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RESUMO

A Ang-(1-7) possui um importante papel no controle cardiovascular e seus efeitos
cardioprotetores tornam-se cada vez mais evidentes. O objetivo deste estudo foi
avaliar o desenvolvimento da hipertensdo arterial (HA) do tipo DOCA-Sal,
remodelamento e fungdo cardiaca em ratos transgénicos que superexpressam Ang-
(1-7) circulante, TGR(A1-7)3292 (TGR). Ratos TGR e Sprague-Dawley (SD)
foram submetidos a uninefrectomia, implante de acetato de deoxicorticosterona (200
mg/ Kg) e ingestdo de solugdo de NaCl, 0,9% e KCl, 0,2% por 30 dias (TGR-DOCA
e SD-DOCA). Os animais dos grupos controle foram submetidos apenas a
uninefrectomia. A pressdo arterial sistlica (PAS) foi determinada por
pletismografia de cauda no dia anterior a cirurgia e durante o desenvolvimento da
HA-Doca-Sal. Apds os 30 dias, a fungdo ventricular sistdlica e diastdlica foi
avaliada por ecocardiografia. Os animais foram sacrificados por decapitacdo
seguida de coleta do VE e plasma para a realizacdo das seguintes andlises: razio
entre o peso do VE/comprimento da tibia, expressio do mRNA e deposi¢do de
colagenos do tipo I e IIl no VE, dosagem dos niveis de Ang-(1-7) e Ang II no
plasma e no VE e andlise da expressdo de mRNA de componentes do SRA no VE.
Os animais TGR e SD apresentaram valores basais de PAS semelhantes e apds a
inducdo da HA apresentaram aumento da PAS (p<0,001). No entanto, a PAS dos
ratos TGR-DOCA foi significativamente menor que a PAS dos SD-DOCA em todo
periodo avaliado (p< 0,05). Os ratos SD-DOCA apresentaram aumento da fracdo de
ejecdo e fracdo de encurtamento, caracterizando uma fase compensada da fungdo
cardiaca, no entanto, com sinais de disfun¢éo diast6lica com redugdo da relagdo do
diametro Aorta/ AE e aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico em
comparagdo aos SD (p<0,05). Os TGR-DOCA ndo apresentaram alteracdo na
funcdo ventricular sistdlica e diastdlica. Os animais TGR-DOCA apresentaram uma
atenuacdo da hipertrofia cardiaca em relagdo aos animais SD-DOCA (p<0,05). A
expressdo dos coldgenos do tipo I e III ndo diferiu entre os grupos em condi¢des
basais, mas ap6s a indugdo da hipertensdo os animais TGR-DOCA apresentaram
uma menor expressdo do mRNA do coldgeno do tipo I e Il quando comparados aos
SD-DOCA (p< 0,05). Os TGR apresentaram niveis elevados de Ang-(1-7) no

plasma, sem alteracdo da Ang II plasmatica, associado a reducdo dos niveis de Ang
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I no VE (p< 0,05), sem alteracdo nos niveis de Ang-(1-7) no VE. Apds a
hipertensdo DOCA-Sal foi observado reducdo dos niveis de Ang II no plasma e no
VE nos SD, sem alteracdo nos niveis de Ang-(1-7). No entanto, os ratos TGR-
DOCA mostraram uma atenuagdo nos niveis elevados de Ang-(1-7) no plasma e
aumento de ~2,5 vezes nos niveis de Ang-(1-7) no VE, associado a reducdo dos
niveis de Ang II (p< 0,05). Os ratos TGR apresentaram um aumento da expressao
de mRNA para a ECA2 no VE, sem alteracdo da expressdo do mRNA para a ECA .
No entanto, os animais TGR-DOCA apresentaram reducio da expressdo da ECA e
reducdo da ECA2 a niveis similares aos do SD. A expressdo do mRNA para o
receptor Mas reduziu no VE dos ratos TGR ap6s a hipertensdo (p<0,05), enquanto a
expressdo para o receptor AT, ndo alterou nos ratos TGR-DOCA. Os resultados de
nosso estudo mostram que o aumento cronico dos niveis de Ang-(1-7) atenua a
hipertensdo arterial, disfuncdo ventricular e producdo de fibrose cardiaca apods a
inducdo do modelo de hipertensio DOCA-Sal. Nossos dados sugerem ainda que
estes efeitos podem estar relacionados a um aumento nos niveis de Ang-(1-7) no

coragao.
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ABSTRACT

It is currently accepted that Ang-(1-7) has an important role in cardiovascular
control and its cardioprotective effects have become increasingly evident. The
purpose of this study was to evaluate the development of arterial hypertension in
DOCA-Salt model and its effects on cardiac function and remodeling in transgenic
rats that overproduce circulating Ang-(1-7), TGR(A1-7) 3292 (TGR). TGR and
Sprague-Dawley (SD) rats were submitted to right nephrectomy, implantation of
acetate deoxycorticosterone (200 mg / kg) and a daily intake of NaCl, 0.9% and
KCl, 0.2% solution for 30 days (TGR-DOCA and SD-DOCA). The control groups
were submitted only to uninefrectomy. The systolic blood pressure (SBP) was
determined by tail pletismography before and during the development of DOCA-
Salt-Hypertension. After 30 days, the systolic and diastolic ventricular function was
assessed by echocardiography. The animals were sacrificed by decaptation and the
left ventricle (LV) and plasma were collected for the following analysis: the ratio
between the weight of LV/ length of the tibia, expression of mRNA and deposition
of collagens in the LV, determination of Ang-(1-7) and Ang II levels in plasma and
in the LV, and the expression of mRNA of the RAS components in the LV. TGR
and SD had similar baseline SBP and had a significant increased after the surgery
(p< 0.001). However, the SBP of the TGR-DOCA were significantly smaller than
those of SD-DOCA during the whole period (p< 0.05). The SD-DOCA showed an
increased ejection fraction and shortening fraction, suggesting a compensated phase
of cardiac function. However, SD-DOCA presented signs of diastolic dysfunction
with a reduction of the diameter of Aorta/ Left Atrium and increased the
isovolumetric of relaxation time compared to SD (p< 0.05). The TGR-DOCA
showed no change in cardiac function. The hypertrophy induced by DOCA-Salt-
hypertension was attenuated in TGR rats. The expression of collagens did not differ
between groups in baseline conditions, however after the induction of hypertension,
animals TGR-DOCA had a lower expression of the mRNA of collagen type I and III
compared to SD-DOCA (p< 0.05). The TGR showed higher levels of Ang-(1-7) in
plasma, without any change in Ang II, associated with a reduction only in the levels
of AngIIin LV (p <0.05). In SD, the DOCA-salt hypertension reduced the levels of
Ang Il in plasma and LV, without any change in the levels of Ang-(1-7). However,
in TGR-DOCA there was an attenuation of the high levels of Ang-(1-7) in plasma
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and an increase in ~2.5 times in Ang-(1-7) levels in LV, which was associated with
a reduction in levels of Ang II (p <0.05). TGR showed an increase in mRNA
expression for the ACE2 in LV, without changing the mRNA expression for ACE.
TGR-DOCA reduced the mRNA expression for ACE and ACE2 in LV. The mRNA
expression for Mas receptor in LV was reduced in TGR after hypertension (p
<0.05), whereas no change was observed in mRNA expression for AT, in TGR-
DOCA. These data suggest that chronic increased levels of Ang-(1-7) reduces the
level DOCA-Salt hypertension, cardiac dysfunction and fibrosis associated. These

effects may be related to the increased levels of Ang-(1-7) in the heart.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais: Sistema Renina Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) ¢ considerado um sistema endocrino
circulante regulador essencial das fungdes cardiovasculares e renais. Este sistema
desempenha um papel importante no controle da pressao arterial, na homeostase dos
fluidos corporais e eletrolitos e na fungdo celular (Ferrario e cols., 1997; Santos e
cols., 2003).

Recentemente, o conceito classico do SRA como um sistema hormonal
circulante sofreu importantes modificagdes (Dostal e cols., 1999). A partir do
avango da biologia molecular e celular foram identificados novos peptideos
integrantes deste sistema, assim como novas interagdes hormonio-receptor e fungdes
diferentes das ja conhecidas. Além disso, o uso da biologia molecular possibilitou a
identificacao da presenca de MRNA dos componentes do SRA em diferentes tecidos,
0 que sugere a existéncia de um sistema tecidual que ndo requer uma secrecao
hormonal na circulacao sistémica (Carey & Siragy., 2003). Desta forma, o SRA
desempenha seu papel na manutengdo da homeostase a partir de uma forma
circulante e uma tecidual. Porém, a divisdo deste sistema nessas duas formas torna-
se, de certa forma, incorreta devido ao fato de existir uma possibilidade de interacao
entre a forma tecidual e circulante, uma vez que os tecidos podem captar os
componentes circulantes e podem contribuir com a formagao local de angiotensinas
para o nivel plasmatico de peptideos (Loundon e cols., 1993; Campbell e cols.,
1987). Diante destas evidéncias, atualmente, o SRA ¢ visto como um sistema que

desempenha um importante papel na manuten¢do das fungdes de varios tecidos



como coragdo, vasos sanguineos, rins, cérebro e glandulas endécrinas, a partir de
sua atuagcdo como um sistema enddcrino, paracrino e autocrino (Wright e cols.,
1992; Santos e cols., 2000).

A formacao dos peptideos do SRA consiste em uma cascata de reagdes que é
iniciada quando o angiotensiogénio, liberado principalmente pelo figado, ¢
hidrolizado pela renina, para formar o decapeptideo angiotensina I (Ang I). Este
ultimo peptideo ¢ convertido em Ang II a partir da acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), uma enzima presente na superficie do endotélio vascular
(Bader e cols., 2001; Santos e cols., 2000).

A Ang II ¢ o principal mediador do SRA e suas a¢des sdo mediadas pela
interagdo com dois tipos de receptores, AT; e AT, que respondem de maneira
diferente quando estimulados. A ligacdo da Ang II no receptor AT, resultam em
vasoconstri¢ao, assim como aumento da pressdo arterial, aumento da contratilidade
cardiaca, reten¢do de sddio e 4dgua nos tibulos renais, facilitacdo da liberacdo de
catecolaminas pelas terminacdes nervosas e estimulagdo da liberacdo de aldosterona
pela glandula adrenal (Dzau e cols., 1988). Além disso, esse receptor esta envolvido
com as ac¢des a longo prazo da Ang II, como hipertrofia e remodelamento cardiaco,
aterosclerose e aumento da espessura vascular, estando distribuido de forma
abundante em diversos tecidos, como vasos sanguineos, coracao, cérebro e pulmdes
(Weir & Dzau., 1999; Timmermans ¢ cols.,1993).

A estimulagdo do receptor AT, induz, na maioria das vezes, efeitos opostos aos
observados pelas acdes mediadas pelo receptor AT;, como inibi¢do do crescimento
celular, reparacdo tecidual e efeito vasodilatador. Além disso, o receptor AT, possui

uma expressao mais limitada, sendo encontrado principalmente nos tecidos em



desenvolvimento fetal, o que sugere um papel relacionado com a morfogénese dos
orgaos (Kim & Iwao., 2001; Dzau e cols., 1988).

A Ang II foi considerada, por muito tempo, o unico produto com agao biologica
da cascata enzimatica do SRA, de forma que a sua degradacdo levaria a formagao de
fragmentos biologicamente inativos (Goodfriend e cols., 1991). Entretanto, além da
Ang 11, considerada o principal mediador do SRA, outros peptideos desse sistema
podem ser considerados biologicamente ativos, como a Ang III, a Ang IV e a Ang-

(1-7) (Schiavone e cols., 1988; Benter e cols., 1993).

1.2. Angiotensina-(1-7)

A Ang-(1-7) ¢ um dos peptideos bilogicamente ativos do SRA, sendo
amplamente estudada, principalmente por exercer um importante papel na
modulagdo de varias acdes da Ang II, como vasoconstricdo e proliferagdo celular
(Santos e cols., 2000). Esse peptideo ndo apresenta o aminoacido fenilanina na
porcdo C-terminal, o que pode explicar a auséncia de resposta pressora e de
estimulacdo da ingestdo de agua (Campagnole-Santos e cols., 1992). A Ang-(1-7)
apresenta alta seletividade e pode realizar a¢des similares, distintas ou mesmo
opostas as acdes da Ang II, como vasodilatagdo, natriurese, facilitagdo do
baroreflexo, efeito anti-proliferativo, entre outros (Santos e cols., 2000).

A formacao endogena de Ang-(1-7) foi observada pela primeira vez por Santos e
cols. (1988) em homogentato de cérebro de caes. Além da possibilidade deste
peptideo ser formado endogenamente o que chamou a aten¢do neste estudo foi o
fato de que a producdo de Ang-(1-7) ocorria independente da acdo da ECA. Estudos

subseqiientes mostraram os primeiros efeitos bioldgicos para a Ang-(1-7).



Schiavone e cols. (1988) mostraram que a Ang-(1-7) estimulava a secre¢dao de
vasopressina em implantes hipotalamo-hipofisario ¢ Campagnole-Santos e cols.
(1989) mostaram que a Ang-(1-7) desencadeava resposta cardiovasculares apds a
microinjecdo no nucleo do trato solitario. Nesses dois estudos, a Ang-(1-7) foi
equipotente a Ang Il em exercer esses efeitos. Outros estudos demonstraram a
existéncia da Ang-(1-7) no plasma em diferentes espécies, assim como sua formagao
independente da via classica da ECA (Santos e cols., 1988; Santos e cols., 1990;
Chappell e cols., 1990; Santos e cols., 1992a). Estudos subsequentes mostraram que
a Ang-(1-7) desencadeia outras agdes centrais (Campagnole-Santos e cols., 1990;
Campagnole-Santos e cols., 1992; Benter e cols., 1993; Fontes e cols., 1994; Santos
e cols., 1994) e periféricas (Santos & Baracho, 1992b; Porsti e cols., 1994, Paula e
cols., 1995).

Atualmente se sabe que a formagdo de Ang-(1-7) pode ocorrer diretamente a
partir da Ang I, através da ag¢do de endopeptidases (prolil-peptidase — PEP;
endopeptidase neutra - NEP) (Yamamoto e cols., 1992; Greene e cols., 1982),
confirmando uma via de formacdo enzimdtica independente da ECA. Mais
recentemente foi descoberta uma nova possibilidade de formacao da Ang-(1-7) a
partir de um peptideo precursor da Ang I, a Ang-(1-12), através da NEP (Chappel e
cols., 2007). Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode ser hidrolisada por
aminopeptidases formando Ang-(2-7) e Ang-(3-7), e também pela ECA gerando a
Ang-(1-5) (Chappel e cols., 1998; Deddish e cols., 1998). A hidrolise da Ang-(1-7)
pela ECA se constitui uma importante forma de inativagdo deste peptideo circulante
e tecidual (Santos e cols., 2000). Desta forma, o aumento dos niveis plasmaticos de

Ang-(1-7) observados ap6s a administracdo de inibidores da ECA deve-se tanto ao



aumento dos niveis de seu precursor, a Ang I, como pela menor degradacdo pela
ECA (Iyer e cols., 1998).
Recentemente, uma enzima homologa a ECA e com expressao limitada, a ECA
2, foi caracterizada em humanos (Vickers e cols., 2002; Crackower e cols., 2002).
Esta enzima metaboliza varios peptideos do SRA e esta presente principalmente em
células endoteliais de artérias, arteriolas e veias do coragdo e dos rins (Donoghue e
cols., 2000). Ela ¢ uma mono-carboxipeptidase que hidrolisa um unico residuo de
Ang I para gerar Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] ou hidrolisa a Ang II formando
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] (Donoughe e cols., 2000). Diferentemente da ECA,
a ECA2 ndo ¢ bloqueada pelos inibidores de ECA (Vickers e cols., 2002). A
principal fun¢do da ECA2 foi demonstrada a partir de estudos realizados in vitro, os
quais mostraram que sua eficiéncia catalitica para Ang II ¢ 400 vezes maior que para
a Ang I, o que sugere que essa enzima seja a principal enzima para a formagao de
Ang-(1-7) (Turner e cols., 2002). As principais vias de formacdo dos peptideos do
SRA estdo apresentadas na Figura 1.
As primeiras evidéncias de que a Ang-(1-7) exercia seus efeitos através de
sua interagdo com um receptor diferente, foram obtidas por Campagnole-Santos e
cols. (1992). Neste estudo, a Ang-(1-7) exerceu efeitos diferentes da Ang Il sobre a
sensibilidade do baroreflexo sugerindo que poderia existir um receptor especifico
para mediar as agdoes da Ang-(1-7). Outra evidéncia importante da existéncia de um
receptor seletivo para mediar as a¢des da Ang-(1-7) foi obtida com a caracterizacao
de um peptideo homélogo, D-Ala’-Ang-(1-7), o A-779 como sendo um antagonista
para diferentes acdes centrais e periféricas da Ang-(1-7) (Santos e cols., 1994). O A-
779 bloqueia as varias agdes da Ang-(1-7) sem alterar os efeitos da Ang II ou

deslocar a ligacdo da Ang Il em preparagao in vitro. A identificacdo da proteina Mas



como receptor para a Ang-(1-7) sé foi obtida em 2003 por Santos e cols.. Nesse
estudo foi mostrado que a delecdo genética para o receptor Mas (Mas-KO) aboliu a
ligacdo da Ang-(1-7) em rim de camundongo ¢ o efeito anti-diurético desse peptideo
apos aumento da sobrecarga de agua. Além disso, o efeito vasodilatador da Ang-(1-
7) foi abolido em aorta dos animais Mas-KO. Em conjunto, esses resultados
identificam a proteina Mas como um receptor funcional para a Ang-(1-7) indicando
as bases moleculares para as agdes fisiologicas desse peptideo.

Estudo realizado com animais com dele¢do genética para a proteina Mas
mostrou que a uséncia do receptor da Ang-(1-7) reduz a variabilidade da freqiiéncia
cardiaca e produz um aumento do tonus simpatico (Walther e cols., 2000). Outros
trabalhos, utilizando os mesmos animais, mostraram que os Mas-KO apresentam
reducdo da freqiiéncia cardiaca e aumento da resisténcia vascular corondria (Castro
e cols., 2005). Estes resultados sugerem possivel efeito cardioprotetor da Ang-(1-7)
dependente de sua interacdo com o receptor Mas. Recentemente, Silva e cols. (2006)
mostraram que as acdes da Ang-(1-7) em aorta de ratos SD foram bloqueadas por
outro peptideo homélogo com caracteristica de antagonista, o D-Pro’-Ang-(1-7),
mas ndo pelo D-Ala’-Ang-(1-7). Este estudo sugere a existéncia de um outro subtipo
de receptor para a Ang-(1-7).

A identificacdo da Ang-(1-7) como um peptideo bilogicamente ativo do
SRA, associada com sua presenc¢a na circulagdo e em diferentes tecidos, tais como
coragdo, rim, cérebro, vasos, entre outros, torna mais evidente a importincia da
Ang-(1-7) sobre o controle cardiovascular. Além disso, a descoberta do receptor
Mas e da ECA2, caracteriza um novo eixo ECA2 - Ang-(1-7) - Mas do SRA como
uma importante via contra-regulatoria aos efeitos cardiovasculares mediados pelo

eixo classico ECA-Ang II-AT;. Assim, na visdo mais atual desse sistema haveria



dois bracos contrareguladores dentro do SRA, de maneira que deficiéncias na
formagdo ou na atividade da Ang-(1-7) poderiam alterar o balango do sistema e
contribuir para o desenvolvimento da hipertensdo arterial e, por conseguinte, pode
desencadear lesdes em 6rgaos alvos, como coracdo, rim ou vasos. (Santos e cols.,

2005; Santos e cols., 2008; Ferrario e cols., 2005).

Ang-(1-9)

Figura 1 — Representacdo esquematica das principais vias de formacao dos

peptideos do SRA e interagdes da Ang Il e Ang-(1-7) com seus receptores. PEP,



prolil-peptidase; NEP, endopeptidase neutra. Fonte: Varagic e cols., 2008
(Modificado).

1.2. Angiotensina-(1-7) na hipertensao arterial

Um dos efeitos primarios da hipertensdo arterial ¢ o aumento da resisténcia
periférica total, e o aumento da reatividade vascular ¢ um dos fatores principais para
o aumento do tonus vascular (Benter e cols., 2006). A Ang II exerce um importante
papel na regulacdo da pressdo arterial sist€émica através de sua agao direta nos vasos
sanguineos como um potente vasoconstritor. Esse peptideo altera a pressao arterial
através de seus efeitos em diferentes tecidos, incluindo alteragdes do tonus vascular,
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, alteracdes na estrutura e funcao
de diferentes leitos vasculares e regulacdo sobre o balanco hidro-eletrolitico (Weir
& Dzau, 1999).

A acdo contrareguladora mais evidente da Ang-(1-7) é o seu efeito
vasodilatador, envolvendo uma modulacao sobre os efeitos da Ang II na resisténcia
vascular (Rocks e cols., 1999). Varios estudos demonstram o efeito vasodilatador da
Ang-(1-7) em diferentes tecidos e espécies (Brosninhan cols., 1996; Machado e
cols., 2002). Estudos mais recentes demonstram que a Ang-(1-7) possui efeito
vasodilatador em diferentes leitos vasculares, levando a uma redu¢do da resisténcia
total periférica, no entanto esse efeito ¢ contrabalancado por aumento do débito
cardiaco, o que explica a auséncia de efeito sobre a PA basal em ratos anestesiados
(Sampaio e cols., 2003; Botelho-Santos e cols., 2007).

Alguns estudos mostram que os efeitos vasodilatadores da Ang-(1-7)
parecem ser dependentes do endotélio (Heitsch e cols., 2001; Fernandes e cols.,

2005). Outros estudos demonstram que o endotélio € um importante sitio de



formagdo (Santos e cols., 1992) e metabolismo de Ang-(1-7) (Chappel e cols.,
1998). Santos e cols. (2003) demonstraram que o efeito vasodilatador dependente do
endotélio estd ausente em camundongos com dele¢do genética para o receptor Mas.
Faria-Silva e cols. (2005) mostraram que a estimulagdo do receptor Mas promove
uma melhora da funcdo endotelial por facilitar a liberagdio de NO. Mais
recentemente, Sampaio ¢ cols. (2007) observaram que a Ang-(1-7) induz a liberacao
de NO em células CHO e células endoteliais humanas transfectadas com o receptor
Mas a partir da estimulacao da fosforilagao/ desfoforilagdo dos sitios estimulatério e
inibitorio da eNOS (endothelial nitric oxide synthase).

Existem evidéncias de que a Ang-(1-7) interage com cininas € promove um
aumento da resposta vasodilatadora induzida pela bradicinina (BK), o que
demonstra um importante papel deste peptideo no controle do tonus vascular. A BK
¢ um peptideo endoégeno que promove vasodilatagdo, dependente da liberacdo de
oxido nitrico e prostaciclina (Linz e cols., 1995) e ¢é degradado a peptideos inativos
pela ECA e outras endopeptidases (Graf e cols., 1993). A interagcdo entre esses
sistemas foi demonstrada no estudo realizado por Paula e cols. (1995), no qual a
infusdo de Ang-(1-7) exerceu um efeito potencializador das a¢des da BK, como um
aumento da resposta hipotensora. Em um outro estudo, foi demonstrado a inibi¢ao
dos efeitos vasculares da Ang-(1-7) a partir da administracdo de antagonistas do
receptor B, de BK, sugerindo a existéncia de interacdo entre a Ang-(1-7) e o sistema
cinina-calicreina (Brosnihan e cols., 1996). Outros trabalhos sugerem que a Ang-(1-
7) poderia ressensibilizar os receptores B, e promover uma potencializagdo dos

efeitos vasodilatadores da BK (Tom e cols., 2001). Recentemente, Carvalho e cols.

(2007) mostraram que o efeito do AVE 0991, um analogo ndo peptidico da Ang-(1-
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7), na potenciagdo do efeito hipotensor da BK em animais normotensos ocorre via
receptor Mas e envolve a liberagdo de NO.

A Ang-(1-7) estad envolvida com a regulagdo da fun¢do renal (Dellipizzi e
cols., 1994) o que pode explicar em parte as suas agdes anti-hipertensivas (Benter e
cols., 1993). Estudos recentes mostram que, in vivo, a Ang-(1-7) produz um efeito
vasodilatador na arteriola aferente do rim de coelho através da liberagdo de NO (Ren
e cols., 2002). Além disso, a Ang-(1-7) pode alterar o fluxo renal (Sampaio e cols.,
2003) e produzir efeitos diuréticos e natriuréticos via inibicio da bomba de Na'-K -
ATPase nos tibulos renais (Chappell e cols., 2004). No entanto, outros trabalhos
sugerem um efeito anti-diurético da Ang-(1-7) (Santos e cols., 2003; Ferreira e cols.,
2004) e de acordo com esses achados, estudo realizado com ratos TGR da linhagem
L3292 mostrou que o aumento sustentado de Ang-(1-7) promove uma reducdo do
fluxo urindrio, acompanhado de aumento da osmolaridade uriniria em condig¢des
basais. Esses estudos, embora ainda ndo completamente esclarecidos, reforcam o
envolvimento da Ang-(1-7) na modulacdo da fun¢ao renal tubular e sua contribuicao
na regulacdo fisiologica do balango hidrico (Ferreira e cols., 2004).

Além de seus efeitos diretos sobre os vasos sanguineos e rins, alguns estudos
sugerem que a Ang-(1-7) esta envolvida com o controle tonico e reflexo da pressao
arterial. No sistema nervoso central a Ang-(1-7) atua como um neuromodulador,
especialmente em 4reas relacionadas com o controle tonico e reflexo da pressdo
arterial. Estes efeitos foram bloqueados pelo A-779 (Oliveira e cols., 1996).
Recentemente, Becker e cols. (2007) identificaram o receptor Mas em diferentes
areas centrais relacionadas com o controle cardiovascular e hidro-eletrolitico.

J& esta bem estabelecido na literatura que os niveis plasmaticos de Ang-(1-7)

e sua concentragdo tecidual podem aumentar com o uso de drogas anti-hipertensivas
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(Luque e cols., 1996). O uso de bloqueadores de receptor AT; promove um aumento
da concentracdo de Ang-(1-7) provavelmente devido a uma maior disponibilidade
de Ang II para ser convertida em Ang-(1-7) pela ECA2 (Ferrario e cols., 2005;
Ishiyama e cols., 2004). Ja o aumento da concentragdo de Ang-(1-7), com o uso de
inibidores da ECA, ocorre devido a uma maior concentracao de Ang I, um precursor
da formagdo deste heptapeptideo, e devido também a inibi¢do da sua degradacao
induzida pela ECA (Iyer e cols.,1998). Em humanos, o tratamento crénico com estas
duas classes de drogas antihipertensivas estd relacionado com um aumento dos
niveis de Ang-(1-7) na urina (Luque e cols., 1996; Ferrario e cols., 2002). Assim, os
efeitos benéficos produzidos pelo uso de inibidores de ECA e bloqueadores dos
receptores AT; podem ser devidos, pelo menos em parte, as acdes da Ang-(1-7)
(Chappell e cols.,1998). Estudos anteriores de nosso laboratério mostraram que a
melhora do controle baroreflexo da freqiiéncia cardiaca que se observa apos o
tratamento com inbidores da ECA em ratos hipertensos (SHR e 2RIC) esta
relacionada em parte as agdes da Ang-(1-7) no SNC (Britto e cols., 1997, Heringer-

Whalther e cols., 2001).

1.3. Angiotensina-(1-7) na funcao cardiaca

Atualmente, o papel da Ang-(1-7) na fungdo cardiaca tem se tornado cada
vez mais evidente. Varios estudos mostram que o coragdo e vasos sanguineos sao os
principais alvos para as agdes da Ang-(1-7) (Porsti e cols., 1994; Ferrario e cols.,
2002). Além disso, a identificacdo da Ang-(1-7), ECA2 e receptor Mas no coracao
reforga o papel contra-regulador da Ang-(1-7) sobre os efeitos da Ang II na fungdo

cadiaca (Averill e cols., 2003; Crackower e cols., 2002; Tallant e cols., 2005).
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Existem evidéncias da formagao local de Ang-(1-7) no tecido cardiaco (Wei
e cols., 2002; Zisman e cols., 2003). Santos e cols. (1990) mostraram a presen¢a de
Ang-(1-7) no efluxo venoso de coronarias, apos oclusdo aguda de artéria coronaria
em cdes. Apo6s infarto do miocardio, Averill e cols. (2003) mostraram intensa
imunorreatividade da Ang-(1-7) restrita aos cardiomiodcitos e ao redor da area
infartada em ratos.

Viérios estudos mostram o efeito benéfico da Ang-(1-7) sobre a fungio
cardiaca. A dele¢do genética da principal enzima envolvida com a formagdo de
Ang-(1-7), a ECA2, induz um prejuizo da fung¢do cardiaca em condig¢des basais
(Crackower e cols., 2002), aumento da resposta pressora apos administracdo de Ang
I, sem alteraragcdes morfoldgicas cardiacas (Gurley e cols., 2006) e acelerada
disfuncdo cardiaca apds aumento da sobrecarga de pressdo (Yamamoto e cols.,
2006). Estudo realizado por Ferreira e cols. (2001) mostrou que a Ang-(1-7),
apresenta um efeito anti-arritmogénico, reduzindo a incidéncia e duracdo das
arritmias de reperfusdo. Em estudo subseqiiente, Ferreira e cols. (2002) observaram
que a Ang-(1-7) melhorou a fun¢cdo miocardica apds isquemia-reperfusio,
principalmente por prevenir a reducdo da tensdo sistolica usualmente observada
apos a reperfusdo. Estudo realizado com ratos TGR da linhagem L3292 mostrou que
o aumento cronico de Ang-(1-7) possui efeitos importantes sobre a contratilidade
cardiaca, como observado na melhora da funcdo pos-isquémica em preparagdo de
coragdo isolado (Santos e cols., 2004). Recentemente, De Mello ¢ cols. (2004)
mostraram que a Ang-(1-7) hiperpolariza as células cardiacas e reestabiliza a
propagacdo do impulso cardiaco durante a isquemia de reperfusdo, o que protege o
miocardio das conseqiiéncias desse evento. Em contrapartida, Donoghue e cols.

(2003) mostraram que animais transgénicos que superexpressam ECA2 no coracdo
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apresentam um aumento da freqiiéncia de morte subita e distarbios de conducao
elétrica cardiaca. Estes disturbios eletrofisioldgicos, observados nos animais que
superexpressam ECA2, podem estar relacionados a afinidade dessa enzima por
substratos alternativos, anulando os efeitos cardioprotetores e arritmogénicos da
Ang-(1-7) (Santos e cols., 2004; Santos e cols., 2003). Outros estudos mostram que
a Ang-(1-7), em altas concentracdes, pode exercer efeitos deletérios no coragao,
como a facilitagdo das arritmias de reperfusdo em coragdes isolados de ratos (Neves
e cols., 1997) e ativagdo da NAPH oxidase através de sua interagdo com o receptor
AT; (Oudot e cols., 2005).

Diversos trabalhos mostram o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) na
circulagdo coronariana. Brosnihan e cols. (1996) demonstraram que a Ang-(1-7)
induz um efeito vasodilatador de maneira dose-dependente em artérias de caes pré-
contraidas. Este efeito ndo foi bloqueado pelos antagonistas especificos dos
receptores de Ang II, candesartan e PD 123319, evidenciando a existéncia de um
sitio de ligagdo especifico para a Ang-(1-7) nos vasos coronarianos de caes. Porsti e
cols. (1994) observaram um efeito vasodilatador da Ang-(1-7) em anéis de artérias
coronarias de porcos, mediado pela liberacdo de NO pelo endotélio. Loot e cols.
(2002) mostraram que a infusdo cronica de Ang-(1-7) promoveu uma melhora da
perfusdo coronariana em ratos apds infarto agudo do miocardio. A Ang-(1-7)
também potencializa o efeito vasodilatador da BK no leito coronariano de caes e
roedores (Brosnihan e cols., 1998; Almeida e cols., 2000). Mais recentemente,
Castro e cols. (2005) mostraram que o efeito vascular da Ang-(1-7) em preparacao
de coragdo isolado de camundongo ¢ mais complexo do que anteriormente
antecipado. Nesse estudo o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) via receptor Mas ¢

atenuado quando o receptor AT, ndo estd bloqueado. Além disso, outro subtipo de
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receptor que interage com o receptor AT, esta presente e determina aumento de
pressdo de perfusao no coracao isolado de camundongo.

Outros estudos mostram que a a¢do da Ang-(1-7) sobre a fun¢do cardiaca
estd relacionada com sua interacdo com o receptor Mas. Santos e cols. (2006)
mostraram que animais com delegdo genética do receptor Mas apresentaram uma
reducdo da fragdo de encurtamento e acentuada reducdo da funcdo ventricular
global. Ferreira e cols. (2007a) mostraram que a administragdo oral do analogo ndo-
peptidico da Ang-(1-7), AVE 0991, produziu uma reducdo da pressdo de perfusio
coronariana apos infarto do miocardio em preparacao de coragao isolado de rato. O
uso do antagonista especifico da Ang-(1-7) - A779 reverteu esse efeito sobre a
pressdo de perfusdo, sugerindo que efeito o cardioprotetor da Ang-(1-7) ocorre via
receptor Mas. O tratamento cronico com Ang-(1-7) ou a administrag¢do oral do AVE
0991, durante 4 semanas, também melhorou a fungdo cardiaca pos-isquémica em

ratos SHR tratados com L-NAME (Benter ¢ cols., 2006).

1.4. Angiotensina-(1-7) no remodelamento cardiaco

O remodelamento cardiaco ¢ um processo adaptativo que envolve uma alteragao
na arquitetura cardiaca em resposta a sobrecargas hemodinamicas, ativagdo neuro-
humoral, processos inflamatérios, entre outros fatores (Chancey e cols., 2002).
Tipicamente, o remodelamento cardiaco ¢ acompanhado de alteragdes na quantidade
e organizacdo dos componentes da matriz extracelular cardiaca (MEC), o que pode
alterar os parametros fisiolégicos do coragdo. Desta forma, a fun¢do cardiaca ¢
determinada pela interacdo coordenada e dindmica entre as células contrateis e os

componentes da MEC (Banerjee e cols., 2006). O aumento dos componentes da
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MEC pode comprometer as propriedades elasticas do tecido cardiaco, o que
contribui com o surgimento de quadro de disfuncdo diastolica. Além disso, o
aumento progressivo da fibrose pode causar ainda um prejuizo da fungdo sistdlica
(Baudino e cols., 2006; Brilla e cols., 1990). Sendo assim, o aumento na deposi¢ao
de coldgeno no tecido cardiaco é um fator de risco para o desenvolvimento de
disfun¢ao cardiaca.

Existem evidéncias sobre a expressio dos componentes do SRA em
miofibroblastos cardiacos (Katwa e cols., 1997), que sdo as células responsaveis
pela producao de colageno no tecido cardiaco (Manabe ¢ cols., 2002). Sadoshima &
Izumo (1993) mostraram que a Ang II via seu receptor AT, in vitro, promoveu
hipertrofia de cardiomidcitos e efeito mitogénico sobre os fibroblastos cardiacos. Ja
estd bem elucidado na literatura que a Ang II induz a expressdo de TGF- em
fibroblastos cardiacos (Manabe e cols., 2002) e que a inibi¢do do SRA, com uso de
inibidores de ECA e antagonistas do receptor AT, atenua a deposi¢ao de proteinas
da MEC induzida por fatores de crescimento (Schultz e cols., 2002).

Diversos estudos tém mostrado o papel da Ang-(1-7) na modulagdo do
remodelamento cardiaco. Averill e cols. (2003) observaram um aumento da
imunorreatividade para a Ang-(1-7) restrita aos cardiomidcitos e ao redor da area
infartada apds ligadura da artéria coronaria, o que sugere a participacdo deste
peptideo na recuperacdo do tecido cardiaco. Ferreira e cols. (2007) mostraram que o
tratamento com AVE 0991, andlogo ndo peptidico da Ang-(1-7), durante 7 dias
reduziu a area infartada apos ligadura da artéria corondria esquerda em ratos. De
acordo com estas observacdes, Grobe e cols. (2007b) mostraram que a transfec¢ao
do gene da ECA2 em fibroblastos cardiacos reduziu a produ¢do de colageno por

estas células em resposta a hipdxia aguda.
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Tallant e cols. (2005) mostraram que a interagdo da Ang-(1-7) com o
receptor Mas pode reduzir a sintese protéica em cultura de cardiomidcitos,
desencadeada por diferentes indutores de crescimento celular, como a endotelina e
FBS. Mais recentemente, a importancia do receptor Mas na modulacao da expressao
das proteinas MEC foi avaliada por Santos e cols. (2006). Camundongos com
delegdo genética para este receptor apresentaram um aumento da expressao de
coldgeno do tipo I, IIl e fibronectina, acompanhado de redugdo dos niveis de
colageno VI no coracdo. Estes resultados sugerem que a interagdo a Ang-(1-7) -
receptor Mas pode promover efeitos anti-fibroticos no coragao.

A Ang-(1-7) pode exercer um papel contra-regulatério as acdes da Ang II
sobre o remodelamento cardiaco. Iwata e cols. (2005) mostraram que a Ang-(1-7),
in vitro, pode reduzir a sintese de colageno e hipertrofia cardiaca induzida pela Ang
I, através de sua interacdo com o receptor Mas nos fibroblastos cardiacos. Grobe e
cols. (2007a) mostraram que a coinfusdo de Ang-(1-7) pode reduzir a fibrose
cardiaca induzida pela infusdo de Ang II. Existem evidéncias de que além da
atenuacdo das alteragdes induzidas pela Ang II no coragdo, a infusdo cronica de
Ang-(1-7) pode reduzir os niveis cardiacos de Ang II, como observado por Mendes
e cols. (2005). Resultados similares foram mostrados recentemente por Nadu e cols.
(2008) em ratos TGR da linhagem 1.3292, que apresentam um aumento sustentado
de Ang-(1-7) circulante. Santos e cols. (2004) mostraram ainda, que esses animais
apresentam uma atenuacdo da deposicdo de colageno e fibronectina no tecido
cardiaco induzida pelo tratamento com isoproterenol. As acdes da Ang-(1-7) sobre o
remodelamento cardiaco ja foram avaliadas no modelo de hipertensao DOCA-Sal
(Grobe e cols., 2006). Neste estudo a infusdo subcutanea de Ang-(1-7) durante 28

dias preveniu a fibrose cardiaca, sem alterar a hipertrofia cardiaca e os niveis
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elevados de pressdo arterial em ratos submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA-
Sal.

Considerando os estudos anteriores de nosso laboratério e os dados da
literatura € nossa hipotese que a Ang-(1-7) desempenha papel contra-regulatorio
atenuando a disfuncdo e remodelamento cardiaco induzidos pela hipertensao
arterial, por alteragdo na formagdo e/ou agdo local desse peptideo. Nesse sentido, o
presente estudo avaliou as alteragdes no perfil plasmatico e cardiaco dos peptideos
angiotensinérgicos ¢ de componentes do SRA relevantes para a producdo (ECA2/
ECA) e efeito da Ang-(1-7) e Ang II (Mas/ AT;) em animais transgénicos que
apresentam um aumento cronico de Ang-(1-7) circulante - [TGR(A1-7)3292]

submetidos ao modelo de hipertensdo DOCA-Sal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito dos niveis cronicamente elevados de Ang-(1-7) circulante, presente
em ratos TGR(A1-7)3292, sobre a pressdo arterial e alteragdes cardiacas apos a

indugdo do modelo de hipertensdo arterial DOCA-Sal.

2.1.2. Objetivos Especificos

Avaliar em ratos [TGR(A1-7)3292] (TGR) e Sprague Dawley (SD) submetidos a
hipertensao arterial do tipo DOCA-Sal:

Os niveis de Pressdo Arterial Sistolica (PAS) durante o desenvolvimento da

hipertensao Doca-Sal;

. A fungdo ventricular sistolica e diatolica;

. A expressao de mMRNA e distribui¢do do colageno do tipo I e III no ventriculo

esquerdo;

Os niveis plasmaticos e cardiacos de Ang-(1-7) e Ang II;

. A expresssdo de MRNA dos componentes do SRA no coragdo (receptor Mas,
receptor AT;, ECA2 e ECA)
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4. RESULTADOS

4.1. Analise da Pressio Arterial Sistélica (PAS) durante os 30 dias de

tratamento

A Tabela 7 e a Figura 3 mostram os valores de PAS medidos por
pletismografia nos animais SD e TGR antes (tempo zero) e 10, 20 e 30 dias apds a
cirurgia para indugdo da HA. Os animais SD e TGR apresentaram valores basais de
PAS similares, antes da cirurgia. Durante o desenvolvimento da HA DOCA-Sal, os
animais SD-DOCA apresentaram um aumento da PAS a partir do 10°dia da indugéo
da hipertensdo em relacdo ao seu controle (141 £+ 3,6 vs 126+ 2,1 mmHg;
respectivamente; p<0,01), enquanto os ratos TGR-DOCA se tornaram hipertensos
apenas a partir do 20° dia da cirurgia (147 = 3,8 vs 131 + 2,4 mmHg nos ratos TGR-
UNX; p<0,05). Além disso, os ratos TGR-DOCA tiveram uma atenuag¢do da HA
durante todo o periodo avaliado, no 10°, 20° e 30° dia da cirurgia (127 + 5,3 mmHg;
148mmHg + 4,6 mmHg; 168 mmHg + 3,1 mmHg; respectivamente) quando
comparados aos ratos SD-DOCA (140 + 4,1 mmHg; 170 + 2,6 mmHg; 188 + 3,4
mmHg; respectivamente; p<0,01)

Nao houve diferenga nos valores de PAS entre os grupos SD-UNX e TGR-

UNX ao longo dos 30 dias de avaliagao (Tabela 7; Figura 3).
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Tabela 7 - Valores de Pressdo Arterial Sistolica (PAS), expressos em mmHg, obtidos
por pletismografia de cauda em ratos SD ¢ TGR, antes ¢ no 10° 20° e 30° dia de

hipertensdo DOCA-Sal ou uninefrectomia.

Valores de pressao arterial sistélica (mmHg)

0 10 dias 20 dias 30 dias
SD-UNX 117 + 4,6 126 2,5 128 + 3,4 123 +3,38
SD-DOCA 119 + 4,7 141 +4,1* 171 £ 2,3* 188 + 3,4*
TGR-UNX 123 +3,7 12721 131+2,4 128 +2,5
TGR-DOCA 125+5,1 128 + 5,3" 148 + 4,6** 168 + 3,1*"

Os resultados estdo apresentados como média = EPM. * p<0,05 vs respectivo UNX; #

p<0,05 vs SD-DOCA (Two-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 3 - Valores de Pressdo Arterial Sistolica (PAS), expressos em mmHg, obtidos
por pletismografia de cauda em ratos SD e TGR, antes ¢ no 10°% 20° ¢ 30° dia de
hipertensdado DOCA-Sal ou uninefrectomia. Os resultados estdo apresentados como
média = EPM. * p<0,05 vs respectivo UNX; # p<0,05 vs SD-DOCA (Two-Way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.2. Ecocardiografia

4.2.1. Fracao de Ejecao (FE) do VE

A Figura 4 mostra os resultados da FE analisados pela ecocardiografia. Apds
a indu¢do da HA, os animais SD-DOCA (0,794% + 0,01) apresentaram um aumento
da FE em relagdo aos animais SD-UNX (0,740 % =+ 0,01; p<0,05), enquanto os
animais TGR-DOCA (0,779 £ 0,01) ndo apresentaram diferenca na FE em relacao
aos animais TGR-UNX (0,758 % =+ 0,02). Nao houve diferenca na FE entre os ratos

UNX-SD (0,740 % + 0,01) e TGR-UNX (0,758 % =+ 0,02; Figura 4).

4.2.2. Fracao de Encurtamento (AD %) do VE

A Figura 5 mostra os resultados da AD % analisados pela ecocardiografia.
Apobs a HA, os animais SD-DOCA (0,434 % = 0,01) apresentaram um aumento da
Ad % em relag@o aos SD-UNX (0,384 % + 0,01; p<0,05). A HA nao alterou a Ad %
nos animais TGR-DOCA (0,421 % =+ 0,02) em relagdo aos TGR-UNX (0,402 % =+
0,02). Nao houve diferenca na AD % entre os grupos SD (0,384 % + 0,0) e TGR

(0,402 + 0,02) em condigdes basais (Figura 5).
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Fracéo de Ejecéo do VE (FE)
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Figura 4 — Valores de FE analisados por ecocardiografia em animais SD e TGR apos
30 dias de hipertensdo DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=9); SD-DOCA
(n=12); TGR-UNX (n=9); TGR-DOCA (n=10). Os resultados estdo apresentados

como média = EPM. * p<0,05 vs SD-UNX (teste t de Student).
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Figura 5 — Valores de (Ad %) analisados por ecocardiografia em animais SD e TGR
apos 30 dias de hipertensao DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=9); SD-
DOCA (n=12); TGR-UNX (n=9); TGR-DOCA (n=10). Os resultados estdo

apresentados como média + EPM. * p<0,05 vs SD-UNX (teste t de Student).
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4.2.3. Relacao diametro da Aorta/AE

A Figura 6 mostra os resultados da relacdo diametro da Aorta/AE analisados
pela ecocardiografia. Apos a HA, os ratos SD-DOCA (0,903 + 0,02) apresentaram
uma reducdo da relagdo Aorta/AE em relagdo ao seu controle (0,992 + 0,007,
p<0,05). A HA ndo alterou a relacdo Aorta/AE nos animais TGR-DOCA (0,967 +
0,02) em relagcdo aos animais TGR-UNX (1,00 + 0,01). A relagao Aorta/AE foi
menor nos animais SD-DOCA (0,903 + 0,02) em relagdo aos animais TGR-DOCA
(0,967 + 0,02; p<0,05). Nao houve diferenga na relacdo Aorta/AE entre os animais

SD (0,992 + 0,007) e TGR (1,00 &+ 0,01) em condigdes basais (Figura 6).

4.2.4. Tempo de Relaxamento Isovolumétrico (TRIV)

A Figura 7 mostra os resultados do TRIV analisados pela ecocardiografia.
Apo6s a HA, os ratos SD-DOCA (30,91 £ 1,26) apresentaram um aumento do TRIV
quando comparados com os SD-UNX (26,33 + 0,66; p<0,01). Os animais TGR-
DOCA (30,10 + 1,44) nao apresentaram diferenca no TRIV em relacdo aos animais
TGR-UNX (27,00 + 1,44). Nao houve diferenca no TRIV entre os animais SD

(26,33 £ 0,66) e TGR (27,00 + 1,44) em condigdes basais (Figura 7).
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Figura 6 — Relacdo Aorta/AE analisada por ecocardiografia em animais SD e TGR
apos 30 dias de hipertensdio DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=8); SD-
DOCA (n=11); TGR-UNX (n=8); TGR-DOCA (n=9). Os resultados estdo
apresentados como média + EPM. * p<0,05 vs SD-UNX; # p<0,05 vs SD-DOCA

(One-way ANOVA seguido de Newman - Keuls).
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Figura 7 - Valores de TRIV analisados por ecocardiografia em animais SD e TGR
apos 30 dias de hipertensao DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=9); SD-
DOCA (n=11); TGR-UNX (n=9); TGR-DOCA (n=10). Os resultados estdo

apresentados como média + EPM. * p<0,05 vs SD-UNX (teste t de Student).
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4.2.5. Outros indicadores

A Tabela 8 mostra os valores de diferenca percentual de espessamento do
septo interventricular (SIV%) e da parede posterior (PPVE%) na sistole e diastole,
espessura relativa da parede (ERP), didmetro do VE no final da diastole (VEDIA),
velocidade de encurtamento circunferencial (VEC), débito cardiaco (DC),
freqiiéncia cardiaca (FC) e relagdo dos picos E ¢ A do fluxo transmitral (E/A)

realizadas pela ecocardiografia.

Como observado na Tabela 8, a HA induziu nos animais SD-DOCA um
aumento da SIV% em relagdo ao seu controle (p<0,01), enquanto os animais TGR-
DOCA nao apresentaram diferenca nesse pardmetro em relagdo aos TGR-UNX. Em
contrapartida, a HA induziu um aumento da PPVE% nos ratos TGR-DOCA
(p<0,05), o que ndo foi observado nos ratos SD-DOCA. No entanto, apenas 0s
animais SD-DOCA apresentaram um aumento da ERP em relacdo ao seu controle
(p<0.05). A HA induziu uma reducdo da relagdo E/A nos ratos TGR-DOCA em
relacdo aos TGR-UNX (p<0,05). Embora ndo tenha sido verificada diferenga
estatistica, os animais TGR-UNX apresentaram um aumento da relagdo E/A quando
comparados aos SD-UNX. Nao houve diferengas entre os grupos SD e TGR, antes e

apos a HA, quanto ao VEDIA, VEC, DC e FC.
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Tabela 8 — Parametros ecocardiograficos obtidos em ratos SD ou TGR apos 30 dias de

hipertensado DOCA-Sal ou uninefrectomia (UNX).

Parametros

ecocardiograficos

Grupos experimentais

SD-UNX SD-DOCA TGR-UNX TGR-DOCA
(8) (10) (8) 9)

SIV (%) 54,0 + 3,9 73,6 + 3,4 60,7 £2,9 61,8 +4,4
PPVE (%) 57,5+4,1 62,4 +3,4 51,6 +1,4 61,6 + 3,9
ERP 0,40 0,01 0,46 + 0,02* 0,42 + 0,02 0,47 +0,02
VEDIA (cm) 0,48 + 0,02 0,43 + 0,02 0,45 + 0,03 0,44 + 0,02
VEC (circ/s) 4,43 +0,20 4,91+ 0,24 5,31+ 0,39 4,81 +0,33

DC (ml/ min) 82,3+8,0 83,8 +5,2 82,9 +9,0 87,7 +4,0

FC (bpm) 236 +4,3 234+75 242 +7,7 224+6,6
E/A (m/s) 1,8+0,14 1,57 + 0,09 2,21+0,2 1,75 + 0,08*

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. Entre paréntesis numero de animais de cada

grupo. * p<0,05 vs respectivo UNX; # p<0,05 vs SD-DOCA (teste t de Student). SIV%=diferenca

percentual de espessamento do septo interventricular na sistole e didstole; PPVE%=diferenca percentual

de espessamento da parede posterior na sistole e diastole; ERP=espessura relativa da parede;

VEDIA=didametro VE no final da diastole; VEC=velocidade de encurtamento circunferencial;

DC=débito cardiaco; FC freqiiéncia cardiaca; E/A= relagdo dos picos E ¢ A do fluxo.
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4.3. Analise da Hipertrofia Ventricular Esquerda

A Figura 8 mostra os valores do peso do VE corrigido pelo comprimento da
tibia. Apos a inducdo da HA, os ratos SD-DOCA (0,25 = 0,006 mg/cm)
apresentaram um aumento de 15% da relacdo peso VE/comprimento da tibia quando
comparados aos ratos SD-UNX (0,217 + 0,006 mg/cm; p<0,05), o que ndo foi
observado nos animais TGR-DOCA (0,227 £+ 0,007 vs 0,204 + 0,008 mg/cm; nos
animais TGR-UNX). A relagdo peso VE/comprimento da tibia foi menor nos
animais TGR-DOCA (0,227 + 0,007 mg/cm) quando comparados aos animais SD-
DOCA (vs 0,25 + 0,006 mg/cm; p<0,05). Nao houve diferenga significativa entre os
grupos controle SD e TGR em condigdes basais (0,217 + 0,006 vs 0,204 + 0,008

mg/cm; respectivamente; Figura 8).



31

Hipertrofia Ventricular Esquerda
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Figura 8 — Relagdo VE/comprimento da tibia em animais SD e TGR apos 30 dias de
hipertensao DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=5); SD-DOCA (n=7); TGR-
UNX (n=6); TGR-DOCA (n=6). Os resultados estdo apresentados como média +
EPM. * p<0,05 vs SD-UNX; # p<0,05 vs SD-DOCA (One-way ANOVA seguido de

Newman - Keuls).
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4.4. Analise dos componentes da Matriz Extracelular no VE:

4.4.1. Expressao de mRNA para o colageno do tipo I e I11

A Figura 9 mostra os resultados da analise da expressao dos niveis de mMRNA
do colageno do tipo I por RT-PCR em tempo real. O grupo SD-DOCA (3,105 + 0,65
U.R.) apresentou um aumento da expressdao de mMRNA para o colageno do tipo I no
VE quando comparado ao grupo SD-UNX (1,00 £+ 0,20 U.R., p<0,05), enquanto os
animais TGR-DOCA (1,752 + 0,44 U.R.) ndo apresentaram diferenga significativa
em relagdao ao seu controle (1,447 + 0,28 U.R.). Além disso, os ratos TGR-DOCA
(1,752 £ 0,44 U.R.) apresentaram uma menor expressao do coldgeno do tipo I no
VE em relacdo aos SD-DOCA (3,105 + 0,65 U.R., p<0,05). Nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos SD-UNX e TGR-UNX (1,00 + 0,20 vs 1,447
+ 0,28 U.R.; respectivamente; Figura 9).

A Figura 10 mostra os resultados da analise da expressdo dos niveis de
MRNA do coladgeno do tipo III por RT-PCR em tempo real. Os ratos SD-DOCA
apresentaram um aumento da expressdo de MRNA para o colageno do tipo III
comparados ao seu controle (1,736 £ 0,25 vs 1,00 = 0,17 U. R., respectivamente,
p<0,05), enquanto os animais TGR-DOCA nao apresentaram diferenca significativa
em relagdo aos animais TGR-UNX (1,222 + 0,16 vs 0,961 + 0,10 U. R,
respectivamente, p<0,05). Os niveis de RNAm para o coldgeno do tipo III nos ratos
TGR-DOCA (1,222 + 0,16 U.R.) foi menor em relagdo aos SD-DOCA (1,736 +
0,25 U. R.; p<0,05). Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos
controles SD (1,00 = 0,17 U.R.) e TGR (0,961 + 0,10 U. R.) em condi¢des basais

(Figura 10).
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Expressdo de mRNA para o colageno do tipo | no VE
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Figura 9 — Expressdao do mMRNA para o coldgeno do tipo I analisada por Real Time
RT-PCR em amostras de VE de animais SD e TGR ap6s 30 dias de hipertensado
DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=8); SD-DOCA (n=8); TGR-UNX
(n=12); TGR-DOCA (n=9). Os resultados estdo apresentados como média + EPM.
* p<0,01 vs SD-UNX; # p<0,05 vs SD-DOCA (One-way ANOVA seguido de

Newman - Keuls).
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Expressdao de mRNA para o colageno do tipo Il no VE
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Figura 10 - Expressao do mRNA para o colageno do tipo III analisada por Real Time
RT-PCR em amostras de VE de animais SD e TGR apés 30 dias de hipertensdo
DOCA-Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=7); SD-DOCA (n=7); TGR-UNX
(n=11); TGR-DOCA (n=12). Os resultados estdo apresentados como média = EPM.
* p<0,05 vs SD-UNX; # p<0,05 vs SD-DOCA (One-way ANOVA seguido de

Newman - Keuls).
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4.4.2. Imunofluorescéncia Indireta para o colageno I e 111

As figuras 11 e 12 apresentam cortes transversais do VE de ratos SD e TGR,
controle ou hipertensos, ilustrando a deposi¢ao de colageno do tipo I e III por
imunofluorescéncia. Os animais normotensos, SD-UNX e TGR-UNX, ndo
apresentaram diferencas na distribuicao de colageno.

Apos a indugdo da HA DOCA-Sal, foi observado um aumento da deposi¢ao
de colageno do tipo I (Figura 11) e colageno do tipo III (Figura 12) no VE dos

animais SD, enquanto que nos animais TGR este aumento foi atenuado.
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—_—

50.00 im

Figura 11 — Imunofluorescéncia indireta obtida por microscopia confocal de cortes
transversais de VE, ilustrando a Imunolocaliza¢ao de colageno do tipo I (em verde)
em ratos SD e TGR apdés 30 dias de uninefrectomia ou hipertensao DOCA-Sal. A
(SD-UNX); B (SD-DOCA); C (TGR-UNX); D (TGR-DOCA). Aumento de 40x.
Quadrado menor a direita: corresponde ao controle do secundario. Escala:

corresponde a 50 um.
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Figura 12 - Imunofluorescéncia indireta obtida por microscopia confocal de cortes
transversais de VE, ilustrando a Imunolocalizagdo de colageno do tipo III (em
verde) em ratos SD e TGR apds 30 dias de uninefrectomia ou hipertensao DOCA-
Sal. A (SD-UNX); B (SD-DOCA); C (TGR-UNX); D (TGR-DOCA). Aumento de
40x. Quadrado menor a direita: corresponde ao controle do secundario. Escala:

corresponde a 50 um.
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4.5. Analise dos niveis de Angiotensinas

4.5.1. Dosagem de Ang-(1-7) e Ang II no plasma

A Tabela 9 e a Figura 13 mostram os resultados dos niveis plasmaticos de
Ang-(1-7) analisados por RIE. Como esperado, os ratos TGR-UNX apresentaram
um aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (26,31 £ 4,05 pg/ml) quando
comparados com os animais SD-UNX (18,12 £ 2,38 pg/ml; p<0,05). Apds o
desenvolvimento da HA, foi observada uma reducao dos niveis deste peptideo nos
animais TGR-DOCA (14,30 + 1,48 pg/ml) em comparacdo com seu controle (26,31
+ 4,05 pg/ml de plasma; p<0,01). Esta reducdo ndo foi observada nos ratos SD-

DOCA (Figura 13).

A Tabela 9 e a Figura 14 mostram os resultados dos niveis plasmaticos de
Ang II analisados por RIE. Apods a indugdo da HA, os animais TGR-DOCA
apresentaram uma reducdo dos niveis de Ang II plasmaticos (13,17 £ 1,23 pg/ml)
em relacdo aos TGR-UNX (18,30 + 2,4 pg/ml; p<0,05). Esta redu¢do também foi
observada nos ratos SD-DOCA (10,07 £ 0,79 vs 17,82 £+ 2,63 pg/ml; nos SD-UNX).
Nao houve diferenca significativa na concentragcdo de Ang II entre os ratos SD-UNX

e TGR-UNX (Figura 14).
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4.5.2. Dosagem de Ang-(1-7) e Ang Il no VE

A Tabela 9 e a Figura 15 mostram os resultados dos niveis de Ang-(1-7) no
VE analisados por RIE. Apdés a indugcdo da HA, os animais TGR-DOCA
apresentaram um aumento de aproximadamente 2,5 vezes nos niveis de Ang-(1-7)
no VE (4,19 £ 0,78 vs 1,53 + 0,09 pg/mg de proteina; nos TGR-UNX; p<0,05).
Além disso, os ratos TGR-DOCA apresentaram niveis maiores de Ang-(1-7) quando
comparados aos ratos SD-DOCA. A HA ndo alterou os niveis deste peptideo nos
ratos SD-DOCA (1,80 + 0,69 vs 1,39 £+ 0,20 pg/mg de proteina; nos SD-UNX). Nao
houve diferenca na concentragdo de Ang-(1-7) entre os animais SD-UNX e TGR-

UNX (Figura 15).

A Tabela 9 e a Figura 16 mostram os resultados dos niveis de Ang Il no VE
analisados por RIE. Os niveis de Ang II no VE estavam reduzidos nos animais
TGR-UNX (2,71 £+ 0,58 pg/mg de proteina) quando comparados com os animais
SD-UNX (4,128 + 0,26 pg/mg de proteina; p<0,01). Apds a HA, foi observado um
menor nivel de Ang II no VE dos ratos SD-DOCA (1,78 £+ 0,33 vs 4,128 + 0,26
pg/mg de proteina; nos SD-UNX; p< 0,01) e TGR-DOCA (1,03 + 0,16 vs 2,71 +

0,58 pg/mg de proteina; nos TGR-UNX; p< 0,05; Figura 16).
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Tabela 9 - Niveis de angiotensinas e relagdo Ang-(1-7)/Ang II obtidos no plasma e VE dos ratos SD

e TGR apos 30 dias de hipertensdo DOCA-Sal ou uninefrectomia (UNX).

Niveis de Angiotensinas

SD-UNX 17,82 +2,6
SD-DOCA 10,07 £0,8*
TGR-UNX 18,3+2,5

plasma VE
(pg/ml) (pg/mg/proteina)
Ang Il Ang-(1-7) Ang-(1-7)/Ang Il Ang Il Ang-(1-7) Ang-(1-7)/Ang Il
18,12+24 1 4,12 +0,3 1,39+0,2 0,33
14,06 £ 1,3 1,4 1,78 £0,3* 1,8+0,7 1,01
26,31+ 4,0 1,4 2,71+0,6 1,53+0,1 0,56
14,30 £ 1,5* 1,2 1,03 £0,2* 4,19 + 0,8* 4,06

TGR-DOCA 12,24 +0,9*

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. * p <0,05 vs respectivo UNX; # p <0,05 vs SD-DOCA (teste t

Student e One-way ANOVA seguido de Newman — Keuls).
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Imunorreatividade para a Ang-(1-7) no plasma
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Figura 13 — Niveis de Ang-(1-7) plasmaticos em animais SD e TGR apos 30 dias de
DOCA-Sal ou uninefrectomia medidos por RIE apos extracdo em colunas de Cig .
Os valores estdo expressos como picogramas do peptideo por mililitros de plasma.
SD-UNX (n=10); SD-DOCA (n=7); TGR-UNX (n=11); TGR-DOCA (n=12).0s
resultados estdo apresentados como média £ EPM. # p<0,05 vs SD-UNX; * p<0,01

vs TGR-UNX (One-way ANOVA seguido de Newman - Keuls).
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Imunorreatividade para a Ang Il no plasma
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Figura 14 - Niveis de Ang II plasmaticos em animais SD e TGR ap6s 30 dias de
hipertensio DOCA-Sal ou uninefrectomia medidos por RIE apo6s extragdo em
colunas de C;3 . Os valores estdo expressos como picogramas do peptideo por
mililitros de plasma. SD-UNX (n=6); SD-DOCA (n=6); TGR-UNX (n=8); TGR-
DOCA (n=9).0s resultados estdo apresentados como média + EPM. * p<0,05 vs

respectivo UNX (teste t Student).
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Imunorreatividade para a Ang-(1-7) no VE
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Figura 15 - Niveis de Ang-(1-7) no VE de animais SD e TGR apds 30 dias de
hipertensdio DOCA-Sal ou uninefrectomia medidos por RIE apds extragdo em
colunas de C;s. SD-UNX (n=5); SD-DOCA (n=5); TGR-UNX (n=3); TGR-DOCA
(n=4).0s resultados estdo apresentados como média = EPM. * p<0,05 vs TGR-

UNX; # p<0,01 vs SD-DOCA (One-way ANOVA seguido de Newman - Keuls).
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Figura 16 - Niveis de Ang Il no VE de animais SD e TGR apds 30 dias de
hipertensdo DOCA-Sal ou uninefrectomia medidos por RIE apés extracdo em
colunas de C;3. SD-UNX (n=4); SD-DOCA (n=6); TGR-UNX (n=5); TGR-DOCA
(n=5).0s dados representam a média + EPM. * p<0,01 vs respectivo UNX; # p<0,01

vs SD-UNX (One-way ANOVA seguido de Newman - Keuls).
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4.6. Analise da Expressdo do mRNA dos componentes do SRA no VE

4.6.1. ECA 2

A Figura 17 mostra os resultados da expressdo dos niveis de MRNA para a
ECA 2 no VE analisados por RT-PCR em tempo real. A expressdao do mMRNA para a
ECA 2 estd aumentada nos animais TGR-UNX (2,493 + 0,28 U.R.) quando
comparados com os animais SD-UNX (1,00 + 0,23 U.R.; p<0,05). A indugdo da HA
DOCA-Sal reduziu a expressdo do mMRNA para a ECA 2 nos animais TGR-DOCA
(1,179 + 0,23 vs 2,493 £+ 0,28 U.R.; nos TGR-UNX; p<0,05), enquanto no grupo
SD-DOCA a HA nio alterou a expressdo desta enzima (1,398 £ 0,28 vs 1,00 = 0,23

U.R.; nos SD-UNX; Figura 17).

4.6.2. ECA

A Figura 18 mostra os resultados da expressao dos niveis de MRNA para a
ECA no VE analisados por RT-PCR em tempo real. A HA DOCA-Sal reduziu a
expressao do MRNA para a ECA no VE dos ratos TGR-DOCA (0,463 £ 0,10 vs
0,928 + 0,22 U.R.; nos TGR-UNX; p<0,05). Os animais SD-DOCA (0,997 + 0,16
U.R.) ndo apresentaram diferenga na expressdo desta enzima em relacdo aos SD-
UNX (1,00 = 0,20 U.R.). A expressdo do mMRNA para a ECA foi menor nos ratos
TGR-DOCA (0,463 + 0,10 U.R.) em relagdo aos ratos SD-DOCA (0,997 + 0,16
U.R.; p<0,05). Nao houve diferenga na expressdo do mRNA para a ECA entre os

animais SD-UNX (1,00 + 0,20 U.R.) e TGR-UNX (0,928 + 0,22 U.R.; Figura 18).
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Expresséo de mRNA paraa ECA 2 no VE
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#

2.54

2.04
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Figura 17 - Expressao do mMRNA para a ECA 2 analisada por Real Time RT-PCR em
amostras de VE de animais SD e TGR apo6s 30 dias de hipertensio DOCA-Sal ou
uninefrectomia. SD-UNX (n=5); SD-DOCA (n=8); TGR-UNX (n=6); TGR-DOCA
(n=3). Os resultados estdo apresentados como média + EPM. # p<0,01 vs SD-UNX;

*p <0,05 vs TGR-UNX (teste t de Student).
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Expresséo de mRNA paraa ECA no VE
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Figura 18 - Expressdao do MRNA para a ECA analisada por Real Time RT-PCR em
amostras de VE de animais SD e TGR apds 30 dias de hipertensio DOCA-Sal ou
uninefrectomia. SD-UNX (n=4); SD-DOCA (n=4); TGR-UNX (n=5); TGR-DOCA
(n=6). Os resultados estdo apresentados como média + EPM. # p<0,05 vs TGR-

UNX; p<0,05 vs SD-DOCA (teste t de Student).
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4.6.3. Receptor Mas

A Figura 19 mostra os resultados da expressao dos niveis de MRNA do
receptor Mas no VE analisados por RT-PCR em tempo real. Apos a inducao da HA,
os animais TGR-DOCA apresentaram uma redu¢do da expressao do mRNA para o
receptor Mas (0,649 + 0,09 vs 1,088 = 0,18 U.R.; nos TGR-UNX; p<0,05). Por
outro lado, a HA ndo alterou a expressdao deste receptor nos animais SD-DOCA
(0,850 £ 0,13 vs 1,00 = 0,21 U.R.; nos SD-UNX). Nao houve diferenga na
expressao para o receptor Mas entre os grupos controles SD (1,00 £ 0,21 U.R.) e

TGR (1,088 = 0,18 U.R.; Figura 19).

4.6.4. Receptor AT,

A Figura 20 mostra os resultados da expressdo dos niveis de MRNA para o
receptor AT, no VE analisados por RT-PCR em tempo real. A HA DOCA-Sal nao
alterou a expressao do receptor AT nos animais SD-DOCA (0,914 £ 0,27 vs 1,00 £+
0,15 U.R.; nos SD-UNX) e TGR-DOCA (0,856 + 0,15 vs 0,786 + 0,14 U.R.; nos
TGR-UNX). Nao foi encontrada diferenga significativa na expressao deste receptor
entre os animais SD (1,00 = 0,15 U.R.) e TGR (0,786 + 0,14 U.R.) em condigdes

basais (Figura 20).
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Expressdo de mRNA para o receptor Mas no VE
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Figura 19 - Expressao do mRNA para o receptor Mas analisada por Real Time RT-
PCR em amostras de VE de animais SD e TGR ap6s 30 dias de hipertensdo DOCA-
Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=8); SD-DOCA (n=9); TGR-UNX (n=10); TGR-
DOCA (n=10). Os resultados estdao apresentados como média = EPM. * p<0,05 vs

TGR-UNX (teste t de Student).
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Expressao de mRNA para o receptor AT, no VE
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Figura 20 - Expressao do RNAm para o receptor AT, analisada por Real Time RT-
PCR em amostras de VE de animais SD e TGR apdés 30 dias de hipertensao DOCA-
Sal ou uninefrectomia. SD-UNX (n=7); SD-DOCA (n=6); TGR-UNX (n=7); TGR-

DOCA (n=7). Os resultados estdo apresentados como média + EPM.
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4.7. Resumo dos Resultados

1 — Os animais TGR-DOCA apresentaram uma atenuagdo da hipertensdo arterial em
relacdo aos animais SD-DOCA durante todo o periodo avaliado. Além disso, os
TGR-DOCA se tornaram hipertensos somente a partir do 20° dia de indugdo da
hipertensdo comparado com o respectivo controle, enquanto nos SD-DOCA a PAS

aumentou a partir do 10°dia.

2 — Apos a hipertensdo arterial, os animais SD-DOCA apresentaram um aumento da
fracdo de ejecdo (FE) e fragdo de encurtamento (AD %) comparado aos animais SD-
UNX, enquanto os animais TGR-DOCA nao apresentaram diferenca nestes

parametros em relagdo aos animais TGR-UNX.

3 — A hipertensdo arterial induziu uma reducdo da relagdo Aorta/AE e um aumento
do tempo de relaxamento isovolumétrico nos animais SD-DOCA, enquanto que nos
animais TGR-DOCA estes parametros nao foram alterarados apos a hipertensao

arterial.

4 — Os animais SD-DOCA apresentaram um aumento da diferenca percentual de
espessamento do septo interventricular na sistole e didstole (SIV%), assim como da
espessura relativa da parede (ERP) em relacao ao seu controle. Em contrapartida, os
animais TGR-DOCA apresentaram um aumento da diferenca percentual de

espessamento da parede posterior (PPVE%) em relagdo aos animais TGR-UNX.

5 - Os animais TGR-UNX apresentaram a relagdo E/A maior comparado aos SD-
UNX. Apos a hipertensdo arterial, os animais TGR-DOCA apresentaram a relacao
E/A menor que os TGR-UNX.

6 — Os animais SD-DOCA e TGR-DOCA nao apresentaram diferengas no diametro
do VE no final da diastole (VEDIA), velocidade de encurtamento circunferencial

(VEC), débito cardiaco (DC) e freqiiéncia cardiaca (FC).
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7 - Apos a hipertensdo arterial, os animais TGR-DOCA nao apresentaram diferenga
na relagdo peso VE/comprimento da tibia em relagdo aos TGR-UNX, enquanto que
os ratos SD-DOCA apresentaram um aumento desta relacdo, comparados ao seu
controle. A relagdo peso VE/comprimento da tibia foi menor nos animais TGR-

DOCA em relacao aos animais SD-DOCA.

8 - Os animais TGR-DOCA ndo apresentaram diferencas na expressao do mRNA
para os colagenos do tipo I e Il no VE, enquanto que nos ratos SD-DOCA houve
um aumento da expressao do MRNA para o coldgeno I e III apds a hipertensao
arterial. Os animais TGR-DOCA apresentaram ainda uma menor expressdo do

MRNA para os colagenos do tipo I e IIl no VE em relagdo aos SD-DOCA.

9 - Como esperado, os ratos TGR-UNX apresentaram um aumento dos niveis
plasmaticos de Ang-(1-7) quando comparados com os animais SD-UNX. A
hipertensao arterial reduziu os niveis deste peptideo apenas nos animais TGR-

DOCA.

10 — A hipertensao arterial reduziu os niveis plasmaticos de Ang Il nos animais SD-

DOCA e TGR-DOCA.

11 - Apos a hipertensao arterial, os animais TGR-DOCA apresentaram um aumento
de aproximadamente 2,5 vezes nos niveis de Ang-(1-7) no VE em relagdo aos TGR-
UNX, enquanto nenhuma diferenga foi observada nos niveis deste peptideo no VE
dos ratos SD-DOCA. Os animais TGR-DOCA apresentaram niveis maiores de Ang-
(1-7) no VE em relagdo aos SD-DOCA.

12 - Os animais TGR-UNX apresentaram menores niveis de Ang Il no VE em
relacdo aos animais SD-UNX. Apos a hipertensdo arterial os animais SD-DOCA e
TGR-DOCA apresentaram uma reducdo dos niveis de Ang Il no VE.
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13 - Os animais TGR-UNX apresentaram maior expressao do mMRNA para a ECA 2
no VE em relacdo aos animais SD-UNX. A hipertensdo arterial induziu uma
redugdo da expressdo do MRNA para a ECA 2 no VE dos animais TGR-DOCA,

enquanto nenhuma alterac¢do foi observada nos animais SD-DOCA.

14 - A expressao do mMRNA para a ECA no VE dos ratos TGR-DOCA foi menor
apos a hipertensdo arterial em relagdo aos ratos TGR-UNX, enquanto que nos
animais SD-DOCA esta expressdo ndo alterou em relagdo aos SD-UNX. A
expressao do MRNA para a ECA foi menor nos ratos TGR-DOCA em relagdo aos
ratos SD-DOCA.

15 - Apds a hipertensdo arterial, os animais TGR-DOCA apresentaram uma redugao
da expressdo do MRNA para o receptor Mas no VE em rela¢do ao seu controle. A
hipertensdo arterial ndo induziu diferenca na expressdo deste receptor no VE dos

animais SD-DOCA.

16 - A hipertensdo arterial ndo alterou a expressdao do receptor AT, no VE dos

animais SD-DOCA e TGR-DOCA.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostra que ratos TGR que expressam uma proteina de
fusdo produtora de Ang-(1-7) apresentam uma atenuacao do desenvolvimento da
hipertensdo arterial, disfungdo ventricular sistolica e diastolica e remodelamento
cardiaco, apos a inducao do modelo de hipertensio DOCA-Sal. Estes efeitos foram
acompanhados de um aumento dos niveis cardiacos de Ang-(1-7), observados pela
primeira vez no modelo de hipertensao DOCA-Sal.

Interessantemente, a hipertensdo arterial induziu nos ratos transgénicos
alteracOes diferenciais nos niveis plasmaticos e cardiacos de Ang-(1-7) apds em
comparagdo aos ratos SD. O desenvolvimento da hipertensao DOCA-Sal induziu
nos ratos TGR uma redu¢ao dos niveis elevados de Ang-(1-7) no plasma e produziu
um aumento de aproximadamente 2,5 vezes nos niveis desse peptideo no coragao.
Sendo assim, a atenuac¢dao dos efeitos deletérios cardiacos desencadeados pela
hipertensao arterial nos ratos TGR parece ser decorrente de um aumento dos niveis
de Ang-(1-7) no coracdo e ndo apenas pelos niveis aumentados desse peptideo na
circulagao.

A andlise do desenvolvimento da hipertensdo arterial mostrou que os ratos
TGR apresentaram menores niveis de pressao arterial sistolica (PAS) durante todo o
periodo avaliado. Além disso, os ratos TGR tornaram-se hipertensos apenas a partir
do 20° dia de indugdo da hipertensio, enquanto os animais SD j apresentaram um
aumento significativo da pressdo arterial no 10° dia avaliado. A atenuagdo da
hipertensdao DOCA-Sal nos ratos TGR estd de acordo com achados que mostram

uma acdo antihipertensiva da Ang-(1-7) em animais hipertensos (Braga e cols.,
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2002). Alguns estudos mostram que a infusdo cronica de Ang-(1-7) promoveu uma
atenuacdo da hipertensdo arterial induzida pelo sal, assim como preveniu o
desenvolvimento de hipertensdo severa em animais hipertensos tratados com L-
NAME (Eatman e cols., 2001; Benter e cols., 2005). Além disso, os niveis de Ang-
(1-7) circulante aumentam durante o tratamento com drogas anti-hipertensivas, tais
como inibidores de ECA e antagonistas de receptor AT, e, mais importante, parte do
efeito anti-hipertensivo destas drogas ¢ reduzido quando se bloqueia o receptor de
Ang-(1-7), Mas (Iyer e cols., 1998). Varios trabalhos mostram que a Ang-(1-7)
exerce efeito vasodilatador em diferentes leitos vasculares (Brosnihan e cols., 1996;
de Paula e cols., 1995). Mais recentemente, Sampaio e cols. (2003) e Botelho-
Santos (2007) mostraram que o aumento dos niveis de Ang-(1-7), in vivo, produz
reducdo da resisténcia periférica total em decorréncia do efeito vasodilatador em
diferentes leitos vasculares. E possivel que este seja um dos mecanismos pelos
quais os niveis aumentados de Ang-(1-7) tenham atenuado o aumento da PA apoés a
inducdo da HA DOCA-Sal.

J& esta bem definido na literatura que a indugdo da hipertensdo arterial pela
administracdo de mineralocorticoides, juntamente com o aumento da carga de sal, é
acompanhada de uma reducao do SRA circulante (Katz e cols., 2000; Ogawa e cols.,
1999). Outros estudos mostram que a administracdo de inibidores de ECA e
antagonistas do receptor AT ndo altera os niveis de pressdo arterial no modelo de
HA DOCA-Sal (Trippodo e cols., 1995; Katz e cols., 2000). Os ratos hipertensos
SD e TGR apresentaram um menor nivel de Ang II plasmatica em relagdo ao seu
respectivo controle, o que sugere que o aumento da pressao arterial observado nestes
animais ndo ¢ dependente do SRA circulante. Além da queda da Ang II, a

hipertensao DOCA-Sal induziu nos ratos TGR uma reducdo dos niveis de Ang-(1-7)
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circulante para valores semelhantes aos do SD. Mesmo assim, estes animais
apresentaram uma atenuacao do desenvolvimento da hipertensdo arterial sugerindo
que outros mecanismos, muito provavelmente relacionados com os niveis teciduais
dos peptideos angiotensinérgicos estejam envolvidos na atenuagdo da PA nos ratos
TGR-DOCA.

Existem evidéncias na literatura de que o modelo de hipertensao DOCA-Sal
tem como caracteristica um aumento da atividade do SRA central (Schenk ¢ cols.,
1992; Weyhenmeyer e cols., 1985). Alguns estudos mostram que a hipertensao
DOCA-Sal induz uma maior expressdo do receptor AT; e aumento da atividade da
renina em areas centrais envolvidas com o controle da pressdo arterial (Park e cols.;
2001; Basso e cols., 1981). Outros estudos mostram que o aumento da
osmolaridade plasmatica ¢ essencial para a manuten¢do dos niveis elevados de
pressdo arterial no modelo de HA DOCA-Sal, a partir de uma agdo central
estimulando a liberagdo de vasopressina e ativacdo da atividade simpdatica
(O’Donaughy e cols., 2006ab). Além disso, a administragdo do DOCA em ratos
induz um comportamento hedénico dependente da ingestdo de sal (Morris e cols.,
2006). Em contrapartida, estudo realizado em nosso laboratério mostrou que ratos
TGR(A1-7)3292 apresentaram reducdo do volume urinario acompanhado de
aumento da osmolaridade urindria em condi¢des basais (Ferreira e cols., 2006). No
entanto, quando estes animais foram submetidos a ingestdo de sal (8%), o volume e
a osmolaridade urinaria foram restabelecidos, apesar destes animais apresentarem
uma menor ingestdo de agua (Ferreira e cols., 2004). Sendo assim, podemos
levantar a hipotese de que a atenuagdo da hipertensdo arterial nos ratos TGR pode
estar relacionada com um menor apetite ao sédio durante o desenvolvimento da

hipertensao DOCA-Sal e ainda com uma melhora no balango do sodio. Estes efeitos
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podem ser decorrentes de um efeito central do aumento sustentado de Ang-(1-7)
sobre as acdes dos mineralocorticoides, ou até por uma agdo local da Ang-(1-7)
sobre a funcdo renal. Contudo, outros estudos precisam ser realizados para verificar
se a atenuacdo da hipertensao DOCA-Sal nos ratos TGR estd relacionada a estas
alteragoes.

A redugdo dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) nos ratos TGR-DOCA foi
acompanhada de maiores niveis de Ang-(1-7) no tecido cardiaco. No entanto, o
aumento de Ang-(1-7) no VE s6 foi observado nos ratos TGR-DOCA. Além da
produgdo local de Ang-(1-7) no coragdo, alguns estudos mostram um papel protetor
da Ang-(1-7) no remodelamento cardiaco. Estudos in vitro mostram que a Ang-(1-
7) previne os efeitos do remodelamento em fibroblastos cardiacos (Iwata e cols.,
2005; Diaz-Aray e cols., 2005) e em cardiomiocitos (Tallant e cols., 2005). Outros
estudos mostram que, in vivo, a Ang-(1-7) pode atenuar a fibrose intersticial
cardiaca presente em diferentes modelos de cardiopatias (Loot e cols., 2002; Santos
e cols., 2004; Grobe e cols., 2007a; Ferreira e cols., 2007b). Em nosso estudo foi
observado que, ap6s a hipertensio DOCA-Sal, os ratos SD apresentaram um
aumento da expressao de MRNA para o colageno I e III no VE quando, enquanto que
a expressdo destes colagenos ndo foi alterada nos animais TGR. Além disso, a
expressdo dos coldgenos cardiacos foi menor nos ratos TGR-DOCA quando
comparados aos SD-DOCA. Sendo assim, esses dados, conjuntamente com estudos
J4 existentes na literatura, sugerem que a Ang-(1-7) pode influenciar a regulagdo dos
componentes da matriz intersticial no tecido cardiaco.

A Ang-(1-7) pode reduzir o aumento da deposi¢cdo de colageno que ocorre
em resposta a indugdo de hipertensdo arterial por meio de diferentes mecanismos.

Ela pode inibir diretamente a secre¢do de coldgeno ou a ativacdo de fibroblastos
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(Iwata e cols., 2005; Grobe e cols.; 2007b), assim como pode inibir a agdo de varios
fatores pro-fibroticos como a norepinefrina, TGF-f, endotelina, bem como as agdes
da Ang II (Grobe e cols., 2006). Além disso, a Ang-(1-7) possui efeitos opostos e
antagonicos as acdes da Ang II sobre a regulagdo da transcricdo de metaloproteases
e inibidores de metaloproteases presentes na matriz intersticial de cultura de células
cardiacas (Pan cols., 2008). Desta forma, ja estd bem definido na literatura que a
Ang 11, via seu receptor AT}, induz a producdo e secrecdo de coldgeno, promovendo
um acumulo de tecido fibroso intersticial no coragdo (Lijnen e cols., 2001; Kim e
cols., 1994) e que a Ang-(1-7) pode contra-regular estas agdes pro-fibréticas da Ang
II (Iwata e cols., 2005).

Os resultados deste estudo mostraram uma queda da concentracao de Ang II
no tecido cardiaco nos ratos SD apds a hipertensdo DOCA-Sal, sugerindo que outros
mecanismos estdo envolvidos com o aumento da expressdo do MRNA de proteinas
da matriz extracelular observada nos animais SD-DOCA. Katz e cols. (2000)
mostraram uma reducdo da atividade da renina cardiaca apds inducdo da HA
DOCA-Sal em ratos SD, o que sugere uma redu¢do dos niveis cardiacos de Ang II
neste modelo de HA. Desta forma, uma das possibilidades que poderia explicar o
aumento da fibrose intersticial nestes animais, mesmo frente a redu¢ao dos niveis
locais da Ang II no tecido cardiaco, seria por uma agdo direta dos
mineralocorticéides sobre o remodelamento cardiaco. Estudos in vitro mostram que
o mineralocorticoide estimula o aumento da expressao génica para o colageno I e III
(Brilla e cols., 1994), assim como a sintese de colageno, em fibroblastos cardiacos
de rato adulto (Brilla e cols, 2000). Além disso, o uso do antagonista do receptor
para mineralocorticoide preveniu a producdo de fibrose cardiaca por mecanismos

independentes da sobrecarga pressorica, efeito nao observado pela administragao do
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Losartan (Mill e cols., 2006). Outros estudos sugerem uma interagao entre a Ang II
e mineralocorticéides, de forma que a aldosterona pode potencializar os efeitos pro-
fibroticos da Ang II, aumentando os niveis de MRNA e densidade do receptor AT no
coracgdo (Silvestre e cols., 1995; Robert e cols., 1999). O mecanismo responsavel
pelo aumento da expressdo de colagenos no coracdo dos ratos SD-DOCA ainda ndo
estd bem esclarecido na literatura. Outros estudos com este modelo de hipertensao
ainda precisam ser realizados para uma melhor compreensdo da interagdo entre o
SRA e demais sistemas envolvidos com o processo fibrético no tecido cardiaco.
Além disso, seria necessario investigar se a Ang-(1-7) pode alterar os niveis locais
de mineralocorticoides ou interferir com as acoes destes.

Existem evidéncias na literatura de que o efeito cardioprotetor da Ang-(1-7)
pode ser mediado pelo seu papel preventivo sobre o remodelamento cardiaco em
resposta a diferentes cardiomiopatias (Loot e cols., 2002; Zisman e cols.; 2003).
Virios estudos t€ém mostrado o efeito da Ang-(1-7) na funcdo cardiaca (Averill e
cols., 2003; Ferreira e cols., 2007). A disfun¢do cardiaca que se observa em
camundongos com dele¢do genética para a ECA2 e receptor Mas (Crackower e
cols., 2002; Santos e cols., 2006) ilustra o papel da Ang-(1-7). De acordo com estes
achados, as analises ecocardiograficas realizadas no presente estudo mostraram que,
apos a hipertensio DOCA-Sal, os ratos TGR apresentaram uma atenuacdo da
disfuncdo diastdlica quando comparados aos SD. A disfun¢do diastolica pode estar
relacionada com uma alteragdo dos componentes elasticos que acompanham a
fibrose intersticial cardiaca (Brilla e cols., 2000; Ichiara e cols., 2002; Shapiro e
cols., 2008). Os animais SD-DOCA tiveram uma reducgdo da relacao didmetro da
Aorta/AE e um aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) quando

comparados ao seu controle. A reducdo da relagdo Aorta/AE reflete um maior
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volume residual presente no AE em decorréncia de um prejuizo no relaxamento
ventricular, enquanto o aumento do TRIV indica um comprometimento do
relaxamento ventricular no inicio da didstole, possivelmente devido a maior tensdo
do tecido cardiaco. Os ratos TGR nao apresentaram alteragdo na fun¢do diastdlica
apos a hipertensdo, provavelmente por ndo apresentarem sinais de fibrose cardiaca,
sugerindo que a Ang-(1-7) pode exercer um efeito benéfico sobre os mecanismos
relacionados com o relaxamento ventricular, possivelmente a partir da sua influéncia
sobre os niveis de colagenos cardiacos.

A hipertensio DOCA-Sal ndo alterou nos ratos TGR os parametros
relacionados com a fungdo sistolica, enquanto que nos ratos SD foi observado um
aumento da fracdo de ejecdo (FE) e da fragdo de encurtamento (Ad%). O aumento
observado nestes parametros deve estar relacionado com a hipertrofia cardiaca e
mostra um hiperdinamismo do VE destes animais em resposta 4 indugdo da
hipertensdo arterial, sugerindo que os ratos SD ainda estejam em uma fase
compensada da funcdo cardiaca. A auséncia de disfuncdo sistdlica pode estar
relacionada com a duracgdo da hipertensdo arterial. Estudo realizado por Sun e cols.,
(2005) mostrou que a administragdo de DOCA por um periodo de 12 semanas
promoveu uma reducdo da FE em camundongos. Desta forma, pode-se sugerir que
um tratamento mais prolongado, em uma fase mais avangada da hipertensdo, os
ratos SD poderiam entrar em um quadro de insuficiéncia cardiaca.

Estudos ja mostraram que a Ang-(1-7) reduz a incidéncia e duracao das
arritmias de reperfusdo (Ferreira e cols., 2001) e que a infusdao cronica deste
peptideo atenua o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca apds infarto do
miocardio (Loot e cols., 2002). Além disso, a Ang-(1-7) altera a contratilidade

cardiaca em coracao isolado de rato TGR(A1-7)3292, melhorando a fungao pds-
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isquémica (Santos e cols., 2004). Além disso, a Ang-(1-7) melhora a funcao
ventricular sistélica, uma vez que camundongos com dele¢do genética para o
receptor Mas apresentaram uma reducdo da performance cardiaca avaliada pelo
exame ecocardiografico (Santos e cols., 2006). Os nossos resultados
complementam e estendem esses resultados, contribuindo para estabelecer o papel
da Ang-(1-7) sobre a fungdo cardiaca, mostrando que a Ang-(1-7) pode atenuar a
disfuncdo cardiaca em resposta ao modelo de hipertensao DOCA-Sal.

Uma outra possibilidade para a menor deposi¢ao de colageno e melhora da
funcdo cardiaca nos ratos TGR-DOCA, que ndo pode ser completamente descartada,
esta relacionada ao fato de que nos ratos TGR-DOCA a carga pressorica (pds-carga)
foi menor, ou seja, mesmo atingindo niveis de hipertensdo (168 + 3 mmHg), o
aumento da PAS foi de cerca de 35%, enquanto que no SD foi de 50%. Por outro
lado, diversos estudos mostram que as agdes cardioprotetoras da Ang-(1-7) sdo
aparentemente independentes de alteracdes da pressdo arterial (Santos e cols., 2006;
Grobe e cols., 2007; Ferreira e cols., 2007). Grobe e cols. (2006) mostraram que a
infusdo subcutanea de Ang-(1-7) durante 28 dias em ratos atenuou o remodelamento
cardiaco sem alterar o nivel de hipertensdo arterial. Desta forma, embora os ratos
TGR tenham apresentado atenuacdo na hipertensdo arterial, podemos sugerir que a
melhora da disfuncdo e remodelamento cardiaco esteja relacionada ao aumento dos
niveis da Ang-(1-7) no VE, e ndo devido aos menores niveis de PAS observados nos
ratos TGR apos a hipertensao.

Um outro aspecto que pode estar relacionado a cardioprotecao observada nos
ratos TGR apds a hipertensdo DOCA-Sal ¢ que esta linhagem apresenta, em
condi¢des basais, uma alteragdo dos componentes do SRA cardiaco. Nossos

resultados mostraram que os animais TGR apresentam menores niveis basais de
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Ang II cardiaca, associado a uma maior expressao de MRNA para a ECA2 no VE, o
que explicaria o aumento de 3 vezes da relacio Ang(1-7)/Ang II no VE dos ratos
TGR. Estudo realizado em nosso laboratério mostrou que, além dessas alteragdes
cardiacas, os ratos TGR apresentam uma redugcdo da expressio MRNA de
angiotensinogénio no VE, o que pode levar a uma menor formacdo de Ang II no
tecido cardiaco (Nadu e cols., 2008). Esses dados estdo de acordo com o estudo de
Mendes e cols. (2005), mostrando que a infusdo subcutdnea de Ang-(1-7) promoveu
uma redugdo importante dos niveis de Ang Il no coragdo, acompanhada de aumento
da expressio de ECA2 no coragdo. Por outro lado, Ishiyama e cols. (2004)
mostraram que a Ang Il pode reduzir a expressao de ECA2 em células cardiacas e
que a Ang-(1-7) ndo apresenta efeito direto sobre a expressao de ECA2. No entanto,
em astrocitos, a Ang-(1-7) pode reduzir o efeito inibitério da Ang II sobre a
expressao da ECA2 (Gallagher e cols., 2006). Desta forma, esses dados sugerem
que o aumento cronico de Ang-(1-7) nos ratos TGR pode induzir reducao dos niveis
de angiotensinogénio e consequentemente os niveis de Ang II, que por sua vez
resultam em aumento da expressdao de ECA 2 e Ang-(1-7) no coragao.

Apds o desenvolvimento da hipertensdo, os ratos TGR apresentaram
alteracdes distintas no metabolismo dos peptideos angiotensinérgicos cardiacos. A
hipertensio DOCA-Sal induziu nos ratos TGR um aumento de aproximadamente
2,5 vezes nos niveis de Ang-(1-7) no VE e m uma queda em menor magnitude dos
niveis j& reduzidos de Ang II no tecido cardiaco, o que resultou em um aumento de
cerca de 8 vezes na relacio Ang-(1-7)/ Ang II no VE dos ratos TGR.
Interessantemente, apds a hipertensao foi observado nos ratos TGR uma reducao da
expressao de ECA2 a niveis similares aos do SD. A reducao da expressao da ECA2

foi acompanhada de queda da expressdao da ECA no VE dos ratos TGR-DOCA. Em
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contrapartida, a hipertensdo nos animais SD induziu apenas uma redug@o dos niveis
de Ang II no coragdo, sendo esse um resultado esperado diante da inducdo da
hipertensdao DOCA-Sal (Katz e cols., 2000).

Dentre as modificacdes observadas nos TGR apo6s a hipertensdo, a
compreensdo de quais sdo os mecanismos de formagdo da Ang-(1-7) no VE ¢ de
grande relevancia, uma vez que o aumento deste peptideo parece estar relacionado
com a atenuagdo da disfungio e fibrose cardiaca apos a hipertensio. E importante
ressaltar que a Ang-(1-7) ¢ hidrolisada pela ECA, resultando em um peptideo
destituido de efeito bioldgico. A reducdo da expressdo da ECA no VE dos ratos
TGR-DOCA pode estar relacionada com uma menor degradacdo da Ang-(1-7).
Além disso, existem evidéncias de que a Ang-(1-7) tem um efeito inibitorio sobre a
atividade da ECA (Deddish e cols., 1998), o que favorece ainda mais o acimulo
deste peptideo. Os menores niveis de Ang Il no VE dos ratos TGR também pode
ser um reflexo da menor expressdao de ECA no coragdo apos a hipertensdo. Alguns
estudos sugerem que a ECA2 ¢ a principal enzima envolvida com a formagao de
Ang-(1-7) a partir da Ang II (Crackower e cols., 2002; Zisman e cols., 2003). No
entanto, a expressdo de ECA2 reduziu nos TGR-DOCA, juntamente com o seu
principal substrato, a Ang II. Sendo assim, embora ndo tenham sido analisados os
niveis de Ang I no tecido cardiaco dos ratos TGR-DOCA, a redu¢do da expressao
das enzimas conversoras de angiotensinas no VE dos ratos TGR, sugere que o
precursor para a formagao de Ang-(1-7) nestes animais seja a Ang I.

Alguns trabalhos sugerem a existéncia de vias alternativas para a formagao
de Ang-(1-7) no coragdo. Campbell e cols. (2004) sugerem a agdo de
endopeptidades na formagdo de Ang-(1-7) no tecido cardiaco a partir da Ang I, por

uma via independente da ECA2. Campbell e cols. (2007) mostraram que a Ang-(1-
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7) pode ser formada através da NEP a partir da Ang-(1-12). Recentemente, a Ang-
(1-12) foi identificada em diferentes tecidos de ratos, bem como no coragdo (Nagata
e cols., 2006), sugerindo a possibilidade deste peptideo representar uma novo
precursor para as angiotensinas. Garabelli e cols., (2008) mostraram que a
carboxipeptidade A, e ndo a ECA2, estd envolvida com a formagdo de Ang-(1-9) a
partir da Ang I, em coracdo de camundongos. Dessa forma, estudos futuros deverdo
ser realizados para identificar quais enzimas estdo relacionadas com a formacao de
Ang-(1-7) no VE dos ratos TGR submetidos a hipertensao DOCA-Sal.

Vale ressaltar que no presente estudo avaliou-se a expressao do mRNA para a
ECA e ECA2 e ndo a atividade ou concentracdo destas enzimas. Assim, ainda nio
podemos descartar a possibilidade de que a alteragdo na expressdo do mMRNA nao
esteja refletindo a expressdo das proteinas, de forma que a formacdo de Ang-(1-7)
pode estar ocorrendo através da acdo da ECA2. Uma outra possibilidade que
poderia explicar o aumento de Ang-(1-7) no VE dos ratos TGR, ainda a ser
explorada, ¢ que a indugdo da hipertensdo DOCA-Sal poderia alterar a expressao do
transgene no coragao.

Sabe-se que o aumento dos niveis de angiotensinas teciduais envolve
formagdo local e/ou captacdo do peptideo da circulagdo. Katz e cols. (1997)
sugerem que a Ang Il pode ser captada da circulagdo para diferentes tecidos, o que
contribuiria para o aumento local dos niveis deste peptideo. Outros estudos
mostram que a captacdo de Ang Il da circulagdo para o tecido renal ¢ mediada pelo
receptor AT, a partir de sua internalizagdo (Li e cols., 2008; Ortiz e cols., 2008).
Esse dado explicaria a auséncia da rapida degradacdo da Ang II por endoproteases
teciduais (Katz e cols., 1997). Diante da captacdo de Ang II do plasma para o

tecido, ndo podemos descartar a possibilidade da captagdo da Ang-(1-7) da
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circulagdo para o tecido cardiaco estar envolvida com o aumento dos niveis deste
peptideo no VE dos ratos TGR-DOCA.

Diante do aumento dos niveis de Ang-(1-7) no VE dos ratos TGR passamos
a investigar a expressio do MRNA para o receptor Mas nesses animais apds a
hipertensdo. Interessantemente, a expressao do receptor Mas foi menor nos ratos
TGR apo6s a hipertensdo. Em condigdes basais ndo observamos diferenca na
expressado do MRNA para o receptor Mas entre os ratos TGR ¢ SD. Em
contrapartida, a hipertensdo ndo alterou a expressao do mMRNA para o receptor Mas
nos ratos SD. Vdrios estudos mostram que a proteina Mas ¢ o principal receptor
para mediar as a¢des da Ang-(1-7) (Santos e cols., 2003; Ferreira e cols., 2007). O
receptor Mas parece mediar também todas as acdes descritas para a Ang-(1-7) no
coragdo (Castro e cols., 2006; Tallant e cols., 2005). Os resultados de nosso estudo
sugerem que o aumento acentuado nos niveis de Ang-(1-7) nos ratos TGR-DOCA
tenha induzido o downregulation do receptor Mas. Estudos recentes sugerem a
existéncia de um diferente subtipo de receptor para a Ang-(1-7) (Silva e cols., 2006).
Estudos futuros serdo necessarios para avaliar a existéncia de outro subtipo de
receptor para a Ang-(1-7) no coracdo e se ha alteragdes desses niveis apos a
hipertensao arterial.

A expressdo cardiaca do receptor AT, ndo alterou nos ratos SD apds a HA
DOCA-Sal, sugerindo que este receptor ndo estd envolvido com as alteragdes
cardiacas observadas nestes animais. Embora existam evidéncias de que o receptor
AT participe dos mecanismos que envolvem o remodelamento cardiaco observado
na HA DOCA-Sal ou induzida por mineralocorticéides (Nisshikawa e cols., 1998;
Johar e cols. 2006), Kim e cols. (1994) observaram que a administracdo de

antagonista de receptor AT; ndo reduz a fibrose cardiaca em ratos submetidos a este
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modelo de hipertensdo. Desta forma, ainda ndo estd claro na literatura o
envolvimento do receptor AT, com as alteragdes cardiacas observadas na HA
DOCA-Sal. Nossos resultados mostraram ainda que a expressdo do receptor AT
ndo diferiu entre os animais TGR-DOCA e SD-DOCA, sugerindo que a Ang-(1-7)
ndo alterou a expressdo deste receptor apéos a HA. De acordo com 0s nossos
achados, Grobe e cols. (2007) mostraram que a infusdo subcutdnea de Ang-(1-7)
reduz a fibrose cardiaca sem alterar os niveis do receptor AT; no coragdo de ratos
tratados com Ang II. Em contrapartida, outros estudos mostraram que a Ang-(1-7)
reduz os niveis do receptor AT; em células musculares lisas vasculares (Clark e
cols.; 2001) e renais (Clark e cols., 2003). Desta forma, estudos subseqiientes
bloqueando o receptor AT, sdo necessarios para esclarecer a participacdo deste
receptor na HA DOCA-Sal nos animais TGR.

Em sintese, nossos resultados mostram que o aumento cronico de Ang-(1-7)
presente nos ratos TGR(A1-7)3292 promoveu um efeito cardioprotetor diante de um
quadro de hipertensdo arterial. Estes animais apresentaram uma atenuagdo da
hipertensdo arterial, remodelamento e disfun¢do cardiaca apos o desenvolvimento
do modelo de hipertensdo DOCA-Sal. Estes efeitos parecem estar associados a uma
alteracdo especifica do SRA cardiaco, de forma a favorecer a formag¢do de Ang-(1-

7) no coragao.
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