo cardiaco, alguns
parametros ventriculares como, pressao intraventricular sistélica e suas derivadas,
dP/dt maxima e minima sdao comumente utilizados, inclusive em preparagbes de

coragoes isolados.(11,12).

Esses parametros ventriculares s&o influenciados por mecanismos
intrinsecos e/ou extrinsecos. Dentre os mecanismos intrinsecos, destaca-se a
frequéncia cardiaca, pré-carga e pods-carga(13). Ja os mecanismos extrinsecos sao

mediados pelo sistema nervoso autdnomo (SNA) e por fatores humorais (7,13).
1.1.2. Regulagiao Intrinseca da Contratilidade Cardiaca
1.1.2.1. Frequéncia Cardiaca

Descrito por Bowditch em 1871, a frequéncia cardiaca (FC) é capaz de
afetar a contratilidade do coracgéao, efeito esse, mais conhecido como efeito Bowditch
ou efeito Treppe (14). De acordo com essa teoria, em muitas espécies de mamiferos
o aumento da FC promove um aumento da forgca de contragdo cardiaca ou
inotropismo positivo. Numerosos estudos vém tentando elucidar os mecanismos
celulares envolvidos nessa resposta. Acredita-se que esse inotropismo positivo
provocado pelo aumento da FC ocorre devido ao aumento na concentragcao dos ions
Ca®* no citoplasma, provocado pela entrada de Ca®* a cada batimento cardiaco (4),
via canais de Ca** do tipo L (15) e aumento da captacdo de Ca?* pela SERCA de
volta ao RS.

Atualmente, essa afirmagédo tem-se tornado controversa em coragdes de
ratos, camundongos ou outros mamiferos com altas FC fisiolégicas (13). Diversos
estudos tém demonstrado que em FC abaixo dos niveis fisiolégicos induz aumento
(16,17), diminuicado (18) ou nenhum efeito sobre a contratilidade cardiaca (19). Além
disso, em FC elevadas ocorre uma redugéo da for¢ca de contragdo ou inotropismo
negativo, provavelmente induzido por complexos mecanismos celulares, como
reducao da oxigenagcao na fibra muscular cardiaca, alteracdo na afinidade de

proteinas contrateis ao Ca?* e alteragéo no PH intracelular (20-23).
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1.1.2.2. Pré-Carga e Pés-Carga

A relacéo entre o estiramento das fibras cardiacas e a forgca de contragcéao
desenvolvida, € uma questao central no estudo da contratilidade cardiaca, visto que,
a forca maxima desenvolvida pelo coracdo durante uma contracdo é determinada

pelo grau de sobreposicao dos filamentos de miosina e filamentos de actina.

Conceituando, a pré-carga esta relacionada ao grau de estiramento que
fibras contrateis do ventriculo esquerdo sdo submetidas antes da contragcédo (24).
Inicialmente demonstrado pelos fisiologistas Otto Frank e Ernest Starling no final do
século 19 e inicio do século 20, uma propriedade intrinseca dos cardiomiécitos € que
a forca de contracdo depende do comprimento ao qual elas sao estiradas (24-26),
ou seja, quanto maior a distensao das fibras ventriculares (dentro de certos limites),
maior a forga de contragdo. Em reconhecimento ao trabalho dos dois pesquisadores,
essa relacdo € denominada de Mecanismo de Frank-Starling. A pré-carga depende
em grande parte do enchimento ventricular. No entanto, estiramentos adicionais das
fibras musculares cardiacas, reduzem o volume sanguineo ejetado pelo ventriculo
esquerdo (24). Além disso, as mudangas transitérias na pré-carga ventricular
esquerda podem provocar respostas reflexas do Sistema nervoso autdnomo (SNA)

influenciando a contratilidade através da FC (13).

Além da pré-carga, a pds-carga (ou carga pressorica contra a qual o
ventriculo deve atuar para ejetar o sangue durante a contracdo) também pode
desenvolver alteragdes no inotropismo cardiaco. A pos-carga € largamente
dependente da pressao arterial e do tonus vascular (24). Assim, em situacdes de
aumento de resisténcia vascular, a forca de contracdo cardiaca também é
aumentada. Esse inotropismo positivo causado pelo aumento da pés-carga €
conhecido como efeito Anrep (27). Adicionalmente, um aumento de presséo de
perfusdo coronariana leva a aumento do volume microvascular, essa alteragao
promove a abertura de canais iGnicos sensiveis a estiramento, resultando em um
aumento da concentragdo de Ca?* citoplasmatico aumentando a contratilidade
cardiaca, esse efeito independente de pds-carga € conhecido como efeito Gregg

(28,29).
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1.1.3. Regulacao Extrinseca da Contratilidade Cardiaca
1.1.3.1. Sistema Nervoso Auténomo

O SNA Simpatico e Parassimpatico € o componente do sistema nervoso
periférico que controla a contragdo muscular, a atividade visceral e a fungdo das
diversas glandulas do corpo humano (30). Especificamente no coragao, o sistema
nervoso simpatico aumenta a FC e a contratilidade do miocardio, ao contrario do

sistema nervoso parassimpatico, que reduz esses parametros (30,31).

A estimulacao simpatica no coracdo aumenta a for¢ca de contracao das fibras
cardiacas, ou seja, promove efeito inotrépico positivo. Esse efeito pode ser
explicado, devido ao aumento da interagéo entre os filamentos contrateis de actina e
miosina e também devido ao aumento na concentracdo de Ca?* intracelular. No
coracao, a norepinefrina liberada pelos neurdnios pos-ganglionares simpaticos, ou
as catecolaminas circulantes ativam os receptores 31 adrenérgicos, acoplados a
proteina G estimulatéria (Gs), fazendo com que a subunidade as dessa proteina se
dissocie ativando a enzima adenilato ciclase (AC). Essa ativacao é responsavel por
catalizar a conversdao de ATP em adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (30,31).
Esse segundo mensageiro pode ativar inumeras outras vias de sinalizacao, canais
idnicos e enzimas. Entretanto, no sistema cardiovascular o AMPc € responsavel pela
ativacao da proteina quinase A (PKA) (30,31). No cardiomiocito, a PKA é
responsavel por fosforilar uma série de proteinas que podem alterar de alguma
forma a contratilidade cardiaca. Essa proteina quinase fosforila os canais de Ca** do
tipo L, aumentando o influxo de Ca?' para o meio intracelular do cardiomidcito
(30,31). A PKA também aumenta a fosforilagcdo da fosfolambam, aumentando a
recaptagdo de Ca®** pela SERCA, e a fosforilacdo da troponina |, reduzindo a

sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca®*(30,31).

Ao contrario do observado durante uma estimulacado simpatica, o aumento
da estimulagdo parassimpatica diminui a FC. No entanto em situagcées onde a
estimulacao simpatica é baixa, a contratilidade cardiaca nao é afetada pela atividade
parassimpatica, porém em situacdo de aumento da estimulacdo simpatica a
atividade parassimpatica pode reduzir a contratilidade cardiaca (31). Essa reducao
inicia-se com a ligacao de Acetilcolina (ACh) aos receptores muscarinicos,

principalmente o subtipo M2, levando a uma mudanga conformacional na
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subunidade inibitéria da proteina G (Gi) que através da dissociagdo da subunidade
ai inibe a AC. Essa inibicao leva a reducao da formacdo de AMPc, inibindo a
ativacao da PKA, reduzindo o influxo de Ca?" para o citoplasma, levando assim a
reducao da forca de contracao (30,31). Além disso, em células do sistema nodal do
coragdo, a ativagdo do receptor M2 estimula a subunidade Gk da proteina G,
causando aumento do efluxo de K* via canais de K* independente da sinalizagéo de
segundos mensageiros intracelulares (31). A sinalizacao intracelular desencadeada

pela estimulacao simpatica e parassimpatica encontra-se ilustrada da figura 2.

Sarcoémero Caz* : Caz* i

Figura 2 - Resposta celular desencadeada pela estimulagdo simpatica e parassimpatica. Ao se ligar
ao receptor B-adrenérgico (B1) a norepinefrina (NE), ativa proteina G estimulatéria (Gs) que ativa a
enzima adenilato ciclase (AC) aumentando os niveis de AMPc, que por sua vez, ativa a proteina
quinase A (PKA), aumentando o influxo de Ca”" através dos canais de Ca®* do tipo L e aumenta a
recaptacdo de Ca” por aumenta a atividade da SERCA. Diferentemente, a estimulagdo
parassimpatica com Acetilcolina (ACh) via receptores muscarinicos do tipo 2 (M2) ativa a proteina G
inibitoria (Gi) que inibe AC, consequente, reduzindo a concentragao intracelular de Ca®*. Além disso,
a proteina Gk ativa os canais de K* sensiveis a ATP, colaborando ainda mais para o relaxamento das
fiboras do miocardio. PLB fosfolambam; RyR canais de rianodina; RS reticulo sarcoplasmatico
[Adaptado de GORDAN et al., 2015 (30)].
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1.1.3.2. Fatores Humorais

A funcao contratil do coragdo também pode ser influenciada pela acao de
diversos horménios endécrinos. Esses horménios sao liberados pelas glandulas,
adrenal, tiredide e pituitaria, células justaglomerulares presentes no rim e através do
préprio coracao (30). A influéncia humoral no desempenho cardiaco pode ocorrer
por meio de acao direta dos hormdnios sobre as células cardiacas ou através de
respostas secundarias, via SNA ou alteragbes na vasomotricidade arterial e venosa

levando a alteragdes na pré e pés-carga (30).

A epinefrina, produzida nas células cromafins da medula adrenal da glandula
adrenal influencia a contratilidade cardiaca através de sua agéo sobre os receptores
B-adrenérgicos (30). JA4 a endotelina, um potente vasoconstritor, pode afetar a
contratiidade cardiaca através de suas ag¢des vasculares (31), assim como a
vasopressina, que além de acgdes vasculares pode influenciar a contratilidade
cardiaca por sua atividade hidroeletrolitica (30). Na classe dos horménios
produzidos pelo coracao, o peptideo atrial natriurético liberado por miécitos atriais e
o peptideo cerebral natriurético produzido por miocitos ventriculares, possuem agao
cardioprotetora (33). Além disso, o peptideo atrial natriurético potencializa o

inotropismo positivo desencadeado por estimulagcéo adrenérgica (34).

Alguns estudos tém sugerido que alguns peptideos biologicamente ativos do
Sistema Renina Angiotensina (SRA), como a Ang Il (35) e Ang-(1-7) (36), podem

induzir alteragdes fisiologicas significativas sobre a contratilidade cardiaca.

1.2. Circulagao Coronariana

A circulagdo coronariana é um sistema de ramificagbes vasculares, dividido
em artérias e veias epicardicas e vasos intramiocardicos (28). Uma adequada
perfusdo coronariana € fundamental para o bom funcionamento cardiaco. Essa
perfusdo pode ser regulada através de mecanismos neuro-humorais ou

principalmente, pelo mecanismo de autorregulagao (28).
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1.2.1. Autorregulacado e Fatores metabdlicos de controle da

vasomotricidade coronariana

A vasomotricidade coronariana & fortemente determinada pelo mecanismo
de autorregulacao. A autorregulacéo € a capacidade de um 6rgao em regular seu
fluxo sanguineo quando a pressao de perfusao é alterada, nao incluindo a influéncia
neuro-humoral (28,37,38). O musculo cardiaco possui um importante papel na
autorregulagao, pois o fluxo sanguineo coronariano se ajusta ao metabolismo do
musculo cardiaco (37,39), ou seja, em situagdes onde a demanda por nutrientes e
oxigénio € maior, o fluxo sanguineo coronariano também sera maior.Esse rapido
controle do fluxo coronariano, ocorre por alteracées no didmetro das arteriolas
coronarianas, principais vasos responsaveis pela resisténcia vascular (38,40). Essas
alteracdes no didmetro dos vasos ocorrem, em parte, por consequéncia de fatores
dependentes do endotélio vascular, do controle metabdlico, e do musculo cardiaco
(28).

O principal mediador metabdlico liberado pelo endotélio vascular capaz de
alterar a vasomotricidade coronariana é o 6xido nitrico (NO) (28). O NO quando
difundido para o musculo liso vascular desencadeia respostas intracelulares que
levardo a vasodilatagéo coronariana. Além do NO, outros agentes vasodilatadores
podem ser liberados pelo endotélio coronariano, como por exemplo, a prostaciclina e
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF, endothelium-derived
hyperpolarizing factor) (41). Por outro lado, o endotélio também é capaz de produzir
e liberar mediadores vasoconstritores, tais como endotelina e espécies reativas de

oxigénio (41).

Aléem da resposta endotelial, o controle metabdlico pode influenciar a
vasomotricidade coronariana (28,41). Em situacbes de aumento da demanda
metabdlica pelo musculo cardiaco, agentes como adenosina, redugdo da pressao
parcial de oxigénio, aumento da pressdo parcial de dioxido de carbono com
consequentemente reducdo do pH e abertura dos canais de K* sensiveis a ATP
(Katp) sé@o produzidos e liberados pelo proprio musculo no intuito de aumentar o
fluxo sanguineo local (42,43). Sumarizando, quanto maior a demanda metabdlica

tecidual maior o fluxo sanguineo local.
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1.2.2. Mecanismos Neuro-humorais de controle da vasomotricidade

coronariana.

Diversos estudos tém relatado a participagcdo do SNA na regulacao do ténus
vascular coronariano. No geral as catecolaminas podem exercer efeito
vasoconstritor ao ativar receptores a-adrenérgicos ou vasodilatador ativando
receptores B-adrenérgicos (44). No entanto, a presenca de receptores a-
adrenérgicos em coronarias € dependente da espécie estudada. A presenca de
receptores a-adrenérgicos no leito coronariano foi demonstrada em caes (45) e
humanos com cardiopatia (46,47). Ja a expressao de [(-adrenoceptores é similar em
todas as espécies, com presenca dos receptores B1-adrenérgicos na musculatura
lisa e receptores B2-adrenérgicos nas células endoteliais dos vasos coronarianos
(48). Além disso, estudos relatam que o receptor [(2-adrenérgico é

predominantemente expresso em pequenas artérias e arteriolas coronarianas (49).

O sistema nervoso parassimpatico pode influenciar a vasomotricidade
coronariana através da liberacdo do neurotransmissor ACh. A ACh, que atuando
sobre os receptores muscarinicos promove, na maioria dos leitos e das espécies,
vasodilatacao através de mecanismos dependente do endotélio (41) e da liberagao
de NO (50,51). No entanto, o efeito da ACh sobre receptores muscarinicos
coronarianos € dependente da espécie observada. Estudos demonstraram que a
ACh promove vasodilatacdo em coronaria de caes (50,51), a0 passo que esse

mesmo neurotransmissor promove vasoconstricdo em coronarias de porcos (44).

Além da participacao de neurotransmissores simpaticos e parassimpaticos,
diversos estudos tém demonstrado importantes efeitos de peptideos do SRA no
controle da vasomotricidade coronariana. Os efeitos contrateis e coronarianos de

peptideos do SRA estao descritos em detalhes a seguir.

1.3. Sistema Renina Angiotensina

O SRA é um dos principais reguladores fisiol6gicos da presséao arterial e do
equilibrio hidroeletrolitico (52). Além disso, este sistema esta envolvido na

fisiopatologia de inumeras doencas cardiovasculares, incluindo a hipertensao
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arterial, aterosclerose, infarto do miocardio, hipertrofia e insuficiéncia cardiaca e

sindrome metabdlica (53,54).

Os primeiros estudos relacionados ao SRA ocorreram no final do século XIX,
mais precisamente no ano de 1898, quando o fisiologista Robert Tigerstedt e seu
estudante Per Bergman demonstraram que a pressao arterial era lentamente
aumentada em coelhos anestesiados submetidos a infusdo de extratos de rim. A
responsabilidade por esse efeito foi atribuida a uma aspartil protease, a qual os

autores chamaram de renina (55).

Apesar da descoberta da renina ter sido no final do século XIX, somente em
1956 foi descoberto que o produto da acdo da renina era um decapeptideo, ao qual
denominaram de Angiotensina (Ang)l. Posteriormente, foi observado que a
substancia ativa era o octapeptideo, denominado Angiotensina Il (56). No entanto,
somente nos anos 80 e 90, estudos iniciaram os relatos sobre os possiveis

receptores de Ang Il e seus antagonistas (57,58).

A principal via ativadora do SRA se da pela reducédo da perfusao renal e
secrecdo de renina pelas células justaglomerulares. A renina cliva o
angiotensinogénio, uma a-globulina secretada principalmente pelo figado, formando
a Ang |. Esta € convertida em Ang Il, principalmente pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), expressa em abundancia no endotélio vascular dos pulmdes
(3). A Ang Il também pode ser formada a partir da agao de outras enzimas, como a
guimase e a catepsina A sobre a Ang | ou diretamente pela agcao das enzimas tonina
e Catepsina G sobre o angiotensinogénio (59,60). A formacao de Ang Il, através de
outras peptidases, vem sendo referida na literatura como vias alternativas de

geracéao de Ang Il (Figura 3).

A Ang Il desencadeia multiplas acdes fisioldégicas através da ativacao de
dois subtipos de receptores, o receptor do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2) (54,61).
Ambos o0s receptores possuem sete dominios transmembrana pertencentes a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G e aproximadamente 34% de

homologia em suas sequéncias peptidicas (61,62).
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Figura 3 - llustracdo esquematica do Sistema Renina-Angiotensina demonstrando as vias de
formacgéo dos peptideos angiotensinérgicos e seus respectivos receptores. ECA, Enzima Conversora
de Angiotensina; ECA2 Enzima Conversora de Angiotensina 2; NEP, Endopeptidase Neutra; PCP,
Prolil-carboxipeptidase; PEP, Prolilendopeptidase; APA, Aminopeptidase A; APN, Aminopeptidase N;
PCP, Prolilcarboxipeptidase. [Adaptado de SANTOS, RA, 2014(63), LAUTNER et al., 2013 (64),
FERREIRA et al., 2012 (65)].

O receptor AT1 € expresso em diferentes células, como por exemplo, em
células endoteliais e cardiomiécitos (3,66). A ativacdo deste receptor é de
fundamental importancia para a regulacido da pressao arterial e homeostasia dos
fluidos corporais, promovendo agdes vasoconstritoras, proliferacao celular, a sintese
e secrecao de aldosterona e a reabsorgcdo tubular de soédio, dentre outras (67)
(Figura 4). No entanto, a ativagao excessiva e prolongada deste receptor pode levar
ao desenvolvimento de patologias como, a hipertensao arterial, nefropatia diabética

e arritmias cardiacas (68-70).
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Figura 4 - Principais efeitos desencadeados pela ativagéo do receptor AT-1 e AT2 de Ang Il.

O receptor AT2 é altamente expresso em tecidos mesenquimais fetais, tendo
importante participacdo na diferenciacado celular e no desenvolvimento de érgaos.
Apds o nascimento, ocorre um significativo declinio da expressao deste receptor
(71,72). Em tecidos adultos existe uma baixa expressdo de receptor AT2 no
coragdo, vasos coronarianos, rins, cérebro, tecidos reprodutivos e na glandula
adrenal (73,74). Suas acdes fisiolégicas ainda néao foram totalmente esclarecidas,
entretanto ja se sabe que a ativagao deste receptor promove, dentre outros efeitos,
vasodilatacdo, acao antiproliferativa, anti-inflamatéria e anti-hipertréfica (3,75)

(Figura 4).

Esse conceito endécrino do SRA, o qual é dependente da existéncia do
horménio circulante para produzir seus efeitos fisiolégicos, tem sido continuamente
modificado nos ultimos anos. Hoje ja se sabe da existéncia de um SRA local
caracterizado pela presenca e sintese de seus componentes em diversos tecidos,
dentre eles, o coragéo, rins, cérebro, pancreas entre outros. Assim, o0 SRA também
representa um sistema paracrino e intracrino com particularidades especificas que

variam de acordo com o tecido (76).

Nas ultimas décadas, novas enzimas, peptideos e receptores foram
incluidos ao SRA. Esse conceito moderno do SRA, inclui a Angiotensina-(1-7). Os

primeiros estudos relatando a existéncia desse peptideo iniciaram na década de 80.
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Santos et al. (1988) utilizando homogenato de cérebro de caes observaram que a
Ang | radiomarcada era hidrolisada em Ang-(2-8) e Ang-(1-7) e a hidrélise de Ang I
radiomarcada produzia principalmente Ang-(1-7). Além disso, os autores
demonstraram que as rotas para producao de Ang-(1-7) eram independentes de
ECA e Ang Il, sugerindo a participagdo de endopeptidase neutra (NEP) e
prolilendopeptidase para a formagéao da Ang-(1-7) (77).

Logo ap6s a descoberta do peptideo, iniciaram-se os primeiros estudos
demonstrando os efeitos biolégicos da Ang-(1-7) (78,79). Nos anos 2000, dois
grupos de pesquisadores descreveram a principal via de formacao de Ang-(1-7),
através da identificagdo da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) (80,81). A
ECA2 é uma carboxipeptidase que cliva um Unico aminoacido da Ang Il para
produzir a Ang-(1-7) (80,81). Além disso, ela apresenta atividade catalitica sobre a
Ang | formando Ang-(1-9) a qual, sobre acao da ECA e NEP, forma Ang-(1-7). Essa
enzima € mais abundante no endotélio vascular de rim, corag¢ao, hipotalamo e aorta
(82). Recentemente, Domenig et al. (2016) demonstraram em homogenatos de rim,
que a principal via de formacao da Ang-(1-7) em rim de humanos e camundongos, é

através da acao da enzima Neprilisina (NEP) sobre a Ang | (83).

Com o avancgar das pesquisas a Ang-(1-7) passou a ser efetivamente
considerada um importante componente do SRA, pois foram descritas agdes cruciais
no controle das fungdes cardiovasculares, que na maioria das vezes, sao opostas ou
contra-regulatérias as desencadeadas pela Ang Il (84,85), como por exemplo,
vasodilatacao (86-88), efeito antiproliferativo (89), anti-hipertrofico (90) e
antiarritmogénico (91) (Figura 5). Esses efeitos da Ang-(1-7) sdo desencadeados
através da ativacdo do receptor Mas (85), uma proteina com sete dominios
transmembrana acoplado a proteina G e expressa em diversos tecidos, como aorta
(92), coracao (93,94), ovario (95), cérebro, testiculos e rim (96) figado (97) e pulmao
(98).
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Figura 5 - Principais efeitos desencadeados pela ativagcédo do receptor Mas de Ang-(1-7).

Recentemente, novos componentes do SRA foram identificados, como a
Ang A (99), Alamandina e o receptor MrgD (Mas-related G-protein Coupled
Receptor) (64). A Ang A e a Alamandina sao petideos estruturamente e
funcionalmente muito semelhante a Ang Il e Ang-(1-7), respectivamente. Os dois
peptideos se diferem somente na terminagéo N, com a substituicdo da alanina pelo
acido aspartico (100). A Ang A pode se ligar tanto ao receptor AT1 quanto ao
receptor AT2. Ja os efeitos da Alamandina sdo mediados principalmente através da
ativacao do receptor MrgD (64). A formacéao da Alamandina pode ocorrer por duas
vias distintas; (i) pela clivagem de Ang A pela ECAZ2, ou (ii) a partir da Ang-(1-7) por
acao de enzimas que ainda permanecem desconhecidas (64). Essa nova
descoberta do eixo Ang A/Alamandina/MrgD amplia as possibilidades de novas
interacbes dos componentes do SRA (63) (Figura 3). A tabela 1 descreve a

sequéncia de aminoacidos dos principais peptideos do SRA.
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Tabela 1. Sequéncia de aminoacidos dos principais peptideos do SRA

Nome Sequéncia de aminoacidos
Angiotensina ll Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
Angiotensina-(1-7) Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro
Alamandina Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro
Angiotensina A Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

1.3.1. Efeitos Cardiovasculares da Ang Il e Ang-(1-7)

Diversos estudos tém demonstrado que o coragdo e os vasos sanguineos
sdo importantes 6rgaos alvos de ag¢ao da Ang Il e Ang-(1-7) (63,87,101). Embora
diversos efeitos bioldgicos de ambos os peptideos ja serem conhecidos, os efeitos e
mecanismos celulares na contratilidade cardiaca ainda nao sao totalmente
elucidados. Diversos estudos tém demonstrado que a Ang |l promove aumento da
forca de contracdo em midcitos cardiacos, ou seja, efeito inotrdépico positivo
(35,102). Esse efeito pode estar relacionado com a ativacdo de canais de Ca®" do
tipo L via PKC, aumentando o influxo desse ion para o interior dos cardiomiocitos
(102), além disso, a endotelina e as espécies reativas de oxigénio podem influenciar
esse efeito desencadeado pela Ang Il (103). Em contrapartida, a Ang Il em
concentragdes micromolares e nanomolares também pode desencadear resposta
inotropica negativa em cardiomiécitos de ratos (11,104). Esse efeito pode estar
relacionado a ativacado da proteina quinase p38 reduzindo a afinidade do Ca®" aos
miofilamentos contrateis (104).

Diferentemente, estudos tém demonstrado que a Ang-(1-7) em
concentragdes micromolares pode desencadear respostas inotrépicas negativas em
coracdes de coelhos através da ativagdo do receptor Mas, esse efeito em parte é

dependente da sintese e liberagcao de NO (36).

Classicamente, a Ang Il promove efeito vasoconstritor em diversos leitos
vasculares, inclusive em coronaria, van Esch et al. (2008), demonstraram que esse

peptideo promove vasoconstricdo coronariana em animais normotensos a partir de



40

concentragcbes nanomolares (105). Semelhantemente Moltzer et al. (2010)
demonstraram os mesmos efeitos em coronarias de animais hipertensos (106).
Ambos os autores concluiram que esse efeito € mediado via receptor AT1. Em leitos
vasculares, a Ang Il contribui para o equilibrio da homeostasia vascular, no entanto,
elevados niveis de Ang Il, causam vasoconstricdo e aumento do estresse oxidativo,

levando a disfungéo endotelial (107).

O efeito vasodilatador da Ang-(1-7) ja foi descrito em diversos leitos
vasculares, incluindo artérias mesentéricas (108), renais (109), aorta (Le TRAN et
al., 1997; SILVA et al., 2007) e coronarias (110-112). Castro et al.(2005)
demonstraram o efeito vasodilatador coronariano da Ang-(1-7) em coragdes isolados
de camundongos pré-perfundidos com antagonista do receptor AT1, losartan. Esse
efeito foi ausente em camundongos com delecéo genética para o receptor Mas.
Souza et al. (2013) demonstraram que Ang-(1-7) e AVE 0991, um agonista do
receptor Mas, induzem significante vasodilatacdo coronariana e adrtica em ratos
saudaveis. No entanto, esse efeito foi bloqueado em animais submetidos a
sobrecarga pressoérica (112). Esses resultados corroboram com os resultados de
Silva et al. (2007) que demonstraram acao vasorrelaxante da Ang-(1-7) em vasos,
sendo este efeito dependentedo endotélio (92). Mais recentemente, Zhang et al.
(2015) demonstraram que a Ang-(1-7) promove vasorrelaxamento dependente de

endotélio em anéis de artéria renal de pacientes diabéticos (113).

Recentemente, nosso grupo demonstrou pela primeira vez que a Ang-(1-7),
em concentragdes picomolares (proximas a concentragdo plasmatica fisioldgica), foi
capaz de promover um importante efeito vasodilatador coronariano em coragdes
isolados de ratos (112). No entanto, o efeito contratil desse peptideo em baixas
concentragdes ainda nao foi avaliado. Além disso, o efeito coronariano da Ang Il em
concentragbes picomolares também €& desconhecido, bem como o efeito deste
peptideo na contratilidade ventricular ainda €& bastante controverso. Desta forma,
objetivamos avaliar os efeitos inotrépicos da Ang-(1-7) e Ang Il em concentracdes
picomolares. Também buscaremos ampliar os conhecimentos sobre os possiveis
mecanismos de acdo, além do envolvimento de diferentes receptores
angiotensinérgicos e outros receptores nas agdes vasculares coronariana da Ang Il
e Ang-(1-7).
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2. OBJETIVOS
21. Objetivo Geral

Ampliar os conhecimentos sobre os efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il no controle
da contratilidade ventricular e fungéo vascular coronariana. Além disso, avaliaremos

0s possiveis mecanismos de acao.
2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il na contratilidade
cardiaca de ratos anestesiados.

e  Avaliar os efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il na pressao arterial média
e frequéncia cardiaca de ratos anestesiados.

e Avaliar os efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il na contratilidade
cardiaca e vasomotricidade coronariana de coragdes isolados de ratos.

. Investigar os possiveis mecanismos de ac¢ao envolvidos nas
respostas contrateis e coronarianas desencadeadas pela Ang-(1-7) e Ang Il

em coracgoes isolados de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 146 ratos adultos da linhagem Wistar, pesando entre 280-
350 gramas, provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biolégicas da

Universidade Federal de Goias.

Os animais foram alocados no Biotério Setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas/ICB/UFG, ficando no maximo 5 animais por gaiola com
temperatura e intensidade de luz controlada (12 horas claro/ 12 horas escuro), € livre
acesso de agua e comida.Todos os protocolos utilizados foram submetidos a
aprovacdo na Comisséo de Etica no Uso de Animais da Pré-Reitoria de Pesquisa e
P6s-Graduacgao da Universidade Federal de Goias (CEUA/UFG), sob n° 179/2009 e
039/2017.

3.2. Parametros cardiovasculares in vivo

3.2.1. Canulagao Intraventricular Esquerda

Objetivando avaliar os efeitos da Ang-(1-7) e Ang |l na contratilidade
cardiaca em ratos anestesiados, foi realizado o procedimento cirurgico de canulagao
da artéria carétida direita como via de acesso ao ventriculo esquerdo. Inicialmente,
os animais foram anestesiados com uretana (1,2g/kg, ip), apos a anestesia foi feita
uma incisdo na regido do musculo esternocleidomastoideo para localizacdo e
implantacdo de uma canula de tygon PE-50 (14 cm) e PE-10 (7cm) na artéria
carétida direita. As canulas foram preenchidas com soro fisiolégico 0,9% e heparina
sédica 1% (Blau Farmacéutica) na proporcao de 10ml para 0,1 ml respectivamente e
posicionadas no ventriculo esquerdo. A pressao intraventricular diastolica foi
utilizada como parametro para certificar o correto posicionamento da céanula no

ventriculo esquerdo.

A canula posicionada no ventriculo esquerdo foi acoplada a um transdutor
de pressado ligado a um amplificador acoplado a um conversor analogico-digital
(Dataq Instruments), permitindo o registro de Pressao Intraventricular Sistélica (PIS)



43

e Diastolica Esquerda e suas derivadas em relagdo ao tempo (dP/dt maxima e

minima).
3.2.2. Canulagao de Veia e Artéria Femoral

Apds a canulagdo da artéria carétida direita, foi realizada uma incisdo na
face ventral da pata traseira esquerda, necessaria para expor e dissecar a artéria e a
veia femoral, logo em seguida um tubo de polietileno PE-10 de 3 cm (para veia) ou 4
cm (para artéria) foi introduzido em cada vaso. Esses tubos foram soldados a outro
tubo de polietilieno PE-50 de 13 cm preenchidos com heparina sédica 1% (Blau
Farmacéutica). A canula ligada a artéria foi acoplada a um transdutor de pressao
ligado a um amplificador acoplado a um conversor analbgico-digital (Dataq
Instruments), a fim de registrar as pressées arteriais sistélica e diastolica. A
frequéncia cardiaca foi calculada a partir do registro de pressao arterial. A cénula

ligada a veia foi utilizada para administracao de Ang-(1-7) ou Ang Il.

3.2.3. Protocolo para Registro da Pressao Intraventricular e Pressao

Arterial

Apbés o término do procedimento cirargico, foi aguardado um periodo
aproximado de 30 minutos (periodo basal) para estabilizagdo dos parametros
cardiovasculares. Ap6s o periodo basal, Ang-(1-7) ou Ang Il foram infundidas
continuamente nos animais anestesiados, através de uma bomba de infuséo
continua (BI-2008 AVS Projetos) com volume fixo de 10 ul/min durante 30 minutos.
Os peptideos foram utilizados nas seguintes concentragdes: 0,4 nmol/kg/min ou 4
nmol/kg/min ou 40 nmol/kg/min (Figure 6).

Basal I Ang-(1-7) ou Ang Il I
< AN 1
30 min 30 min

Figure 6 - Esquema do protocolo experimental de registro dos parametros cardiovasculares em

animal anestesiado.
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3.3. Parametros Cardiovasculares ex vivo

3.3.1. Preparacao dos Coragoes Isolados

Para avaliagdo da funcdo cardiaca ex vivo, foi utilizada a técnica de
Langendorff com Fluxo Constante. O fluxo estabelecido foi de 10 + 2 ml/min,

mantidos a uma temperatura de 37 £ 1°C.

Os animais foram eutanaziados por decapitacdo 10 minutos ap6s serem
heparinizados (300 Ul). A cavidade toracica foi aberta, o coracdo e os érgaos
adjacentes foram retirados e colocados em um béquer contendo solugéo nutridora
em temperatura aproximada de 4°C. Esse resfriamento foi necessario para diminuir
o metabolismo do miocardio, antes destes serem conectados ao sistema de

perfusao.

Estes 6rgaos foram transferidos para uma placa de petri para remog¢ao dos
pulmdes, vasos, esdfago e traquéia que acompanharam o coragéo. Posteriormente,
a aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira ramificacao e fixada a
uma agulha de aco inoxidavel conectada ao sistema de perfusao contendo a solugao
nutridora de Krebs Ringer. As concentracées da solugdo de Krebs Ringer estao

descritas na tabela 2.

Para analisar os parametros de contratilidade ventricular, um pequeno balao
de plastico preenchido com agua e conectado a um transdutor de presséo foi
inserido na camara ventricular esquerda a partir de uma incisdo no atrio esquerdo.
Através deste baldo, foi realizado os registros das Pressdes Intraventriculares
Sistolica e Diastolica, das derivadas dP/dt maxima e minima e Frequéncia Cardiaca.
Outro transdutor de pressdo foi acoplado ao sistema por uma abertura
imediatamente acima do coragdo para o registro da Pressdo de Perfusao

Coronariana.
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Tabela 2. Solugéo de Krebs Ringer

Composto Concentragdao (mmol/L)
NaCl 118,4
KCI 4,7
MgSO,. 7H,0 1,2
CaCl.. 2H.0 1,25
Glicose 11,7
NaHCO; 26,5

3.3.2. Protocolo dos experimentos de Coracao Isolado

Apbs um periodo para estabilizacdo dos coragdes (basal) de 20-30 minutos,
os coragdes isolados de ratos foram perfundidos com solugdo nutridora contendo
Ang-(1-7) ou Ang Il ambos na concentracdo de 20pmol/L durante 15 minutos. Para
avaliar os possiveis mecanismos de acédo envolvidos nas respostas inotrépicas e
coronarianas dos dois peptideos os coragdes foram inicialmente perfundidos com
solugéo nutridora contendo os inibidores ou antagonistas descritos na tabela 3 por
um periodo de 25-30 minutos. Apds este periodo, os coragdes foram perfundidos
com Ang-(1-7) ou Ang Il na concentragao de 20 pmol/L durante 15 minutos (Figura
7).

Basal : Ang-(1-7) ou Ang Il
I
— LN W
30 min 15 min
]

Presencga ou auséncia de Antagonistas ou Inibidores

Figura 7 - Esquema do protocolo experimental de coragao isolado
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Além disso, Alamandina ou C21 (agonista de receptor AT2) na concentracao
de 20 pmol/L foram utilizados para confirmar os resultados obtidos com os

antagonistas dos receptores MrgD e AT2 (Figura 8).

Tabela 3. Antagonistas e inibidores utilizados no estudo

Antagonistas e ] _ Concentracao
o Mecanismo de Acao o
Inibidores Utilizada
Antagonista do receptor
Losartan 1umol/L
AT1
Antagonista do receptor
PD123319 2nmol/L
AT2
Antagonista do receptor
A-779 2nmol/L
Mas
Antagonista do receptor
D-PRO 2nmol/L
MrgD
DX 600 Inibidor de ECA2 2nmol/L
Inibidor de 6xido nitrico
L-Name 10 nmol/L
sintase (NOS)
Inibidor de Guanilato
obQ . 200 nmol/L
ciclase
Inibidor de Adenilato
MDL12,330A _ 1 umol/L
ciclase.
Basal I Alamandina ou C21 :
— LN N
0 Y Y 45 min
30 min 15 min I
|

Antagonistas

Figura 8 - Esquema do protocolo experimental de corag&o isolado utilizando Alamandina ou C21
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3.4. Sistema de Cultura de Células
3.4.1. Linhagem Celular

Neste estudo, foram utilizadas células endoteliais humanas da linhagem
EA.hy 926, cedidas pelo Professor Nickolaos Stergiopulos do Laboratory of
Hemodynamics and Cardiovascular Technology (LHTC) da Ecole Polytechnique

Fédérale de Lausanne (EPFL) — Suica.
3.4.2. Cultivo de Células Endoteliais

O cultivo das células endoteliais de veias umbilicais humanas, EA.hy 926, foi
iniciado apo6s descongelamento rapido a 37°C em banho-maria de aliquotas
contendo 1x10° células. Apos o descongelamento, as células foram submetidas a
centrifugacédo de 1200 rpm durante 10 minutos. Em seguida o sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular foi resuspendido em 10 ml de meio de crescimento
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma Aldrich), suplementado com
10% de soro bovino fetal (FBS) (Sigma Aldrich) e 1% de antibiético Penicilina
(GIBCO).

As células foram distribuidas em placas de culturas, incubadas em estufa a
37°C e 5%. O meio de cultura foi trocado em intervalos de dois dias até atingirem

confluéncia de aproximadamente 80% de células aderidas.
3.4.3. Protocolos Experimentais com Cultura de Células

Apo6s atingirem o nivel estabelecido de confluéncia as células foram
estimuladas a 37°C em 2% de FBS. Inicialmente, as células foram estimuladas com
concentragdes crescentes de Ang-(1-7) (0,2 pmol/L a 1 pmol/L) durante 10 minutos.
Em seguida, para avaliar a participacdo dos receptores angiotensinérgicos nas
respostas desencadeadas por 20 pmol/L de Ang-(1-7), novas células foram
semeadas e cultivadas. Apos atingirem o nivel adequado de confluéncia as células
foram estimuladas na presenca ou auséncia dos antagonistas Losartan (1umol/L)
durante 10 minutos, PD123319 (2 nmol/L) e A-779 (2 nmol/L) durante 5 minutos,
seguidos por Ang-(1-7) 20 pmol/L por 10 minutos. A técnica de Western Blot foi

realizada para avaliar a eficacia do protocolo experimental.
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3.4.4. Silenciamento Génico

Visando esclarecer o papel dos receptores angiotensinérgicos nos efeitos
coronarianos desencadeados pela Ang-(1-7) realizamos o silenciamento do gene
dos receptores Mas e AT1. Para proceder ao silenciamento dos receptores, as
células foram semeadas em placas de cultura, suplementadas com FBS 10% sem
antibiético. Em seguida as células foram incubadas até atingirem confluéncia de

aproximadamente 80% (24 horas).

Para o silenciamento dos genes dos receptores Mas e AT1 foram utilizados
os oligbmeros MAS1(4142) siRNA (MQ-003684-01-0002 Dharmacon) e AGTR1(185)
siRNA (MQ-005428-02-0002 Dharmacon) ambos apresentam quatro diferentes
sequéncias de nucleotideos para o mesmo gene. Os oligbmeros foram transfectados
nas linhagens utilizando Lipofectamina RNAiMax (/nvitrogen). Inicialmente, os
oligbmeros foram resuspendidos em agua livre de RNase a uma concentragcao de 5
MM. Para a transfeccao 4 pl de Lipofectamina foram diluidos em 200 pyl do meio Opti-
MEM e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Os oligdbmeros foram
diluidos em 200 pl do meio DMEM sem FBS e antibiético e incubados por 5 minutos
a temperatura ambiente. Ap6s a incubacao da Lipofectamina diluida, essa foi
combinada com o oligbmero diluido, sendo incubados por 20 minutos em
temperatura ambiente. A seguir, 100 yl do complexo Lipofectamina-oligbmero foi
adicionado a 400 ul de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de FBS sem
antibiéticos. A transfeccao ocorreu por um periodo de 24 horas a 37°C. Apos 24
horas de transfecgéo, as células foram estimuladas com Ang-(1-7) na concentragao
de 20 pmol/l durante 10 minutos. A eficacia do protocolo experimental foi monitorada

pela técnica de Western Blot.
3.5. Western Blot

Ao final do tempo de estimulagcédo as células foram lisadas [Tampao de lise:
150 mmol/L cloreto de sbédio, 1% Nonidet P40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS
(dodecil sulfato de sédio), 50 mmol/L Tris pH:8 e 0.01% inibidor de protease],
sonicadas e centrifugadas a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o extrato protéico quantificado pelo método de
Bradford. O volume de amostras correspondente a 50 ug foi separado em tubos

devidamente identificados onde acrescentou-se tampao de amostra (Load Buffer:
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TrisHCI/SDS 4x 7ml, Glycerol 3ml, SDS 1g, B-mercaptoethanol 0,6 ml, Bromophenol
blue 1,2 mg). As amostras foram fracionadas por meio de eletroforese em Mini-
PROTEAN TGX Precast Gels (BIO-RAD) na concentracao de 10%, e corridas a 100
volts por 70 minutos. Apds essa etapa, foi realizada a transferéncia das proteinas do
gel para a membrana de PVDF (Immobilon-FL — Millipore) através do sistema Trans-
Blot Turbo™ (Bio-Rad). A voltagem aplicada foi 25V durante 30 minutos. Para
certificarmos a eficiéncia das etapas de corrida e transferéncia das proteinas, as
membranas foram coradas com Ponceau 0,5%, lavadas com agua destilada e
incubadas com solucado de bloqueio Odyssey (Licor) por 1 hora a fim de diminuir
possiveis ligacdes inespecificas com o anticorpo, utilizada para a deteccdo da

proteina alvo.

A incubacdo da membrana com anticorpo primario de interesse ocorreu por
24 horas em agitacao a 4°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas trés
vezes com TBS-T durante 10 minutos e incubadas com anticorpo secundario por 2
horas. Ao final do periodo de incubagdo, as membranas foram novamente lavadas
cinco vezes com TBS-10 durante 10 minutos. As membranas foram reveladas
utilizando um detector de fluorescéncia (Odyssey Imaging System, Li-Cor
Biosciences). As bandas foram analisadas pelo software Image J e a expressao das
proteinas foi mostrada de forma relativa ao grupo controle, ao qual foi atribuido o
valor de 1. As proteinas analisadas por esta técnica e as respectivas concentragdes
dos anticorpos empregados neste trabalho foram os seguintes: Fosfo-AKT (Cell
Signaling — S473) 1:1000, GAPDH (Sigma Aldrich - SAB2500450) 1:1000, MAS
(Abcam — ab66030) 1:500 e AT1 (Abcam — ab124505) 1:500. Os anticorpos
secundarios utilizados neste estudo foram: IRDye 800RD Donkey anti-Goat (Li-Cor)
1:6000 e IRDye 680RD Donkey anti-Rabbit (Li-Cor) 1:6000.

3.6. Analises Estatisticas

Os dados estao expressos com média * erro padrao da média. Para analise
dos resultados in vivo e ex vivo foram utilizados os testes Two-Way ANOVA seguido
dos pos-testes de Dunnett’s para analises com o grupo controle e/ou Sidak para
analises entre os grupos. One-Way ANOVA seguido dos poés-testes de Dunnett’s

e/ou Sidak foram utilizados para analise dos resultados obtidos com a técnica de
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western blot. O software GraphPad Prism 6 foi utilizado para confeccédo e analises

dos graficos.

Todas as analises estatisticas foram consideradas significantes quando
p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1. Efeito inotropico da Ang-(1-7) e Ang Il em ratos anestesiados
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Para avaliar o efeito da Ang-(1-7) e Ang Il sobre a contratilidade cardiaca, os

animais foram divididos em 7 grupos experimentais. O grupo controle foi infundido

apenas com solucao salina e os demais grupos foram infundidos continuamente com

Ang-(1-7) ou Ang Il nas concentragcdes de 0,4 nmol/L ou 4 nmol/L ou 40 nmol/L

durante 30 minutos. Os parametros basais dos animais que receberam infusdo de

Ang-(1-7) e Ang Il estdo expressos nas tabelas 4 e 5 respectivamente.

Tabela 4. Pardmetros basais em ratos anestesiados antes da infusdo de Ang-(1-7)

Grupos PIS dP/dt Max dP/dt Min PAM FC N
Controle 130,0 £ 7,49 5216+634,7 3919+ 76 80,89+9,42 3851+3,97 7
Ang-(1-7) 0,4
110,9+24,88 3836+1201 3151+1166 68211716 363,1+279 5
nmol/L
Ang-(1-7) 4
1126 £+ 14,40 3135+395 2813+5824 70431215 392,2+204 5
nmol/L
Ang-(1-7) 40
L 138,6 £ 19,99 5278 +599,2 4275+488,7 8257+555 390,4+18,6 5
nmo

Presséo Intraventricular Sistolica (P1S); Presséo Arterial Média (PAM); Frequéncia Cardiaca (FC);

numero de animais (N).



Tabela 5. Pardmetros basais em ratos anestesiados antes da infusdo de Ang Il
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Grupos PIS dP/dt Max dP/dt Min PAM FC N
Controle 130,0 + 7,49 5216+634,7 3919+76 80,89+942 3851+3,97 7
Ang 10,4
109,3+10,69 5146+1011 3468+570,9 71,80%+6,17 384,3+193 5
nmol/L
Angll 4
118,0+ 6,43 5099 +437,2 4141+321,2 84,25+7,43 384,1+5,2 5
nmol/L
Ang 11 40
L 1355+10,34 5585+659,6 4338+173,1 87,86+222 404,7£4,0 6
nmo

Pressao Intraventricular Sistélica (PIS); Pressao Arterial Média (PAM); Frequéncia Cardiaca (FC);

numero de animais (N).

A Ang-(1-7) na dose de 4 nmol/kg/min reduziu a Presséo Intraventricular

Sistolica (PIS).Esse efeito ndo foi observado nas doses de 0,4 nmol/kg/min e 40

nmol/kg/min (Figura 9A). Semelhantemente, somente a dose de 4 nmol/kg/min

reduziu a dP/dt maxima (Figura 9B) e dP/dt minima (Figura 9C) nos animais

anestesiados.
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Figura 9 — Efeitos da Ang-(1-7) na contratilidade cardiaca de ratos anestesiados. (A) Presséao
Intraventricular Sistélica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt Minima. Os dados foram expressos em média +
erro padréo da média. Two-Way Anova seguido pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs
periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.
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Apesar do efeito inotrépico negativo desencadeado pela infusdo de Ang-(1-

7), nao foi observado nenhuma alteracao significativa da Pressao Arterial Média
(PAM) e FC (Figura10A-B).

>
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Cardiaca (%)
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I+ 0,4 nmol,n=5 -~ 40 nmol, n=5

Ang-(1-7)

I T T T T T T T 1
-2 2 6 10 14 18 22 26 30
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Figura 10 — Efeitos da Ang-(1-7) na PAM e FC de ratos anestesiados. (A) Pressao Arterial Média, (B)
Frequéncia Cardiaca. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova
seguido pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle no
respectivo tempo.

A infusdo de Ang Il ndo promoveu efeito significativo na PIS em nenhuma

das doses utilizadas (Figura 11A). No entanto, na dose de 40 nmol/kg/min reduziu

significativamente a dP/dt maxima (Figura 11B) e reduziu parcialmente a dP/dt

minima (Figura 11C).
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Figura 11 — Efeitos da Ang Il na contratilidade cardiaca de ratos anestesiados. (A) Presséo
Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt Minima. Os dados foram expressos em média +
erro padréo da média. Two-Way Anova seguido pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs
periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.

Assim como na Ang-(1-7), nao foi observado nenhuma alteracdo da PAM e

FC (Figura 12 A-B) durante a infusao de Ang Il em ratos anestesiados.
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Figura 12 — Efeitos da Ang Il na PAM e FC de ratos anestesiados. (A) Pressao Arterial Média, (B)
Frequéncia Cardiaca. Os dados foram expressos em média + erro padrao da média. Two-Way Anova
seguido pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle no
respectivo tempo.

4.2. Efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il sobre a fungao cardiaca em coragdes

isolados de ratos

Para avaliar se os efeitos cardiacos da Ang-(1-7) e Ang Il encontrados nos
ratos anestesiados eram efeitos diretos ou secundarios, as acbdes destes peptideos
foram avaliadas em coragdes isolados de ratos. Os valores basais de todos os
grupos ex vivo com Ang-(1-7) e Ang Il estdao expostos na tabela 6 e tabela 7

respectivamente.



Tabela 6. Pardmetros basais em coracdes isolados de ratos antes da perfusdo com

57

Ang-(1-7)
Grupos PIS dP/dt Max dP/dt Min FC PP N
Controle 131,3+£ 11,13 3569+228,7 2670+246,1 274,3+22,8 76,5+ 5,92 5
Ang-(1-7) +
115,2 £ 17,05 3031+418 2133+444.8 261,1+18,3 97.7 + 14.66 5
A-779 ’ ’
Ang-(1-7) +
77,3+5,89 2355+216,6  1273+154,7 282,9+26,7 66.3 + 7.88 4
PD123319 ’ ’
Ang-(1-7) +
84,8 + 5,04 2516+175,8 968+501,5 282,3+16,0 71.2 + 3.71 5
Losartan ’ ’
Ang-(1-7) +
76,4 + 3,31 2220+257,0 1371£141,1 246,2 + 36,2 81.3+12.88 5
D-PRO ’ ’
Ang-(1-7) +
83,2 £7,48 253613457 2670+246,1 274,3+228 83.0+974 5
L-Name ’ ’
Ang-(1-7) +
opa 85,5+ 10,88 2481£1955 2670+246,1 274,3+22,8 110,3 + 23,15 5
Ang-(1-7) +
843+127 2124+304,3 267042461 274,3+2238 67.5+ 4.68 5
MDL12,330A ’ ’

Pressao Intraventricular Sistélica (P1S); Frequéncia Cardiaca (FC); Pressao de perfuséo (PP); nUmero
de animais (N).
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Tabela 7. Pardmetros basais em coracdes isolados de ratos antes da perfusdo com

Ang Il
Grupos PIS dP/dt Max dP/dt Min FC PP N
Controle 111,5+ 12,60 2897+308,4 2022+280,9 2951139 103,7 + 7,98 5
Ang Il + A-
770 123,5+ 17,04 3130+345,9 2303+312,9 264,1+19,8 73,03 + 5,67 5
Ang I + 2721+ 8,1 4
i 3
e 115,6 + 10,19  2959+299.0  1994+236,9 : 122,1 + 10,76
Ang Il +
137,1+ 10,46  3479+321,1 2605+256,4 280,9+3,8 122,4 + 11,28 3
Losartan
Ang Il + D-
PRO 75,65 +558 237442232 23742232 3054 %250 90,68 + 5,05 S
Ang Il +L-
Name 81,48 +4,64 217442327 217442327 287,4%95 127,2 + 12,80 3
Ang Il +
0DQ 102,8 +6,07 2510+291,8 2510+291,8 233,9+152  106,2 + 10,26 S
Ang Il + 253,8 + 9,66 5
i b
MDL12,330A 101,3+ 10,15 2691+206,3 2691+206,3 , 108,0 + 7,35

Pressao Intraventricular Sistélica (P1S); Frequéncia Cardiaca (FC); Pressao de perfuséo (PP); nUmero

de animais (N).

Semelhante aos resultados encontrados in vivo, a Ang-(1-7) e Ang Il

reduziram significativamente a PIS (Figura 13A), quando comparados com o periodo

basal. Estes peptideos também reduziram a dP/dt maxima (Figura 13B) e minima

(Figura 13C) dos coracées isolados de ratos.
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Figura 13 — Efeitos da Ang Il e Ang-(1-7) (20 pmol/L) na contratilidade de coragbes isolados de ratos.
(A) Presséao Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt Minima. Os dados foram expressos
em média + erro padrao da média. Two-Way Anova seguido pelos pés-testes de Dunnett’s e Sidak. *
p<0,05 vs periodo basal.
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4.3. Participacao dos receptores angiotensinérgicos no efeito

inotropico negativo desencadeado pela Ang-(1-7).

Para avaliar a participagao dos receptores angiotensinérgicos no inotropismo
negativo desencadeado pela Ang-(1-7), os coracdes foram pré-perfundidos com A-
779, PD123319 ou Losartan, antagonistas dos receptores Mas, AT2 e AT1,

respectivamente.

Surpreendentemente, o bloqueio do receptor Mas nao foi capaz de inibir a
diminuicéo da PIS (Figura 14A), dP/dt Maxima (Figura 14B) e dP/dt Minima (Figura
14C) promovida pela infusdo de Ang-(1-7).
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Figura 14 — Efeitos da Ang-(1-7) na presenca e auséncia de A-779 na contratilidade cardiaca em
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Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pos-testes de Dunnett’s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal.
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o bloqueio do receptor ATZ2 inibiu completamente o efeito da

Ang-(1-7) na PIS (Figura 15A), dP/dt Maxima (Figura 15B) e dP/dt Minima (Figura

15C) em coragdes isolados de ratos.
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Figura 15 — Efeitos da Ang-(1-7) na presenca e auséncia de PD123319 na contratilidade cardiaca em

coracdes isolados de

ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistélica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt

Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pés-testes de Dunnett’'s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal e + p<0,05 vs controle no respectivo

tempo.
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O bloqueio do receptor AT1 também inibiu os efeitos da Ang-(1-7) na PIS

(Figura 16A), dP/dt

A
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Figura 16 — Efeitos da Ang-(1-7) na presenca e auséncia de Losartan na contratilidade cardiaca em
coragdes isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pés-testes de Dunnett’s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal e + p<0,05 vs controle no respectivo

tempo.
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4.4. Participacao do receptor de Alamandina, MrgD, no controle do

inotropismo cardiaco.

O receptor MrgD foi inicialmente descrito como um receptor para alamandina
(64). No entanto, recentes pesquisas tém demonstrado que a Ang-(1-7) também
pode ser um ligante para este receptor (114). Para investigar se este receptor
também estad envolvido nos efeitos da Ang-(1-7) no inotropismo cardiaco, os
coragdes foram pré-perfundidos com D-PRO, antagonista do receptor MrgD. Apés o
periodo de estabilizacdo os coragcbes foram perfundidos com Ang-(1-7) na

concentracao de 20 pmol/L durante 15 minutos.

Como resultado podemos observar que o bloqueio do receptor MrgD inibiu a
resposta da Ang-(1-7) sobre a PIS (Figura 17A), dP/dt Maxima (Figura 17B) e dP/dt
Minima (Figura 17C).
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Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
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4.5. |Influéncia do oOxido nitrico no efeito inotropico negativo

desencadeado pela Ang-(1-7)

Avaliamos o envolvimento do NO na resposta inotrépica negativa promovida
pela Ang-(1-7). Para isso, os coragdes foram perfundidos com L-Name, inibidor da
enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Apés o periodo de estabilizacdo os

coragdes foram perfundidos com Ang-(1-7) 20 pmol/L durante 15 minutos.

Como observado na figura 18, o efeito inotrépico negativo da Ang-(1-7) foi

ausente na presenca de L-Name (Figuras 18 A-C).
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Figura 18 — Efeitos da Ang-(1-7) na presenga e auséncia de L-Name na contratilidade cardiaca em
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Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pos-testes de Dunnett’s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal e + p<0,05 vs controle no respectivo
tempo.
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4.6. Participacao das enzimas Adenilato Ciclase (AC) e Guanilato
Ciclase (GC) no efeito inotréopico negativo desencadeado pela
Ang-(1-7)

Para avaliar a participacao das enzimas AC e GC nos efeitos da Ang-(1-7),
os coragdes isolados de ratos Wistar foram perfundidos com MDL 12,330A e ODQ
respectivamente, apds o periodo de estabilizagéao foi infundido Ang-(1-7) 20 pmol/L
durante 15 minutos.

Os resultados demonstraram que tanto a inibicdo da enzima AC quanto da
GC foi capaz de inibir a resposta inotrépica negativa da Ang-(1-7) (Figura 19 A-
F).
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Figura 19 — Efeitos da Ang-(1-7) na presenca e auséncia de MDL12,330A (graficos a esquerda) e
ODQ (graficos a direita) na contratilidade cardiaca em coragdes isolados de ratos. (A e B) Pressao
Intraventricular Sistolica, (C e D) dP/dt Maxima, (E e F) dP/dt Minima. Os dados foram expressos em
meédia + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido pelospds-testes de Dunnett's e Sidak. *
p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.
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4.7. Participacao dos receptores angiotensinérgicos no efeito

inotropico negativo desencadeado pela Ang ll.

A participacao dos receptores AT1, AT2 e Mas no efeito inotropico cardiaco
da Ang Il, também foi avaliada. Para isso, os coragbes foram perfundidos com
Losartan, PD123319 e A-779. Apds o periodo de estabilizacido os coragdes foram

perfundidos com Ang Il 20 pmol/L durante 15 minutos.

Como observado na figura 20, o bloqueio do receptor AT1 com Losartan,
nao inibiu os efeitos da Ang Il na PIS (Figura 20A), dP/dt Maxima (Figura 20B) e
dP/dt Minima (Figura 20C).
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Figura 20 — Efeitos da Ang Il na presenga e auséncia de Losartan na contratilidade cardiaca em
coragdes isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal.
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Similarmente, o bloqueio do receptor AT2 também nao inibiu a diminuicao da
PIS (Figura21A), dP/dt Maxima (Figura 21B) e Minima (Figura 21C) promovido pela
Ang Il.
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Figura 21 — Efeitos da Ang Il na presenca e auséncia de PD123319 na contratilidade cardiaca em
coragdes isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal.
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Assim como os outros antagonistas de receptores angiotensinérgicos, o A-

779, antagonista do receptor Mas, nao inibiu os efeitos da Ang Il sobre a PIS (Figura

22A), dP/dt Maxima (Figura 22B) e dP/dt Minima (Figura 22C).
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Figura 22 — Efeitos da Ang Il na presenca e auséncia de A-779 na contratilidade cardiaca em
coraches isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistélica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pés-testes de Dunnett’'s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal e + p<0,05 vs controle no respectivo

tempo.
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4.8. Participacao do receptor de Alamandina, MrgD, no controle do

inotropismo cardiaco.

Para avaliar a participacao do receptor MrgD no inotropismo negativo
desencadeado pela Ang Il, os coragbdes foram perfundidos com D-PRO, apés o
periodo de estabilizacdo os coragdes foram perfundidos com Ang Il 20 pmol/L

durante 15 minutos.

O bloqueio do receptor MrgD inibiu a resposta da Ang Il sobre a PIS (Figura
23A), dP/dt Maxima (Figura 23B) e dP/dt Minima (Figura 23C).
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Figura 23 — Efeitos da Ang Il na presenca e auséncia de D-PRO na contratilidade cardiaca em
coracbes isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistélica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
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tempo.
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4.9. Influéncia do oOxido nitrico no efeito inotropico negativo

desencadeado pela Ang Il

Assim como nos experimentos utilizando Ang-(1-7), avaliamos o
envolvimento do NO na resposta inotrépica negativa desencadeada por Ang Il. Para
isso, os coracdes foram perfundidos com L-Name. Apés o periodo de estabilizacao

os coragdes foram perfundidos com Ang Il 20 pmol/L durante 15.

Ao contrario dos efeitos observados com Ang-(1-7), o L-Name nao inibiu os

efeitos inotrépicos negativos da Ang Il (Figura 24).
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Figura 24 — Efeitos da Ang Il na presenca e auséncia de L-Name na contratilidade cardiaca em
coragdes isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal.



78

4.10. Participacao das enzimas Adenilato ciclase (AC) e Guanilato
ciclase (GC) no efeito inotrépico negativo desencadeado pela Ang
Il

Para avaliar a participacao das enzimas AC e GC, os coragdes isolados de
ratos Wistar foram perfundidos com MDL 12,330A e ODQ respectivamente, apds o

periodo de estabilizacao foi infundido Ang Il 20 pmol/L durante 1 minutos.

Diferentemente dos efeitos obtidos com Ang-(1-7), o MDL 12,330A e ODQ
nao conseguiram inibir o efeito inotrépico negativo da Ang Il (Figura 25 A-F).
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Figura 25 — Efeitos da Ang Il na presenca e auséncia de MDL12,330A (graficos a esquerda) e ODQ
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Intraventricular Sistolica, (C e D) dP/dt Maxima, (E e F) dP/dt Minima. Os dados foram expressos em
meédia = erro padrdo da meédia. Two-Way Anova seguido pelo pés-teste de Dunnett’s. * p<0,05 vs
periodo basal.
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4.11. Efeito inotropico negativo desencadeado por ativagcao dos

receptores MrgD e AT2.

Para confirmar a participagdo dos receptores MrgD no efeito inotrépico
negativo, os corag¢des foram perfundidos com o agonista do receptor, Alamandina,
na concentracado equimolar a utilizada com a Ang-(1-7) e Ang Il. Como observado na
figura 26 A-C, a Alamandina provocou efeito inotrépico negativo em coragdes
isolados de ratos, esse efeito foi bloqueado quando os coragcbes foram pré-
perfundidos com D-PRO.
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Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
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Para avaliar a participagcdo do receptor AT2 no controle do inotropismo
cardiaco, os coragdes foram perfundidos com o agonista especifico deste receptor, o
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composto 21 (C21). O C21 promoveu efeito inotrépico negativo em coragdes

isolados de ratos. Esse efeito foi inibido na presenca de PD123319 (Figura 27 A-C).
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coragdes isolados de ratos. (A) Pressdo Intraventricular Sistolica, (B) dP/dt Maxima, (C) dP/dt
Minima. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelos pés-testes de Dunnett’s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal e + p<0,05 vs controle no respectivo

tempo.
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4.12. Avaliacao da frequéncia cardiaca em coragoes isolados de ratos
perfundidos com Ang-(1-7) ou Ang Il na presencga de inibidores ou

antagonistas.

Como observado na figura 28, a Ang-(1-7) e Ang Il nado promoveram

alteracdes na frequéncia cardiaca de coracdes isolados de ratos Wistar.
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Figura 28 — Efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il na Frequéncia Cardiaca de coragdes isolados de ratos.Os
dados foram expressos em média * erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido pelos pos-testes
de Dunnett’s e Sidak.

Nenhum antagonista dos receptores angiotensinérgicos induziram alteragdes

na FC de coragbes isolados de ratos na presenca de Ang Il ou Ang-(1-7) (Figura 29).
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Os inibidores L-Name, ODQ e MDL 12,330A ndo alteraram a FC em

coracgdes isolados de ratos Wistar, perfundidos com Ang Il ou Ang-(1-7) (Figura 30).
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4.13. Efeitos da Ang Il e Ang-(1-7) na vasomotricidade coronariana de

coragoes isolados de ratos Wistar

Para avaliar o efeito dos peptideos angiotensinérgicos na vasomotricidade
coronariana, os coragdes foram perfundidos com Ang-(1-7) ou Ang Il 20 pmol/L

durante 15 minutos, apds o periodo de estabilizacao.

Como demonstrado na figura 31, ambos os peptideos promoveram

vasodilatagao coronariana.
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Figura 31 — Efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il na vasomotricidade coronariana em coragdes isolados de
ratos.Os dados foram expressos em meédia + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido
pelospods-testes de Dunnett’s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal.

4.14. Participacao dos receptores angiotensinérgicos nos efeitos da
Ang-(1-7) e Ang Il na vasomotricidade coronariana de coragoées

isolados de ratos

Para avaliar a participacao dos receptores AT1, AT2 e Mas nos efeitos da
Ang-(1-7) e Ang Il na vasomotricidade coronariana, os coragdes foram pré-
perfundidos com Losartan, PD123319 e A-779.

O Losartan (Figura 32A), PD123319 (Figura 32C) e A-779 (Figura 32E)
inibiram completamente a vasodilatacado induzida por Ang-(1-7). No entanto, o
Losartan (Figura 32B) e o PD123319 (Figura 32D) atenuaram a vasodilatacao
coronariana induzida por Ang Il. Diferentemente, o A-779 bloqueou esse efeito da
Ang Il (Figura 32F).
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Figura 32 — Efeitos da Ang-(1-7) e Ang Il na presenca e auséncia de Losartan (A e B), PD123319 (C
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expressos em meédia + erro padrao da média. Two-Way Anova seguido pelos pos-testes de Dunnett’s
e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.
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4.15. Participacao do receptor MrgD na vasodilatacido coronariana
induzida por Ang-(1-7) e Ang Il.

Para verificar a participacao do receptor MrgD na vasodilatagdo coronariana
induzida por Ang-(1-7) e Ang Il, os coracgdes foram perfundidos com D-PRO seguido

por Ang-(1-7) ou Ang Il durante 15 minutos ap6s o periodo de estabilizagao.

Como pode ser observado na figura 33 A-B o bloqueio do receptor MrgD
inibe o efeito vasodilatador de ambos os peptideos angiotensinérgicos utilizados
neste estudo.
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Figura 33 — Efeitos da Ang Il (A) e Ang-(1-7) (B) na presenca e auséncia de D-PRO na
vasomotricidade coronariana de coragdes isolados de ratos. Os dados foram expressos em média +
erro padréo da média. Two-Way Anova seguido pelos pos-testes de Dunnett's e Sidak. * p<0,05 vs
periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.
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4.16. Atuacao da ECA2 na vasodilatagcao coronariana induzida por Ang
|

Como demonstrado anteriormente, o bloqueio do receptor Mas inibe a
resposta vasodilatadora induzida por Ang Il. Diante disso, analisamos se a ECA2
participaria da vasodilatacdo coronariana induzida por Ang |l provavelmente,
clivando Ang Il em Ang-(1-7). Portanto, foi utilizado o inibidor da ECA2 o DX600
(2nmol/L).

Como observado na figura 34 a inibicdo da ECA2 bloqueia a vasodilatacao
induzida por Ang Il.
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Figura 34 — Efeitos da Ang Il na presenca e auséncia de DX600 na vasomotricidade coronariana de
coracdes isolados de ratos. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way
Anova seguido pelos pos-testes de Dunnett’'s e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle
no respectivo tempo.

4.17. Influéncia do NO e das enzimas AC e GC na vasodilatagao

coronariana induzida por Ang-(1-7) e Ang lI.

Para avaliar a participacao do NO e das enzimas AC e GC na vasodilatagcao
coronariana induzida pela Ang-(1-7) e Ang Il os coragdes foram perfundidos com L-
Name, MDL 12,330A e ODQ respectivamente, seguidos por Ang-(1-7) ou Ang I

durante 15 minutos apds o periodo de estabilizacao.

O L-Name (Figura 35A-B) e o MDL 12,330A (Figura 35E-F) inibiram a

resposta vasodilatadora da Ang-(1-7) e Ang Il. No entanto o ODQ inibiu apenas a
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resposta vasodilatadora induzida por Ang-(1-7) e atenuando a resposta da Ang Il
(Figura 35C-D).

A 801 801
X X
~ 60- ~
o o
< l: 40 © l: 40
° 2 Ang - (1-7) s 3
S5 204 e 5
o o + o o 0 -
S e 04 S o
- T - T
g o ; o
> -20 -
b % 40
;'40- * * * g
o =@~ Controle n=5 o =4 Controle n=7
-60 - -80 -
- L-Name, n=5 -+ L-Name, n=6
I T T T T T T T T 1 I T T T T T T T T 1
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (min) Tempo (min)
80" 801
g g
~ 60- ~
o o
© ': 40 © ': 40 Ang Il
s 2 Ang - (1-7) s 2 ;
S5 20- e 5
o o oo 0
S o 0 S o
- T - T
g (=] g (=]
> =20 > 40 -
» 0w " *
» w * * *
407 x ox ¥ 2 .
& god ~® Controle n=5 & g0 Controle n=7
-+ oDQ,n=5 -1 opa n=6
I T ‘l T T T T T T 1 I T T T T T T T T 1
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (min) Tempo (min)
E __ 807 801
g g
~ 60- ~
< = 404
s o 40 © 0 Ang Il
v 3 Ang - (1-7) v 32 |
25 20- S5 v
o o oo 0
S o 04 S e
- o - o
g o g (=]
> w20 > = 40 -
» n " * *
3 » * *
o -40 * . * o
y y =&~ Controle n=7
& g0d “® Controle n=5 o

-+ MDL 12,330A, n=5
Ll T L] L] T T T L] L] 1

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (min)

-+ MDL 12,330A n=6

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (min)

Figura 35 — Efeitos da Ang-(1-7) e Ang |l na presenca e auséncia de L-Name (A e B), ODQ (Ce D) e
MDL 12,330A (E e F) na vasomotricidade coronariana de coracgdes isolados de ratos. Os dados foram
expressos em media + erro padrao da media. Two-Way Anova seguido pelos pds-testes de Dunnett’s
e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.
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4.18. Efeitos coronarianos da Alamandina e C21.

Para confirmar a participagao dos receptores MrgD e AT2 na vasodilatagao
coronariana promovida por Ang-(1-7) e Ang Il, os coragdes foram perfundidos com
alamandina e C21, agonistas dos receptores MrgD e AT2 respectivamente, em

concentragdes picomolores (20 pmol/L).

Como observado na figura 36 A-B, a alamandina e o C21 promoveram efeito
vasodilatador coronariano. Esse efeito foi bloqueado quando os coragdes foram pré-

perfundidos com os antagonistas D-PRO ou PD123319.

A

. 80 9= Alamandina, n=5

=

3 6094 - D-PRO, n=5
« o 404
T 3 . +
o t Alamandina
w @ 204
o O
S o 0 -
- ©
g o
> & 20

o

e 401 L w

o

60 -
L] T L] L] T L] L] T L] 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (min)

B

80

60 -

401 c21

20 - l s

0-

-20 A *

-40 -

Variagao da
Pressdao de Perfusdo (%)

-8~ C21,n=5
"4 PD123319, n=5

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (min)

Figura 36 — Efeito da Alamandina (A) e C21 (B) na presenga e auséncia de D-PRO ou PD123319
respectivamente, na vasomotricidade coronariana de corag¢des isolados de ratos. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média. Two-Way Anova seguido pelos pés-testes de Dunnett’s
e Sidak. * p<0,05 vs periodo basal, + p<0,05 vs controle no respectivo tempo.

A representacdo simplificada dos resultados de investigagcdo dos
mecanismos de acdo nos efeitos inotropicos negativos e vasodilatadores

coronarianos da Ang-(1-7) e Ang Il estdo descritos na tabela 8.
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4.19. Efeito do bloqueio farmacolégico dos receptores AT1, AT2 e Mas

na ativagao de AKT induzida por Angiotensina-(1-7).

Diante da influéncia dos receptores angiotensinérgicos e do NO na
vasodilatacao coranariana induzida por Ang-(1-7) em coragdes isolados de ratos,
células endoteliais humanas foram utilizadas para avaliar a relagao dos principais

receptores angiotensinérgicos na vasodilatacao promovida por Ang-(1-7).

Inicialmente, foi realizada uma curva concentragao-resposta de Ang-(1-7)
visando estabelecer o maior nivel de ativagdo da proteina AKT. Como observado na
figura 37, a concentracao de 20 pmol/L de Ang-(1-7) aumentou significativamente a

fosforilacaoda AKT em células endoteliais humanas.
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Figure 37 — Analise da expressédo de AKT fosforilada (Fosfo-AKT) em células endoteliais humanas
estimuladas com diferentes concentragbes de Ang-(1-7) durante 10 minutos. Os dados foram
expressos em meédia + erro padrdo da média. One-wayAnova seguido pelo pds-teste de Dunnett’s.
*p<0,05 vs controle.

Em seguida, para investigar uma possivel interagcdo entre os receptores
angiotensinérgicos no efeito da Ang-(1-7) na fosforilagdo da AKT, o bloqueio
farmacolégicos com Losartan (1umol/L) ou PD123319 (2 nmol/L) ou A-779 (2
nmol/L) foi realizado 10 a 5 minutos antes da incubagdo com Ang-(1-7) 20 pmol/L

por 10 minutos.
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O bloqueio farmacolégico dos receptores AT1, AT2 e Mas inibiu a aumento da

fosforilacao da AKT induzida pela Ang-(1-7) (Figura 38).
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Figura 38 - Andlise da expressdo de AKT fosforilada (Fosfo-AKT) em células endoteliais humanas
estimuladas com Ang-(1-7) na presenga ou auséncia de Losartan ou PD123319 ou A-779 durante 10
minutos. (+) significa presenga e (-) auséncia dos peptideos ou drogas utilizadas. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da medi. One-way Anova seguido pelo pés-teste de Dunnett’s.

*p<0,05 vs controle, + p<0,05 vs Ang-(1-7).

Para avaliar a influéncia da Ang Il na fosforilagdo da AKT, uma curva

concentragao-resposta de Ang Il foi realizada nas células endoteliais humanas.

Como observado na figura 39, a concentracao de 20 pmol/L de Ang Il ndo promove

nenhuma alteracao na fosforilagdo da AKT.
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Figure 39 — Analise da expressédo de AKT fosforilada (Fosfo-AKT) em células endoteliais humanas
estimuladas com diferentes concentracdes de Ang Il durante 10 minutos. Os dados foram expressos
em média + erro padrdo da média.

4.20. Influéncia do silenciamento génico do receptor AT1 e Mas na

fosforilagdao de AKT induzida por Ang-(1-7).

Para diminuir possiveis efeitos inespecificos do bloqueio farmacolégico e
confirmar a influéncia do receptor AT1 e Mas nos efeitosda Ang-(1-7), as células
endoteliais humanas foram submetidas ao silenciamento do RNA mensageiro dos
receptores AT1(siRNA AT1) e Mas (siRNA Mas). O silenciamento foi confirmado
com a diminuicao da expressao dos receptores através da técnica de western blot
(Figura 40 A e B).



96

A SIRNA ATL +
Controle Ang-(1-7) siRNA AT1 Ang-(1-7)

Receptor AT1

GAPDH

B SIRNA Mas +
Controle Ang-(1-7) siRNA Mas Ang-(1-7)

Receptor Mas

Figura 40 — Silenciamento do RNA mensageiro dos (A) receptor AT1 e (B) receptor Mas.

Apés o silenciamento, as células foram estimuladas com Ang-(1-7) 20 pmol/L
durante 20 minutos. Como resultados, o silenciamento dos genes dos receptores
AT1 (Figura 41 A) e Mas (Figura 41 B) inibiu a fosforilacado de AKT induzida por Ang-
(1-7).
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Figura 41 - Analise da expresséo de AKT fosforilada (Fosfo-AKT) em células endoteliais humanas
estimuladas com Ang-(1-7) na presenca ou auséncia do silencimento do RNA mensageiro dos
receptores (A) Mas e (B) AT1. Os dados foram expressos em média + erro padrao da medi. One-way
Anova seguido pelo pés-teste de Sidak. *p<0,05 vs controle, + p<0,05 vs Ang-(1-7).
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5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: (1) Ang-(1-7) e Ang Il em baixas
doses promovem efeito inotrépico negativo em ratos Wistar anestesiados
independente de alteragdes na PAM e FC; (2) Ang-(1-7) e Ang Il em concentracbes
picomolares promovem efeito inotrépico negativo e vasodilatacdo coronariana em
coragbes isolados de ratos; (3) O efeito inotrdépico negativo da Ang-(1-7) nao foi
influenciado pelo bloqueio do receptor Mas; (4) O bloqueio dos receptores AT1, AT2
e MrgD inibiram a resposta inotrépica negativa promovida por Ang-(1-7); (5) Na
presenca de inibidores da eNOS, GC e AC o efeito inotrépico negativo induzido por
Ang-(1-7) foi bloqueado; (6) O efeito inotrépico negativo da Ang Il nao foi bloqueio na
presenca dos antagonistas dos receptores AT1, AT2 e Mas; (7) O bloqueio do
receptor MrgD inibe a resposta inotrépica negativa induzida por Ang Il; (8) A inibicao
da eNOS, GC e AC também bloqueia o inotropismo negativo desencadeado por Ang
II; (9) Os efeitos contrateis de ambos os peptideos ndo foram influenciados por
alteracdes na FC em coragdes isolados de ratos; (10) A vasodilatacao coronariana
induzida por Ang-(1-7) foi bloqueada na presenca dos antagonistas dos receptores
Mas, AT1, AT2, MrgD e inibidores das enzimas eNOS, GC e AC; (11) A
vasodilatacao coronariana promovida por Ang Il foi bloqueada na presenca dos
antagonistas dos receptores Mas e MrgD; (12) Os antagonistas dos receptores AT1
e AT2 atenuaram a vasodilatagdo coronariana induzida por Ang Il; (13) A inibicdo da
ECA2 bloqueia o efeito da Ang Il na vasomotricidade coronariana; (14) A
vasodilatacao coronariana promovida por Ang Il foi bloqueada na presenca de
inibidores das enzimas eNOS e AC e atenuada na presenca de inibidor da enzima
GC; (15) Ang-(1-7) em baixa concentragéo induz a fosforilagdo da AKT em células
endoteliais humanas; (16) Nao houve alteragdes na fosforilagdo da AKT induzidas
por Ang Il; (17) O bloqueio farmacolégico dos receptores angiotensinérgicos
diminuiram a fosforilagdo de AKT induzida pela Ang-(1-7) em células endoteliais
humanas; (18) O silenciamento dos genes dos receptores AT1 e Mas também
reduziram a fosforilacado de AKT em células endoteliais humanas.

5.1. Inotropismo negativo induzido por Ang-(1-7) e Ang Il.

Em nosso estudo demonstramos que o inotropismo negativo desencadeado

por baixas concentragbes de Ang-(1-7) e Ang Il em preparagdes in vivo ocorre por
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mecanismos independentes de alteragbes na PAM e FC. Além disso, esses
peptideos promoveram inotropismo negativo em coragcbdes isolados de ratos,

independentes de alteragcbes na FC.

Poucos estudos tém proposto investigar os efeitos contrateis da Ang-(1-7).
Castro-Chaves et al. (2009) utilizando Ang-(1-7) em concentragdes micromolares em
musculo cardiaco de coelhos demonstraram que, esse peptideo pode promover
efeito inotrépico negativo. Os autores concluiram que esse efeito pode ocorrer por
mecanismos dependentes da ativacado do receptor Mas e da sintese e liberagcao de
NO (36). Sampaio et al. (2003) demonstraram que a infusdo de Ang-(1-7), em
concentragdes fisiolégicas, em ratos Wistar aumentou o débito cardiaco. No entanto,
os autores afirmaram que esse efeito pode estar relacionado a diminuicdo da

resisténcia periférica vascular promovida por Ang-(1-7) (115).

O efeito inotrépico da Ang-(1-7) tém sido muitas vezes relacionado a
influéncia desse peptideo na cinética do Ca?* em cardiomiocitos (116). Sendo o Ca**
o principal ion responsavel pela contratilidade cardiaca, qualquer alteracdo nos
niveis intracelulares ou na afinidade dos filamentos contrateis a esse ion pode
desenvolver alteragdes na contratilidade. Dias-Peixoto et al. (2008) demonstraram
em midcitos ventriculares que o tratamento agudo com Ang-(1-7) na concentragcao
de 10 nmol/L nao causou nenhuma alteragdo na cinética do Ca®*". No entanto a
delegdo cronica do receptor Mas reduziu o transiente de Ca®* e a expressdo da
SERCA (116). Alteracdes nas correntes de Ca®" também foram descritas em
modelos de superexpressao de Ang-(1-7). Nesse caso, a Ang-(1-7) aumentou o
transiente de Ca?** e a expressdao da proteina SERCA, aumentando

consequentemente a concentragdo de Ca®* no RS (94).

Surpreendentemente, em nosso estudo demonstramos que o inotropismo
negativo promovido por Ang-(1-7) nao foi bloqueado na presenca de A-779, o
antagonista do receptor Mas. Entretanto, esse efeito foi bloqueado na presenca de
D-PRO, um antagonista do receptor MrgD. Recentemente descrito como receptor do
peptideo alamandina (64), estudos tém demonstrado que esse receptor também
possui afinidade a Ang-(1-7) devido a sua alta similaridade ao receptor Mas (114).
Como demonstrado por Tetzner et al. (2016), o antagonista do receptor MrgD, D-
PRO, também pode inibir a ativagéo do receptor Mas. Essa participagéo do receptor
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MrgD no inotropismo cardiaco foi confirmada pela utilizagcdo de alamandina. Em
nosso estudo a alamandina promoveu inotropismo negativo semelhante a Ang-(1-7)
e esse efeito foi bloqueado na presenca do D-PRO. Dessa forma, esses resultados
demonstram a importancia dos receptores MrgD no inotropismo negativo provocado

por concentragdes picomolares de Ang-(1-7).

Ainda na classe dos receptores angiotensinérgicos, nossos resultados
demonstraram que o bloqueio dos receptores AT2 e AT1 por PD123319 e Losartan
respectivamente, foram capazes de inibir os efeitos cardiacos induzidos por Ang-(1-
7) em concentragdes picomolares. Diferentes mecanismos podem ajudar a explicar
esses resultados. Primeiramente, os antagonistas podem ser inespecificos em suas
ligacbes. Além disso, pode ocorrer uma interagcao fisica e funcional entre os
receptores angiotensinérgicos presentes nos cardiomiocitos. Numerosos estudos
tém demonstrado que as agbes da Ang-(1-7), tais como vasodilatacao (117),
reducéo da pressao arterial (118,119) e inducao da sintese de NO (120), podem ser
bloqueadas por antagonistas do receptor AT2 como o PD123319. Essa interagao
entre Ang-(1-7) e receptor AT2 tem sido alvo de controversos estudos.
Recentemente, Tetzner et al.(2016) demonstraram que o antagonista PD123319
também € capaz de inibir os receptores Mas e MrgD, dois receptores de Ang-(1-7)
(114). Assim, esses autores sugerem que os estudos relatando a participagao do
receptor AT2 nas respostas fisiolégicas da Ang-(1-7) na verdade estavam
descrevendo um possivel bloqueio dos dois receptores causados pelo PD123319
(114). Ao contrario do sugerido por esse autor, nés demonstramos que a Ang-(1-7)
pode estar atuando sobre o receptor AT2 visto que a inibicao desse receptor aboliu o
inotropismo negativo da Ang-(1-7), resultado ndo observado quando utilizamos o
antagonista do receptor Mas. Reforcando a hipotese de participagdo do receptor
AT2, nés demonstramos que a ativagcao direta desse receptor por seu agonista, o
C21, induziu inotropismo negativo em coragdes isolados de ratos. Em conjunto,
esses resultados sugerem que os efeitos da Ang-(1-7) podem estar relacionados a

ativacao direta do receptor AT2.

Além do receptor AT2, nossos resultados demonstraram também que o
receptor AT1 pode estar envolvido no efeito inotropico negativo desencadeado por
Ang-(1-7) em concentragdes picomolares, uma vez que, ao ser bloqueado a

resposta contratil foi inibida. De acordo com Galandrin et al. (2016) apesar de
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modesta afinidade ao receptor AT1, a Ang-(1-7) pode se ligar a este receptor
ativando a via da B-arrestina, sendo essa via, responsavel por efeitos opostos aos
desencadeados através da via Angll/AT1/Gq (121). A ativacao de B-arrestina através
do receptor AT1 € independente da ativacdo da proteina G e alguns analogos de
Ang Il como o Sar1-lle4-lle8-angiotensin (Sll) tem sido descritos como agonistas
tendenciosos para a via da [-arrestina, ou seja, agonistas do receptor AT1
incapazes de ativar sinalizacdo celular através da proteina G, desencadeando
respostas cardioprotetoras devido a ativacdo de vias relacionadas a B-arrestina.
(122,123).

Diversos estudos tém proposto uma possivel dimerizagcdo e interagao
funcional entre os receptores AT1 e Mas (87,124,125). Esses receptores acoplados
a proteina G com sete dominios transmembrana podem formar homo ou
heterodimeros com outros receptores presentes na membrana plasmatica (68). Essa
dimerizacdo pode ser importante para determinar a fungcado do receptor como, sua
ligagdo, ativacado, dessensibilizacdo e vias de resposta intracelular (68). O
conhecimento dessas dimeriza¢des pode levar ao desenvolvimento de substancias,
que possam nao so6 ativar receptores unicos como também receptores dimerizados,
abrangendo um maior espectro de acgdes fisioldgicas (126). Canals et al. (2006)
demonstraram que a atividade do receptor AT1 pode ser modulada pela
coexpressao de outros receptores acoplados a proteina G, inclusive ao receptor Mas
(125). Essa interagéo causa modificagdes conformacionais no receptor AT1 quando
heterodimerizado ao receptor Mas (127). Recentemente, nosso grupo demonstrou
que o tratamento de ratos com hipertensao arterial induzida por coarctacao da aorta
abdominal com o antagonista do receptor AT1, Losartan, restauraram o efeito
vasodilatador coronariano induzido por Ang-(1-7), o que sugere uma importante
interacdo entre os dois receptores. Essa interacdo pode, inclusive, promover

diferentes respostas entre modelos normais e patologicos (111).

Além dos complexos mecanismos de interagcdo entre receptores
angiotensinérgicos propostos acima, diferentes mecanismos intracelulares podem
ser sugeridos para explicar os efeitos diretos da Ang-(1-7) na contratilidade cardiaca.
Em nosso estudo demonstramos que o L-Name, ODQ e MDL12,330A bloquearam a
resposta inotrépica promovida pela Ang-(1-7) em coragdes isolados de ratos.

Diversos estudos tém demonstrado que a ativacdo da via NO/GC/GMPc reduz a
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contratilidade cardiaca, promovendo um efeito inotropico negativo (128,129).
Pellegrino et al. (2009) demonstraram em coragdes isolados de ratos que o
inotropismo negativo desencadeado por nitrito ocorre via ativagcdo de GMPc-PKG e
por mecanismos independentes da formacao de NO pela eNOS (129). Apesar de
ainda escassos, alguns estudos tem proposto a NO sintase neuronal (nNOS) como
uma importante isoforma de NOS responsavel por alteragcbes na contratilidade
cardiaca (130). Como demonstrado por Burkard et al. (2007), a nNOS quando super
expressa promove a reducao da contratilidade cardiaca em camundongos. Segundo
os autores, essa redugcdo pode ter ocorrido devido a dois importantes fatores,
primeiro eles observaram uma interacao entre a SERCA e nNOS, que potencializou
as acdes da SERCA e segundo, a nNOS pode reduzir a concentragao de canais de
Ca?* do tipo L reduzindo a entrada desse ion em cardiomidcitos (130). Além disso,
estudos relataram que o tratamento agudo com Ang-(1-7) na concentragdo de 10
nmol/L pode aumentar os niveis de NO através do aumento da ativagcdo de NOS.
Nesse estudo, o efeito da Ang-(1-7) foi bloqueado na presenca de antagonista do

receptor Mas e com a delecao génica deste receptor (116).

Semelhante aos efeitos observados com Ang-(1-7) na contratilidade
cardiaca, nossos resultados também demonstraram que a Ang Il induziu inotropismo
negativo em coragcbes isolados de ratos Wistar. Inumeros estudos vém
demonstrando diferentes efeitos inotrépicos da Ang Il. Esses estudos tém
demonstrado, que a Ang Il pode promover efeito inotrépico positivo
(35,102,103,122), negativo (104) ou nenhum efeito (131) sobre a contratilidade
cardiaca. No entanto as vias de sinalizagao envolvidas nessas respostas inotropicas
nao estao totalmente esclarecidas. Utilizando Ang Il na concentragdo de 0,5 uM em
preparacbes de musculo papilar de gatos, Matiazzi (1997) demonstrou que esse
peptideo induz inotropismo positivo mediado pela ativacdo do receptor AT1 e
ativacao de segundo mensageiros como o IP3; e DAG que modificam a concentracao
de Ca? intracelular e a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*. Semelhantemente,
Salas et al. (2001) demonstraram em musculo papilar de gatos e miécitos isolados
que a Ang Il na concentragcao de 0,5 uM induz inotropismo positivo mediado pela
ativacao de PKC. Utilizando cardimidcitos isolados de gatos, Cingolani et al. (2006)
demonstraram que a Ang Il na concentracdo de 1nM induz inotropismo positivo

mediado por ativacdo do receptor AT1, aumentando a producdo e liberacado de
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endotelina. Diferentemente, Lefroy et al. (1996) demonstraram em cardiomiocitos
isolados de diferentes espécies que a Ang Il em concentragcbes entre 1nM e 10 uM
nao é capaz de induzir qualquer alteracao contratil. Semelhante a nosso resultados,
inotropismo negativo foi observado em coragdes isolados de camundongos
perfundidos com Ang Il na concentragdo de 3 nmol/L (11). Os autores desse estudo
demonstraram que esse efeito esta relacionado a ativacdo do receptor AT1, que
inibe a proteina P13 quinase a (PI3Ka). A ativacdo de PI3Ka aumenta o influxo de
Ca®" através dos canais de Ca®" do tipo L, assim, sua inibicdo reduz os niveis

citosélicos de Ca®" em cardiomidcitos, levando a diminuigdo da forca de contracéo

(11).

Avaliando a participacao dos receptores angiotensinérgicos, demonstramos
que o bloqueio do receptor AT1 nao inibiu a resposta inotrépica negativa da Ang Il,
principal agonista desse receptor, demonstrando que o receptor AT1 pode nao
participar diretamente dessa resposta. Esse resultado sugere que os efeitos da Ang
I na contratilidade cardiaca em concentragdes picomolares possam estar

relacionados a vias de sinalizacao independentes de ativacao do receptor AT1.

Além do receptor AT1, avaliamos se o efeito inotrépico da Ang Il estaria
relacionado a ativagao do receptor AT2. Classicamente associado a efeitos contra
regulatérios aos desencadeados pela ativacao do receptor AT1 (132,133), o receptor
AT2 €& expresso em diferentes tipos celulares, como células endoteliais,
cardiomiécitos e células da musculatura lisa vascular (3). Em nosso estudo, quando
bloqueado o receptor AT2, ndo houve inibicdo da resposta inotropica negativa
induzida por Ang Il em coragdes isolados de ratos. Esses resultados sugerem que,
assim como o receptor AT1, o receptor AT2 de Ang Il parece nao participar
diretamente das respostas cardiovasculares induzidas por baixas concentragdes de
Ang Il em coragbes isolados de ratos. Assim como observado nos resultados obtidos
com Ang-(1-7), a auséncia de efeitos contrateis na presenca de D-PRO também foi
observada na presenca de Ang Il. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
confirmar a relacdo do receptor MrgD a mecanismos sinalizadores cardiacos

desencadeados pela Ang Il

Apesar da participacao do NO no efeito inotropico negativo desencadeado
por Ang-(1-7), o mesmo nao pode ser observado nos resultados da Ang Il no
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inotropismo cardiaco. L-Name, ODQ e MDL 12,330A nao alteraram a reducao da
contratiidade desencadeada pela Ang Il em coragbes isolados de ratos. Esse
resultado claramente sugere que vias independentes de NO possam atuar no

inotropismo cardiaco desencadeado por Ang |l.

Como ja citado anteriormente as respostas inotrépicas da Ang Il ainda séo
bastante controversas. Estudos apontam que o inotropismo positivo promovido pela
Ang Il pode estar relacionado diretamente a ativagdo da proteina quinase C (PKC)
(122), aumento das correntes de Ca* do tipo L (35), ativacdo da B-arrestina-2 (122)
e secundariamente a liberagdo de endotelina 1(103). Ja o efeito inotrépico negativo
pode estar associado com as atividades das proteinas PKC e p38 MAPK (104,134).
Palomeque et al. (2006), demonstraram em midcitos isolados de ratos, que a Ang Il
na concentracdo de 1umol/L foi capaz de reduzir a funcdo contratii dos
cardiomiocitos. Essa redugdo nao ocorre por diminuigdo da concentragdo de Ca®* no
meio intracelular e sim por redugdo da afinidade do Ca?* aos miofilamentos
contrateis. Além disso, os autores sugerem que esse efeito ocorre via PKC, tirosina
quinase e p38 MAPK, uma vez que, a p38 MAPK é um efetor para a reducéao da
responsividade dos miofilamentos ao ion Ca®". Os autores também demonstraram
em seu estudo que as espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pela Ang II,
nao influenciam na resposta inotrépica negativa desencadeada por este peptideo
(104).

Por fim, a participagdo da FC nas respostas inotropicas ja &€ bem
estabelecida. No entanto, nosso estudo demonstrou que as respostas inotrépicas e
consequentemente, as respostas coronarianas induzidas por Ang-(1-7) e Ang Il ndo
sao influenciadas pela FC, pois nao encontramos nenhuma alteracao induzida por

ambos os peptideos ou qualquer antagonista ou inibidor na FC.

Essa escassez e heterogeneidade no tipo de resposta inotrépica
desencadeada por Ang-(1-7) e Ang Il, respectivamente, no musculo cardiaco sugere
que o efeito final de ambos os peptideos no acoplamento excitagdo-contragéo possa
ser resultado de um complexo equilibrio entre a ativagdo e interagao funcional de

receptores acoplados a proteina G e a sinalizacao intracelular desencadeada.
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5.2. Vasodilatacao Coronariana induzida por Ang-(1-7) e Ang Il

Além do inotropismo cardiaco promovido por Ang-(1-7) e Ang Il em coracdes
isolados de ratos, nosso estudo demonstrou que ambos os peptideos em

concentragdes picomolares induziram significativa vasodilatagcao coronariana.

Em nosso estudo demonstramos que além de alteragdes inotropicas, a Ang-
(1-7) em concentragdes picomolares promove vasodilatacdo em coronarias de ratos
saudaveis. Esse efeito foi bloqueado na presenca de antagonistas dos receptores
Mas, MrgD, AT1 e AT2. Além disso, a inibicado das vias NO/Gc/GMPc e AC/AMPc

também bloqueou a vasodilatacdo coronariana desencadeada por Ang-(1-7).

Numerosos estudos tém demonstrado o efeito vasodilatador coronariano da
Ang-(1-7). De acordo com Souza et al. (2013), a Ang-(1-7) e o AVE 0991, um
agonista do receptor Mas, em concentracbes picomolares induzem potente
vasodilatagao coronariana através da ativagéo do receptor Mas e da via NO-GC em
coronarias de ratos saudaveis, no entanto esse efeito € perdido em condi¢des
patolégicas, tais como a hipertrofia cardiaca induzida por aumento de pressao
arterial (112). Segundo Castro et al. (2005), a acao vasodilatadora da Ang-(1-7) em
baixas concentracdes via ativacao do receptor Mas € fortemente influenciada por
mecanismos dependentes da sinalizacdo de receptores AT1 e AT2, levando a
liberacdo de NO e prostaglandinas induzida por baixa concentracdo de Ang-(1-7) em
coronarias de camundongos (87). Corroborando com os resultados acima descritos,
recentemente, nosso grupo demonstrou em coragdo de ratos submetidos a
sobrecarga pressoérica, que o tratamento com antagonista do receptor AT1 restaura
o efeito vasodilatador coronariano induzindo por Ang-(1-7), esse efeito nao foi
observado com o tratamento com inibidores de ECA, bloqueadores de canais de
Ca?* e antagonistas de receptores mineralocorticoides (111). Além desse ja
estabelecido efeito vasodilatador da Ang-(1-7) via receptor Mas, também
demonstramos que o receptor MrgD, assim como no inotropismo cardiaco, pode ser
relacionado a vasodilatacdo coronariana induzida por concentragdes picomolares de
Ang-(1-7). Essa participagdo também foi confirmada na presenca de alamandina,
que na presencga de D-PRO, nao promoveu vasodilatacao coronariana. Assim, mais
uma vez, nossos resultados reforcam que possiveis interagées entre Ang-(1-7) e
receptor MrgD podem resultar em importantes efeitos cardioprotetores.
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Assim como a influéncia do receptor Mas e MrgD, nossos resultados
demonstraram que o receptor AT2 pode influenciar nas respostas vasodilatadoras
em coronarias induzida por Ang-(1-7). Essa participacdo do receptor AT2 foi
confirmada em experimentos utilizando o C21, onde, na presenca do PD123319,
esse seletivo agonista AT2 nao foi capaz de induzir vasodilatagdo coronariana. De
acordo com Costa et al. (2010), a Ang-(1-7) ativando receptores AT2 pode causar
aumento na atividade da NOS em cardiomiécitos de ratos hipertensos (135).
Estudos tém demonstrado que a ativacdo do receptor AT2 também pode induzir a
producédo de bradicinina, que estimulando o receptor B2 leva a ativacdao da NOS
com consequente vasodilatacao (136). Além disso, em coronarias de caes a
resposta vasodilatadora da Ang-(1-7) tem sido atribuida a ativagao da producéo local

de bradicinina mediada por ativacao do receptor AT2 (137).

Recentemente, Moraes et al. (2017) demonstraram em coracgdes isolados de
ratos, que a Ang-(1-7) induz vasodilatagao coronariana mediada por ativagao do
receptor Mas e interacbes com a ECA e ECA2. Segundo esses autores o bloqueio
do receptor AT1 néao foi capaz de inibir essa resposta (138). Diferentemente, em
nosso estudo demonstramos que o bloqueio do receptor AT1 com losartan inibiu a
vasodilatagao coronariana induzida por Ang-(1-7). A participacdo do receptor AT1
nos efeitos da Ang-(1-7) foi proposto por Teixeira et al. (2017), segundo esses
autores, a Ang-(1-7) é capaz de se ligar ao receptor AT1 sem ativar a proteina Gq.
No entanto, esse peptideo quando ligado ao receptor AT1, ativa a via da B-arrestina
atuando como um agonista tendencioso. Dessa forma, os autores afirmam que a
Ang-(1-7) € capaz de promover respostas cardioprotetoras através da ativacao do
receptor AT1 (139). Essa influéncia do receptor AT1 em respostas cardiovasculares
desencadeadas pela Ang-(1-7) também foi avaliada em nosso estudo, onde
demonstramos em células endoteliais humanas que a fosforilagdo da AKT, uma
proteina relacionada ao aumento da sintese de NO via eNOS (140), induzida por
Ang-(1-7) em concentragbes picomolares foi inibida tanto por bloqueio
farmacolégico, quanto por silenciamento génico do receptor AT1. Em conjunto,
esses resultados claramente demonstram que o efeito vasodilatador coronariano da
Ang-(1-7) pode também ser influenciado por ativacdo do receptor AT1 e

consequente ativacao da via do NO.
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A participacdo do NO nos efeitos vasodilatadores da Ang-(1-7) tém sido
descrita em inumeros estudos (36,87,140). Diversos efeitos promovidos por Ang-(1-
7) sao mediados via NO (135,141). Sampaio et al. (2007) demonstraram que a
vasodilatacao desencadeada por Ang-(1-7) pode ser causada em partes, pela
liberagdo de NO (140). O relaxamento coronariano esta diretamente relacionado a
sintese de NO e ao aumento das concentragbes intracelulares de GMPc e AMPc
(142). Esses dois nucleotideos ciclicos, atuando em diferentes alvos intracelulares,
modulam a concentracdo de Ca?* induzindo a vasodilatacdo coronariana (142). Essa
diminuicdo do Ca** no musculo liso vascular ocorre devido ao aumento da
recaptagdo de Ca*" através da SERCA (143), redugdo do influxo de Ca®* através
dos canais para Ca?" do tipo L e a ativagdo dos canais de K induzindo a
hiperpolarizacado (144,145). Essa participacdo de vias dependentes de NO nos
efeitos coronarianos desencadeados por Ang-(1-7) também foi demonstrada em
nosso estudo, tanto em 6rgao isolado quanto em células endoteliais humanas

através da fosforilagdo da AKT.

Assim como a Ang-(1-7), nossos resultados demonstraram que a Ang Il em
concentragdes picomolares, além de induzir inotropismo negativo € capaz de
promover vasodilatacdo em coronarias de ratos saudaveis. Esse efeito nao foi
bloqueado na presenca dos classicos antagonistas dos receptores AT1 e AT2,
Losartan e PD123319 respectivamente. No entanto, demonstramos que a
vasodilatagao coronariana induzida por Ang Il foi bloqueada na presenca do inibidor

da ECA2 e do bloqueador do receptor Mas e MrgD.

Classicamente, a Ang Il tem sido descrita como vasoconstritora em diversos
leitos vasculares, inclusive em coronarias (146). Esse efeito vasoconstritor tem sido
exaustivamente associado a ativacao do receptor AT1 (76,147). No entanto, estudos
tém demonstrado que esse peptideo pode induzir vasodilatacdo em diferentes leitos
vasculares, como arteriolas cerebrais (148) e mesentéricas (149). Vincent et al.
(2005) demonstraram vasodilatacao promovida por Ang Il em arteriolas cerebrais de
ratos durante bloqueio do receptor AT1. Segundo Sampson et al. (2012), a continua
infusdo de baixas doses de Ang Il podem induzir a liberacdo de NO o que pode
ocasionar um efeito vasodilatador (150). A Ang Il também pode induzir vasodilatagcao
através da ativacao do receptor AT2 e possiveis interacbes com receptores

conhecidos por suas respostas vasodilatadoras (150,151). Diferente do proposto na
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literatura, nossos resultados ndo demonstraram uma influéncia direta dos receptores
AT1 e AT2 no efeito vasodilatador induzido por Ang Il, pois na presenca de

antagonista dos mesmos, esse efeito nao foi inibido, mas atenuado.

Como descrito anteriormente, a ECA2 pode induzir a formacao de Ang-(1-7)
através da clivagem direta de Ang Il (152) ou indiretamente através da clivagem de
Ang | (80). Predominantemente expressa no rim e coragéo, a ECA2 é a principal via
de sintese de Ang-(1-7) em coragdes saudaveis de humanos (153). Essa enzima
também €& expressa em células endoteliais, onde desempenham um importante
papel na formacao de Ang-(1-7) inclusive na circulagdo coronariana (153). Como
demonstrado por Zisman et al. (2003) quando ocorre a diminuigdo da sintese de Ang
I na presenga de enalapril a concentracdo de Ang-(1-7) €& significativamente
reduzida em artérias coronarias de humanos. Além disso, Campbell et al. (1986)
demonstraram em seu estudo a existéncia de SRA locais, ou seja, determinamos
tecidos possuem a capacidade de sintetizar diversos peptideos do SRA
independentes do SRA circulante exercendo importantes fungdes fisiolégicas nos
tecidos de origem (154). Nossos resultados sugerem que através da ECA2 a Ang I
perfundida nos coracgdes isolados de ratos foi clivada em Ang-(1-7) resultado em
vasodilatacao coronariana, pois esse efeito foi inibido na presenca de DX600.
Refor¢cando a hipotese de clivagem da Ang Il em Ang-(1-7) via ECA2 em coronarias
de ratos, nossos resultados demonstram que tanto o bloqueio do receptor Mas
quanto o bloqueio do receptor MrgD inibiram essa resposta vasodilatadora, ao
contrario do observado na presenca dos antagonistas dos receptores AT1 e AT2.
Além disso essa resposta também foi dependente de NO, uma vez que, o L-Name

inibiu a vasodilatagéo induzida pela perfusdo de Ang Il

Sumarizando, nossos resultados demonstraram os efeitos inotropico
negativo e vasodilatador coronariano da Ang-(1-7) e Ang Il em concentragbes
picomolares. Além disso, a ativacdo do receptor MrgD pode estar diretamente
relacionado a possiveis respostas moduladoras da contratilidade cardiaca e
vasomotricidade coronariana de ambos os peptideos. Em nosso estudo também
observamos que o efeito inotropico negativo, ndo € dependente de ativagdo do
receptor Mas, pois ao bloquearmos este receptor a reducéo da forca de contragéo
nao foi alterada. Também demonstramos que o efeito inotrépico negativo e

vasodilatador coronariano desencadeado pela Ang-(1-7) em concentragao
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picomolar, pode estar relacionado a ativacao dos receptores AT1 e AT2, além de
uma possivel participacdo das vias NO/GC/GMPc e AC/AMPc. A ativagdo do
receptor AT1 como principal ativador do inotropismo negativo e o receptor AT2 como
principal ativador da resposta vasodilatadora coronariana da Ang Il, tém sido
propostas. No entanto, nosso estudo demonstrou que o bloqueio do receptor AT1 e
AT2 nao influenciaram na resposta inotrépica negativa e vasodilatadora coronariana
desencadeada por Ang Il em concentragdes picomolares em coragdes isolados de
ratos saudaveis. Interessantemente, n6s demonstramos que o efeito inotrépico
negativo induzido por Ang Il pode estar relacionado a ativacao do receptor MrgD
sem envolvimento da via do NO. Ja a vasodilatagdo coronariana induzida por Ang Il
pode envolver uma importante clivagem desse peptideo em Ang-(1-7), destacando a

importancia da via ECA2/Ang-(1-7)/Mas proposta em nossos resultados.
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6. CONCLUSAO

e Ang-(1-7) e Ang Il em concentragdes picomolares promovem efeito inotropico
negativo em ratos anestesiados e em coracdes isolados de ratos

e O efeito inotrépico negativo observado em ratos anestesiados nao é
influenciado por alteragées na FC e PAM.

e A inibicdo do receptor Mas nao interfere no efeito inotrdépico negativo
promovido pela Ang-(1-7).

e Os receptores AT1, AT2, Mas e as enzimas NOS, GC e AC parecem nao
interferir de forma direta nas respostas contrateis promovidas por Ang II.

e Todos os antagonistas e inibidores foram eficazes em bloquear a
vasodilatagao induzida por Ang-(1-7).

e Ainibicao da ECA2 bloqueia o efeito vasodilatador da Ang IlI.

e O bloqueio dos receptores AT1 e AT2 e da enzima GC néo interferem na
resposta vasodilatadora coronariana induzida por Ang Il.

e Os efeitos inotropicos e vasodilatadores promovidos por ambos os peptideos
nao séao influenciados por alteragbes na frequéncia cardiaca.

e O bloqueio farmacologico dos receptores AT1, AT2 e Mas diminui a
fosforilagcdo de AKT induzida por concentragdes picomolares de Ang-(1-7) em
células endoteliais humanas.

e O silenciamente génico dos receptores AT1 e Mas reduzem a fosforilacdo de
AKT induzida por baixas concentragbes de Ang-(1-7) em células endoteliais
humanas.

e A Ang Il ndo promove/altera a fosforilagdo de AKT em células endoteliais

humanas.

Estes resultados sugerem que a Ang-(1-7), em concentragdes proximas a
concentracao fisiolégica possui importantes efeitos diretos sobre a contratilidade
cardiaca e vasomotricidade coronariana. Similar a Ang-(1-7), a Ang |l possui
importante, porém controverso efeito sobre a contratiidade cardiaca.

Interessantemente, essa perfusdo de Ang Il em concentragcdo picomolar em
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coragdes isolados ratos induz vasodilatagao coronaria mediada em partes pela via
ECA2/Ang-(1-7)/Mas.
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