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Resumo

Avaliou-se o efeito do analogo ndo peptidico da Ang-(1-7), AVE 0991, sobre
parametros cardiovasculares e renais em ratos com hipertensdo renovascular. Ratos Fisher
foram submetidos a cirurgia para producéo da hipertensdo renovascular, modelo de Goldblatt
(2R1C) e posteriormente ao tratamento com AVE 0991 durante quatro semanas. Ao final do
tratamento os animais tiveram sua aorta abdominal e veia femoral canuladas, €, apds 24 horas,
foi realizado o registro da pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC), e a
avaliacdo da sensibilidade do controle reflexo da FC, estando o animal acordado. Ao término
do experimento foi realizada eutanasia, com retirada de coracgdo e rins, para posterior analise
histolégica. Os principais dados obtidos em nosso estudo sugerem que o tratamento com AVE
0991 pode alterar os valores da PAM, de forma diferente, conforme a dose utilizada, além de
prevenir o remodelamento cardiaco e renal nos animais com hipertensdo renovascular. O
AVE 0991 na dose 3mg/kg, reduziu os niveis de PAM basal dos ratos com hipertenséo
renovascular, embora ndo tenha abolido a hipertenséo, visto que a PAM basal desse grupo de
animais foi superior a PAM dos animais normotensos SHAM. Ja na dose 1mg/kg, o AVE
0991 ndo se mostrou eficaz em reduzir os niveis basais da PAM nos ratos com hipertensao
renovascular. Em relacdo a sensibilidade do controle reflexo da FC, o AVE 0991 na dose 3
mg/kg restaurou a sensibilidade do controle reflexo da FC, tanto sobre os componentes
bradicardico como sobre o componente taquicardico, para niveis normais em comparagdo aos
ratos normotensos. Entretando, na dose 1 mg/kg apresentou melhora da sensibilidade
barorreflexa nos ratos com hipertensdo renovascular em relagdo ao componente taquicardico.
Adicionalmente, 0 AVE 0991 em ambas as doses, 1 ou 3 mg/kg, reduziu o numero de células
inflamatdrias, a espessura das fibras miocardicas dos animais hipertensos 2R1C em relacdo
aos animais normotensos SHAM, além disso, o tratamento com AVE 0991 preveniu o
desenvolvimento de fibrose cardiaca e renal nos animais hipertensos 2R1C em ambas as doses
de 1 e 3 mg/kg. Em conjunto, os resultados do presente estudo reforcam a ideia de que o
tratamento com AVE 0991 em animais com hipertensdo renovascular apresenta um papel
anti-tréfico e anti-fibrético, e induz melhora da sensibilidade barorreflexa, aléem de apresentar

efeitos diferentes na PAM basal dependendo da dose utilizada, 1 ou 3 mg/kg.

Palavras chave: AVE 0991, Angiotensina-(1-7), hipertensdo renovascular,

sensibilidade do controle reflexo da FC, remodelamento cardiaco.



Abstract

We evaluated the effects of the nonpeptide Ang-(1-7) analog, AVE 0991, on
cardiovascular and renal parameters in rats with renovascular hypertension. Fisher rats
underwent surgery for the induction of renovascular hypertension 2K1C and then, they were
submitted to treatment with AVE 0991 for four weeks. At the end of treatment the animals
had their abdominal aorta and femoral vein cannulated, and after 24 hours, the mean arterial
pressure (MAP), heart rate (HR), and the baroreflex sensitivity was evaluated, with awake
animals. Euthanasia was performed, and heart and kidneys removed, for subsequent
histological analysis. The main data obtained suggest that treatment with AVE 0991 can
change the values of MAP depending on the dose used. AVE 0991 at the 3mg/kg dose,
reduced the baseline levels of MAP in rats with renovascular hypertension, although
hypertension was not abolished, as the baseline MAP of this group of animals was upper than
the normotensive SHAM animals. In the 1mg/kg dose, AVE 0991 was not effective in
reducing baseline levels of MAP in rats with renovascular hypertension. AVE 0991 at the 3
mg/kg dose restored the baroreflex sensitivity on both the components, bradycardic and
tachycardic, to normal levels compared to normotensive rats. However, at the 1 mg/kg dose,
AVE 0991 improved baroreflex sensitivity in 2K1C rats only in relation to the tachycardic
component. In addition, AVE 0991 at both doses, 1 or 3 mg/kg, reduced the number of
inflammatory cells and the thickness of the myocardial fibers on the 2K1C hypertensive
animals compared to SHAM normotensive rats, and further, treatment with AVE 0991

prevented the development of cardiac and renal fibrosis in 2K1C hypertensive animals.

Key words: AVE 0991, Angiotensin-(1-7), renovascular hypertension, baroreflex sensitivity,

cardiac remodeling.
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1 Introdugéo

O sistema renina angiotensina (SRA) possui um importante papel na patogénese de
doencas cardiovasculares, particularmente na hipertensdo arterial e remodelamento cardiaco.
Dentre os componentes desse sistema, a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] tem emergido, nos
ultimos anos, como alvo de estudos principalmente devido a suas a¢des cardioprotetoras que,
frequentemente se opdem as ac¢bes da Angiotensina Il (Ang Il) (Santos e cols., 2000; Santos e
cols., 2006; Ferrario e Trask, 2007). Ang-(1-7) pode ser formada pela enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2), homéloga a enzima conversora de angiotensina (ECA). As a¢des da
Ang-(1-7) foram recentemente atribuidas a sua ligagdo ao receptor Mas, acoplado a proteina
G, participando no controle da presséo arterial (PA) (Benter e cols., 1995 e Santos e cols.,
2003), no controle barorreflexo (Santos e Campagnole, 2000) assim como exercendo
propriedades anti-troficas (Tallant e cols., 2005) e anti-fibroticas (Iwata e cols., 2005). Juntos
Ang-(1-7), seu receptor Mas e a ECA2, formam o eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas, que possui

efeitos contra regulatorios, frequentemente opostos ao classico eixo ECA-Ang 11- AT;.

Um importante avango nos estudos relacionados as agdes da Ang-(1-7) e suas
possiveis aplicacBes farmacologicas foi a descoberta recente do analogo AVE 0991 (Wiemer
e cols., 2002). Este composto é um agonista do receportor Mas, ndo peptidico e oralmente

ativo que mimetiza os efeitos dessa angiotensina em muitos tecidos.

AVE 0991 compete pelos sitios de ligacdo da Ang-(1-7) e liberando éxido nitrico/
superdxido com perfil similar ao observado com a Ang-(1-7) (Wiemer e cols., 2002). Outros
estudos tém demonstrado que AVE 0991 age como um agonista do receptor Mas no rim
(Pinheiro e cols., 2004) e nos vasos sanguineos (Lemos e cols., 2005). Adicionalmente, AVE
0991 previne o remodelamento cardiaco (Benter e cols., 2006; Ferreira e cols. 2007; Wuo-
Tao-Zeng., 2010), melhora a funcdo cardiaca (Ferreira e cols. 2007; Zeng e cols., 2010) de

maneira semelhante a Ang-(1-7).

Compostos ndo peptidicos sdo importantes na terapia farmacoldgica devido a sua
resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, oferecendo com isso, a possibilidade de ser
administrada oralmente. Um crescente nimero de estudos sugere que componentes capazes de

interferir no eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas podem constituir uma nova classe de medicamentos



para o0 tratamento de doengas cardiovasculares. Dessa forma, o AVE 0991 torna-se um
candidato promissor nas terapias de doengas renovasculares (Santos e cols., 2006).

Assim, 0 objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito da administracdo
intragastrica de AVEQ0991 sobre parametros cardiovasculares, bem como sobre aspectos

histolégicos cardiacos e renais em ratos com hipertenséo renovascular.



2 Revisdo da Literatura

A hipertensédo arterial (HA) é uma condicdo clinica caracterizada por niveis elevados
de PA e esta frequentemente associada a alteracdes funcionais e/ou estruturais dos érgdos-
alvo (coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e alteracfes metabolicas com aumentos do
risco de eventos cardiovasculares (SBH, 2006). A mortalidade por doencas cardiovasculares
cresce progressivamente com aumentos de PA a partir de 115/75 mmHg de forma linear,
continua e independente. Em 2001, em torno de 7,6 milhGes de mortes ocorreram em todo o
mundo, aproximadamente 14% foram atribuidas aos niveis elevados de PA sistélicas (Lawes
e cols., 2008).

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) pode ser induzida pela hipertensdo e consiste
em um processo adaptativo funcional em resposta a elevacdo da PA periférica. Ao ser
submetido a uma sobrecarga de pressdo, o ventriculo esquerdo (VE) tende a dilatar como
resposta inicial visando a otimizacdo do processo contrétil (Schaper, 1998). Tal processo
acarreta uma elevacdo no estresse da parede ventricular, levando a uma resposta fibrotica
alem de hipertrofia das fibras do ventriculo esquerdo. Essa hipertrofia quando acompanhada
de fibrose, durante o remodelamento € um processo patoldgico que pode levar a perda de
funcédo (Schaper, 1998; Grobe e cols., 2006; Frohlich e cols. 1999).

Além de afetar o coracdo, a HA também pode provocar danos aos rins. A HA lesa o
rim por trés vias principais: isquemia glomerular devida a lesdo vascular; hipertenséo
glomerular pela perda da autorregulacdo renal e ativacdo do sistema renina-angiotensina
(SRA). Todas essas vias podem comprometer ndo apenas 0s vasos renais (hialinose arteriolar
e/ou necrose fibrindide) ou o glomérulo (glomeruloesclerose), como também o intersticio
renal, causando fibrose e perda de funcdo (Souza e cols., 2010; Klag e cols., 1996; Lijtic e
cols., 2003).

A hipertensdo renovascular (HRV) pode ser definida pela elevacdo persistente da PA
secundaria a estenose hemodinamicamente significativa de uma ou ambas as artérias renais,
capaz de alterar a pressao de perfusdo e o fluxo sanguineo renal (Goldblatt e cols., 1934;
Bortollo e Malaquias, 2011).

Goldblatt e colaboradores (1934) demonstraram a participagdo do rim como agente
primario no surgimento da hipertensdo. Utilizando modelos animais, desenvolveram a HRV,
um rim, um clipe (1R1C) e dois rins, um clipe (2R1C) (Goldblatt e cols., 1934). No modelo
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de hipertensdo 2R1C a artéria de um dos rins fica constricta, enquanto a artéria do rim contra
lateral ¢ mantida intacta (Huang e cols., 1982; Ploth, 1983; Braam e cols., 1995). O
desenvolvimento da hipertensdo neste modelo é acompanhado por aumentos significativos
nos niveis de Ang Il em ambos os rins, clipado e o rim contralateral ndo clipado (Kobori e
cols., 2007). Os altos niveis circulantes de Ang Il possuem efeitos vasculares diretos como o
aumento da resisténcia periférica, estimulo ao sistema nervoso simpatico e liberacdo de
aldosterona o que contribui para a elevacéo da PA (Navar e cols.,1995).

Alguns estudos demonstraram que pequenos incrementos nos niveis plasmaticos de
Ang Il sdo capazes de induzir aumentos importantes nos niveis intrarrenais de Ang Il e estes
excedem os niveis plasmaticos de Ang Il (Von Thun e cols., 1994; Zou e cols., 1996). Sadjadi
e colaboradores (2005a) demonstraram que 0s niveis renais da atividade da ECA estdo
aumentados nos rim ndo isquémico nos ratos com hipertensdo renal 2R1C e que aumentos nos
niveis plasmaticos de Ang Il elevam a Ang Il renal no rim ndo isquémico, sugerindo que o
mecanismo de elevacdo dos niveis renais de Ang Il é dependente da ECA (Sadjadi e cols.,
2005a). Esses mesmos autores, em outro estudo, também mostraram que a producéo de Ang Il
pode ocorrer através da acdo da enzima quimase, sendo que esta enzima sofre um
upregulation no rim isquémico, clipado, na hipertensdo renovascular e essa regulacdo parece
ser gerada pela propria isquemia (Sadjadi e cols., 2005b).

A fase inicial da hipertensdo apds colocacdo do clipe parece ser dependente do
aumento na concentracdo plasmatica de renina e de Ang Il. J4 na fase de manutencdo da
hipertenséo, que inicia apds aproximadamente quatro semanas ap0s a colocagdo do clipe, os
niveis plasmaticos de Ang Il e renina retornam aos seus niveis normais; o fluxo sanguineo
para o rim contralateral ndo clipado aumenta e os niveis de renina sdo depletados. Por
mecanismos ainda ndo totalmente compreendidos, o rim ndo-estenético, mantém niveis
elevados de Ang Il e retém soédio e dgua mesmo com niveis depletados de renina. Essa
resposta diferenciada do rim ndo estenotico é conhecida como o “mistério de Goldblatt” e
acredita-se ser de grande importancia na manutencdo dos altos niveis de PA desse modelo
2R1C (Navar e cols., 1998; Guan e cols., 1992; Sadjadi e cols., 2002).

As injurias nos 6rgaos-alvo que ocorrem no modelo 2R1C sdo dependentes do grau da
estenose e usualmente incluem disfuncdo endotelial, hipertrofia cardiaca (de 20 a 50 % de
aumento no tamanho do coragdo) e hipertrofia do rim contralateral exposto & hipertenséo
(Akabane e cols., 1985 e Pinto e cols., 1998, Rodrigues e cols., 2007; Cangussu e cols., 2009

e Soares e cols., 2011).



O controle da PA ocorre através de mecanismos complexos que envolvem o sistema
nervoso, renal e diversos mecanismos hormonais, em curto e em longo prazo (Guyton, 1985 e
Constanzo, 1999).

O barorreflexo é o principal mecanismo sobre o qual o sistema nervoso central regula
a PA em curto prazo. As fibras dos nervos adrticos e carotideos, que trafegam a partir dos
nervos glossoringeo e vago, convergem para regido do nucleo do trato solitario (NTS),
considerado entdo a primeira estacdo central dos sinais sensoriais originados do sistema
periférico. A partir do NTS, os neurbnios se projetam para o bulbo ventrolateral (VLM)
caudal (CVLM), o qual promove uma inibicdo sobre a regido simpatoexcitatéria do VLM
rostral (RVLM), através de uma via neuronal ascendente. Os neurdnios RVLM se projetam
para 0s neurdnios pre-ganglionares do sistema nervoso simpatico (SNS) localizados na coluna
intermediolateral da medula espinhal. Existe uma conexdo entre a CVLM e o0 ndcleo ambiguo
(NA) e o motor do vago, permitindo a essa area modular a frequéncia cardiaca (FC), através
do sistema nervoso parassimpatico (SNP). Resumindo, o reflexo pressorreceptor participa da
manutencdo dos niveis normais de PA, principalmente por controlar o tonus simpatico e
parassimpatico para coracdo e vasos (McKitrick e Caleresu, 1997 e Campagnole-Santos e
Haibara, 2001).

Ja esta bem estabelecido na literatura que tanto animais quanto pacientes com
hipertensdo apresentam atenuacdo importante da sensibilidade barorreflexa da FC
(McCubbin, Green e Page, 1656; Eckberg, 1979 e Korner e cols., 1974), alem disso, o grau de
atenuacdo do barorreflexo tem forte correlacio com a severidade da hipertensao
(Campagnole-Santos e Haibara, 2001).

O SRA é um sistema de controle da PA em longo prazo, amplamente estudado e bem
caracterizado na literatura exercendo influencia na regulacdo da PA, no controle do balango
hidroeletrolitico, no metabolismo intermediario, na hemodinamica regional de 6rgdos como o
coracao, rins e vasos sanguineos (Kusserow e Unger, 2004). Em uma visao classica, o SRA é
considerado como um sistema unicamente hormonal, tendo como principal efetor a Ang I,
sendo que essa é produzida exclusivamente no sangue e depois distribuida aos 6rgdos e
tecidos. Esse conceito classico sofreu modificacdes, dessa forma, atualmente, além da Ang Il
considera-se que outros peptideos tais como a Angiotensina Ill, Angiotensina IV e Ang-(1-7)
desempenham uma variedade de agdes bioldgicas (Ferrario, 1990, Santos e Campagnole,
1994 e Santos e cols., 2000).



A formacdo dos peptideos angiotensinérgicos ocorre por um processo de protedlise
iniciada pela hidrolise do angiotensinogénio pela renina. A renina cliva o angiotensinogénio
produzido no figado, formando o decapeptideo Angiotensina | (Ang 1), que € posteriormente
processado pela enzima conversora da angiotensina (ECA) formando o octapeptideo Ang Il.
Por sua vez, ambas, Ang | e Ang Il podem ser processadas dando origem a outros peptideos
bioativos menores como a Ang-(1-7) (Figura 1) (Ferrario e cols., 2005). A Ang-(1-7) pode ser
formada diretamente pela Ang | através das enzimas endopeptidade neutra (NEP) e prolil-
endopeptidase (PEP) ou através da Ang Il pela acdo das enzimas ECA2, NEP e
caboxipeptidase (PCP). Indiretamente a Ang-(1-7) pode ser formada pela Ang I tendo como
um passo intermediario a Ang-(1-9) através da hidrolise da ECA e NEP (Santos e
Campagnole-Santos, 2000; Vickers e cols., 2002; Zisman e cols., 2003) (Figura 1).

As acdes da Ang Il e dos demais peptideos angiotensinérgicos sdo mediadas por
maltiplos receptores localizados na membrana plasmatica de células alvo e em varias
espécies. Atualmente, reconhece-se a existéncia de dois subtipos de receptores para a Ang I,
0 receptor AT; e 0 AT, sendo o primeiro o responsavel pela maioria dos efeitos
cardiovasculares que podem levar a hipertensdo (Kaschina e Unger, 2003; Kusserow e
Unger, 2004). A Ang Il através de sua interacdo com o receptor AT; promove acgdes
proliferativas e pro-fibréticas, além de vasoconstrigdo, ativacdo do nervo simpatico, liberagédo
de aldosterona e retencdo de sodio e agua (Suzuki e cols., 1993; Obayashi e cols., 1997;
Gasparo e cols., 2000). Ja os receptores AT, apesar de serem amplamente distribuidos no
periodo fetal e neonatal, eles apresentam um papel importante também no individuo adulto,
mediando acbes da Ang Il em estados patoldgicos (Gasparo e cols., 2000, Gallinat e cols.,
2000). As acdes da Ang Il ao se ligar ao receptor AT, como apoptose celular, reparo tecidual
e vasodilatacdo sdo frequentemente opostas as a¢Ges da Ang Il ao se ligar ao receptor AT,
(Gasparo e cols., 2000; Kusserow e Unger, 2004).

A descoberta da enzima ECA2 em 2000 (Donoghue e cols., 2000), possibilitou a
visualizacdo de outro eixo distinto de formacao de peptideos, reforcando o papel da Ang-(1-7)
como um importante efetor do SRA. A ECA2 é uma enzima homologa a ECA, possuindo
aproximadamente 40% de homologia com essa enzima (Tipnis, Hooper e cols., 2000). A
distincdo entre as duas enzimas é comprovada pelo fato de que a ECA2 nao ser inibida pelos
inibidores classicos da ECA (captopril, lisinopril e enalapril) (Donoghue e cols., 2000 e

Tipnis, Hooper e cols., 2000).



O heptapeptideo Ang-(1-7) possui afinidade muito baixa para os receptores AT; e AT,
(Santos, Campagnole-Santos, 2000), dificultando atribuir suas agdes a ligagdo com esses
receptores. O receptor Mas foi identificado como sitio de ligacdo funcional para a Ang-(1-7)
(Santos e cols. 2003; Tallant e cols., 2005). Santos e colaboradores demonstraram que a
delecdo genética do receptor Mas acoplada a proteina G aboliu a ligacdo da Ang-(1-7) nos
rins de camundongos, além de bloguear a agdo antidiurética da Ang-(1-7) apds sobrecarga
hidrica e a resposta vasodilatadora induzida pela Ang-(1-7) na aorta (Santos e cols., 2003).
Tallant e colaboradores (2005) mostraram que a Ang-(1-7) através da ativacdo do receptor
Mas inibe a sintese protéica em cardiomidcitos. Esses resultados caracterizaram o Mas como
o receptor funcional da Ang-(1-7), provendo uma base ainda mais clara para o entendimento
das acdes fisioldgicas da Ang-(1-7).
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composto AVE 0991 liga ao receptor Mas que é bloqueado pelo A-779 e D-Pro’-Ang-(1-7).
Receptor Mas pode formar heterodimeros com receptores AT; e AT,. ECA, enzima
conversora da angiotensina; AT, receptor da Ang Il tipo 1; AT, receptor da Ang Il, tipo 2;
A-779, antagonista do receptor Mas; D-Pro’-Ang-(1-7), antagonista do receptor Mas; G,
proteina G; Mas, receptor Mas da Ang-(1-7); Nep, endopeptidade neutra; PCP;
prolilcarboxipeptidase; PD 123,319, antagonista de AT,; PEP, prolilendopetidase (Adaptado
de Santos e Ferreira, 2006).



Muitos estudos tém demonstrado que a Ang-(1-7) exerce importantes funcdes
biolégicas no coracdo e vasos sanguineos, como potenciacdo do efeito da bradicinina
(Oliveira e cols., 1999; Paula e cols., 1995), liberacdo de 6xido nitrico (Seyedi e cols., 1995,
Li e cols., 1997 e Faria-Silva, 2005), vasodilatagcdo (Benter e cols., 1993; Benter e cols., 1995)
e inibicdo do crescimento celular (Freeman e cols. 1996), além de possuir um perfil anti-
tréfico e antifibrdtico (Santos e cols., 2003; Tallant e cols. 2005) e participancdo na regulacéo
da PA (Benter e cols., 1995 e Ferrario e cols., 2003); e regulacdo do barorreflexo (Santos e
Campagnole, 2000).

Iyer e colaboradores (1998) mostraram que o blogueio agudo da formacdo da Ang-(1-
7) com dois diferentes inibidores da neprylisina, uma enzima que forma Ang-(1-7) a partir da
Ang 1, reverte os efeitos hipotensores do tratamento combinado com lisinopril (inibidor da
ECA) e losartan (antagonista do receptor AT;) em ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
sugerindo que, pelo menos em parte, os efeitos induzidos por esses bloqueios podem ser
mediados pela Ang-(1-7) (lyer e cols., 1998). Além disso, os niveis circulantes e de excrecdo
urinaria da Ang-(1-7) estdo diminuidos na presenca da hipertenséo essencial ou renovascular
na infancia (Simdes e Silva e cols., 2004). Iwata e colaboradores (2005) investigaram 0s
efeitos da Ang-(1-7) em fibroblastos cardiacos de ratos adultos e observaram efeitos
inibitorios sobre a sintese de colageno e reducdo da expresséo do mRNA de fatores de
crescimento nos fibroblastos cardiacos de ratos adultos, sugerindo um importante papel da
Ang-(1-7) na regulacdo do remodelamento cardiaco (Iwata e cols., 2005). Além disso, Benter
e colaboradores (1995) avaliaram em ratos SHR que a infusdo de Ang-(1-7) (24 pg.kg™.h™,
durante duas semanas) induziu uma melhora de 35% na sensibilidade do controle reflexo da

FC que foi similar a encontrada nos animais controle (WKY néo tratados).

De maneira semelhante a outros peptideos, a Ang-(1-7) pode sofrer degradacdo no
trato gastrointestinal (Marques e cols., 2011). Um importante avanco nos estudos relacionados
as acdes da Ang-(1-7) e suas possiveis aplicacGes farmacoldgicas foi a descoberta de seu
andlogo AVE 0991 (Wiemer e cols., 2002). O composto AVE 0991 é um derivado
imidazolico substituido que tem peso molecular 580,73 e é solivel em substancias aquosas
alcalinas ou em solventes organicos. Este composto é um agonista do receptor Mas, ndo
peptidico e oralmente ativo que mimetiza os efeitos dessa angiotensina em muitos tecidos
(Santos e Ferreira, 2006).

Em células endoteliais adrticas bovinas, 0 AVE 0991 compete pelos sitios de ligacéo

da Ang-(1-7) e libera 6xido nitrico/ superdoxido com perfil similar ao observado para a Ang-
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(1-7) (Wiemer e cols., 2002). Outros estudos tém demonstrado que o AVE 0991 age como um
agonista do receptor Mas no rim (Pinheiro e cols., 2004), nos vasos sanguineos (Lemos e
cols., 2005) e que funciona similarmente a Ang-(1-7) no coragdo. Também foi demonstrado
que o tratamento com AVE 0991 induz prevencdo de danos em @rgdos-alvo em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com L-NAME (Benter e cols., 2006). Ferreira e
colaboradores (2007) mostraram que o tratamento com AVE 0991 tem efeito cardioprotetor
sobre o remodelamento cardiaco induzido pelo isoproterenol. Mais recentemente foi
demonstrado que AVE 0991 também preveniu hipertrofia miocéardica induzida pela Ang Il em
um processo associado a inibicdo da sinalizacdo de TGF-B1/Smad2 (He e cols., 2010). Toton-
Zuranska e colaboradores (2010) demonstraram que o tratamento com AVE 0991 por quatro
meses (0,58 umol/kg/dia, via racdo) reduziu a progressao da aterosclerose em um modelo
experimental em ratos com delecdo genética para a apolipoproteina E. Wuo-Tao-Zeng e
colaboradores (2010) demonstraram que o tratamento com AVE 0991 (1 mg/kg/dia) por
quatro semanas melhorou a funcéo cardiaca e atenuou o remodelamento ventricular em ratos
com infarto do miocardio, sendo que essa acdo pode estar envolvida com a inibigdo da sobre-
expressdo de marcadores inflamatorios como TGF-B1/TNF-a e a agdo do receptor Mas.
Compostos ndo peptidicos sdo importantes na terapia farmacoldgica devido a sua
resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, oferecendo com isso, a possibilidade de
administracdo oral. Um crescente niumero de estudos sugere que componentes capazes de
interferir no eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas podem constituir uma nova classe de medicamentos
para o tratamento de doencas cardiovasculares. Dessa forma, o AVE 0991 se torna um

candidato promissor nas terapias de doencas renovasculares (Santos e cols., 2006).

Diante dessas consideracdes, 0 objetivo deste presente estudo foi avaliar o efeito da
administracao intragastrica, por gavagem, de AVE0991 sobre a pressdo arterial, freqiiéncia
cardiaca, sensibilidade do controle reflexo da FC e no remodelamento cardiaco em ratos

acordados com hipertensdo renovascular 2R1C.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito da administracdo intragéstrica
de AVEQ0991 sobre pardmetros cardiovasculares, bem como sobre aspectos histolégicos

cardiacos e renais em ratos com hipertensdo renovascular.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tratamento intragastrico com AVE 0991 nas doses 1 e 3 mgkg,
sobre a PAM e FC basais nos ratos 2R1C e SHAM;

e Avaliar a sensibilidade do controle reflexo da FC em animais 2R1C e SHAM
submetidos ao tratamento intragastrico com AVE 0991 nas doses 1 e 3 mg/kg;

e Comparar o peso umido relativo do coracdo dos ratos 2R1C e SHAM submetidos ao
tratamento intragastrico com AVE 0991 nas doses 1 e 3 mg/Kkg;

e Comparar o peso umido relativo dos rins clipados e ndo clipados, assim como a
porcentagem de reducdo do rim clipado em relagdo ao rim ndo clipado, nos ratos
2R1C e SHAM submetidos ao tratamento intragastrico com AVE 0991 nas doses 1 e
3 mg/kg;

e Avaliar as alteracdes histoldgicas observadas no ventriculo esquerdo e nos rins dos
animais 2R1C e SHAM, submetidos ao tratamento intragastrico com AVE 0991 nas

doses 1 e 3 mg/kg;
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4 Materiais e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Fischer machos (150-200g) provenientes do Laboratério de
Nutricdo Experimental da UFOP. Os animais foram armazenados em caixas de plastico,
quatro por caixa, com livre acesso a agua e racdo comercial para roedores, mantidos em
ambiente com ciclo claro/escuro de 12hs, em uma temperatura de média de 21° C. Todos 0s
procedimentos experimentais foram aprovados pela comisséo de Etica no uso de animais da
UFOP (protocolo nimero: 2010/55).

4.2 Protocolo experimental

Os animais foram divididos em 6 grupos de 5-10 animais cada, a saber:
- Grupo SHAM KOH : ratos SHAM tratados com o veiculo KOH
- Grupo 2R1C KOH: ratos 2R1C tratados com o veiculo KOH
- Grupo SHAM AVE 0991 1 mg: ratos SHAM tratados com AVE 0991 (1 mg/kg)
- Grupo 2R1C AVE 1 mg: ratos 2R1C tratados com AVE 0991 (1 mg/kg)
- Grupo SHAM AVE 3 mg: ratos SHAM tratados com AVE 0991 (3 mg/kg)

- Grupo 2R1C AVE 3 mg: ratos 2R1C tratados com AVE 0991 (3 mg/kg)
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Um modelo esquematico das etapas do experimento estd representado na figura 2.
Inicialmente foi realizada a cirurgia para a producdo da hipertenséo renal (2R1C) ou cirurgia
ficticia (SHAM). Apds trés dias da cirurgia (2R1C ou SHAM), iniciou-se a administracdo
diéria intragastrica de AVE 0991 nas dosagens de 1 mg/kg ou 3 mg/kg ou do veiculo (KOH)
pelo periodo de 28 dias. No 28° dia, os animais foram anestesiados e tiveram sua artéria aorta
abdominal e veia femoral canuladas para registro apds 24 horas dos pardmetros cardiacos. Ao
término dos experimentos, o animal foi eutanaziado e foi feita a retirada dos Orgaos para

posterior analise histolégica.
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Figura 2: Modelo temporal do plano experimental de trabalho.

4.3 Anestesia

Para producdo da hipertensdo renovascular e para canulacdo da artéria abdominal e
veia femoral foi utilizada a mistura anestésica de quetamina (Syntec do Brasil Ltda) na dose

de 50 mg/ kg, ip, e xilazina (Divisdo Vetbrands Saude Animal) na dose de 5 mg/ kg, ip.
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4.4 Cirurgia para producédo da hipertensdo renovascular

Para producéo da hipertenséo arterial foi utilizado o modelo experimental 2 rins 1 clipe
(2R1C), descrito por Goldblatt e colaboradores (1934). Os animais (150 — 200g) foram
submetidos a jejum de 24 horas, com livre acesso a 4gua. No dia da cirurgia, sob anestesia
por quetamina e xilazina (50 mg/ kg e 05 mg/ kg, ip, respectivamente) os animais foram
colocados em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica, e submetidos a tricotomia e assepsia
da regido abdominal. A seguir, foi realizada uma laparotomia mediana para isolamento e
visualizacdo da artéria renal esquerda. Um clipe de prata (contendo 5% de cobre e 6timo grau
de dureza) com 8 mm de comprimento e 2 mm de largura, em forma de U, foi colocado ao
redor da artéria renal. O grau de constrigdo interna do clipe foi previamente fixado em 0,20
mm de didmetro interno através de um calibrador, de acordo com Rodrigues e colaboradores
(2007), que mostraram que este grau de constricdo proporciona maior indice de obtencéo de
PA acima de 130 mmHg (nivel de pressao escolhida para selecionar os animais hipertensos).
O abddmen foi entdo suturado com pontos continuos, envolvendo a camada muscular e a pele.
Ao final dos procedimentos cirurgicos, uma dose de 1 ml/kg do peso corporal de rato de
antibiotico foi administrada em todos os animais (pentabiotico veterinario — pequeno porte/
FORT DODGE Saude Animal Ltda. Industria Brasileira).

Outros animais foram submetidos a cirurgia ficticia (SHAM), que consistiu na
realizacdo de todos os procedimentos acima, exceto a colocacdo do clipe de prata na artéria

renal. Estes animais foram utilizados como controle.

4.5 Preparacao dos farmacos

AVE 0991 (1 mg/kg) - para o tratamento com AVE 0991 na dose 1 mg/Kg, foi
preparada uma solucdo estoque de 10 mg de AVE 0991 em 1 ml de KOH 10 mM. Dessa
solucdo foram obtidas aliquotas de 0,1ml em tubos de polietileno Eppendorf® que
permaneceram congeladas até o0 momento do uso. Em cada aliquota, foi adicionado 900uL de

agua destilada.
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AVE 0991 (3 mg/kg) - para o tratamento com AVE 0991 na dose 3 mg/Kg, foi
preparada uma solucdo estoque de 30 mg de AVE 0991 em 1 ml de KOH 10 mM. Dessa
solugcdo foram obtidas aliquotas de 0,1ml em tubos de polietileno Eppendorf® que
permaneceram congeladas até 0 momento do uso. Em cada aliquota, foi adicionado 900pL de
agua destilada.

KOH (veiculo) - para o grupo controle, 1 ml de KOH 10 mM foi adicionado a 9 ml de

agua destilada.

4.6 Tratamento intragastrico com AVE 0991 ou veiculo KOH

ApoOs trés dias das cirurgias (2R1C/ SHAM), foi realizada a administracéo
intragastrica do AVE 0991 dose 1 mg/kg ou 3 mg/kg, ou do veiculo KOH, utilizando agulha
de gavagem, diariamente, respeitando sempre o mesmo horario, durante 28 dias. Os animais

receberam em torno de 0,2 ml de solu¢cdo AVE 0991 (1 ou 3 mg/kg) ou veiculo (KOH).

4.7 Confeccdo das Canulas

Para a confeccdo das céanulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50
polimerizadas a tubos de polietileno PE-10. A PE-50 possuia 0 comprimento de 15 cm e a
PE-10 o comprimento de 4 cm para artéria e 2 cm para a veia. Antes das canulacdes, o
interior da canula foi lavado com salina e preenchido com heparina sddica (Hipolabor
Farmacéutica - 5000 U.l/ml) na concentracdo de 10%, a extremidade livre da PE-50 foi,

entdo, obstruida com pino de metal.
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4.8 Canulacao da Artéria Aorta Abdominal e Veia Femoral

Os animais foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica. Realizou-
se uma pequena incisdo na pele, separando a musculatura para localizagdo do feixe vasculo-
nervoso femoral. Artérias e veia femorais foram dissecadas e expostas. As canulas foram
introduzidas na aorta abdominal, via artéria femoral, para registro dos parametros
cardiovasculares e na veia cava inferior através da veia femoral, para administracdo de
drogas. A seguir foram amarradas junto ao feixe com fio cirdrgico. As extremidades das
canulas foram dirigidas ao dorso do animal e exteriorizadas na regido interescapular, através
de um trocater, permitindo livre movimentagdo. Ao final, foi realizada sutura continua no

local da incisao.

Apo6s a cirurgia, 0os animais foram acondicionados em gaiolas individuais, por 24
horas, para sua recuperacdo, com livre acesso a agua e racdo, sob condigcdes ideais de

temperatura, niveis de ruido e luminosidade.

Todos o0s experimentos foram realizados em animais acordados, com livre

movimentacao, dentro de uma gaiola apropriada para a realizacdo dos testes.

4.9 Avaliacbes Cardiovasculares

4.9.1 Registro da Pressdo Arterial

A avaliacdo da PAM e FC foi realizada pelo registro direto da PA através da canulacdo
da artéria femoral dos ratos acopladas ao sistema computadorizado de aquisicdo de dados
(Powerlab 4/ 30).

A PA foi monitorada por um transdutor de pressdo modelo Gould conectado a um
amplificador (ML221 Bridge Amp). A pressdao arterial pulsatil (PAP) e FC foram
continuamente amostradas por um sistema de conversdo anal6gico/digital de 16 bits
(Powerlab 4/30) a uma frequéncia amostral de 100 Hz e armazenados em disco rigido
(PC). A amplitude do range foi previamente definida em 20 mV. Posteriormente, o sinal foi

processado por um software (Lab Chart 7) para se obter a PAM, as caracteristicas temporais e
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as alteracbes méximas dos parametros desejados. PAM e FC foram derivados em tempo real
a partir de pulsos de PAP, utilizando o software Chart 5. Essas variaveis foram apresentadas
simultaneamente em canais distintos no monitor e armazenadas no disco rigido do

computador.

4.9.2 Teste da Sensibilidade do Controle Reflexo da FC

A sensibilidade do reflexo da FC foi avaliada relacionando-se as alteragdes reflexas de
FC induzidas por alteracGes transitérias da PAM. Para produzir alteracfes pressoras da PAM,
os animais foram submetidos a injecdo (em bolus) endovenosa (0,1 ml) de doses crescentes de
fenilefrina (Sigma Chemical Co, USA) que variaram de 0,5 a 40,0 ng. E para produzir
alteracOes depressoras da PAM, os animais foram submetidos a inje¢fes endovenosas (0,1 ml
em bolus) de doses crescentes de nitroprussiato de sodio (Proquimios Comércio e Inddstria
Ltda.) de 0,5 a 1ug. Em ambas as drogas, as doses foram realizadas de maneira a se obter
respostas de 10, 20, 30 e 40 mmHg, pressoras ou depressoras, respectivamente. Um intervalo
minimo de dois minutos foi mantido entre as injecfes da mesma droga, para permitir que a
PAM e FC retornassem aos valores basais. Os testes da bradicardia reflexa (fenilefrina) ou da
taquicardia (nitroprussiato de sddio) foi aleatoria, respeitando sempre um intervalo de 15

minutos entre elas.

As alteracbes de FC verificadas durante as respostas pressora e depressora foram
convertida a intervalo de pulso (IP) pela formula IP=60000/FC (mseg). A sensibilidade do
controle reflexo da FC foram expressas pela razdo entre a alteracdo da FC em intervalo de
pulso (mseg) ¢ a alteragdo da PAM (mmHg), que denominamos “indice da sensibilidade do
reflexo”. O teste do controle reflexo da FC, componente bradicardico e taquicardico (controle

da FC) foi avaliado em cada rato.
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4.9.3 Coleta de 6rgaos e andlise histoldgica

Apb6s o término do experimento os animais foram anestesiados, posteriormente,
sacrificados por decapitagdo e submetidos a laparotomia mediana para ressecc¢ao dos tecidos.
Foram coletados rins e coracdo, sendo que nesse ultimo, foi realizada a disseccdo do
ventriculo esquerdo. Foi considerado no estudo o peso Umido total do coragdo, do ventriculo
esquerdo, e dos rins, direito e esquerdo.

Para a analise histoldgica, ventriculo esquerdo e rins foram fixados em formalina e
processados por técnicas histopatoldgicas de rotina. Estes o6rgaos foram desidratados,
diafanizados, embebidos e emblocados em parafina. Secgcbes parafinadas de
aproximadamente quatro micrémetros de espessura foram obtidas através de um micrétomo,
fixadas em laminas de vidro tratadas com albumina e coradas com Hematoxilina/eosina (HE)
para avaliacdo de alteracbes morfoldgicas. O mesmo procedimento foi realizado para o

Tricrdmico de Masson, para a deteccdo de colageno intersticial e perivascular.

Foram realizadas avaliagdes quantitativas em ambos 0os métodos de coloracdo. Para
isso, foram obtidas imagens aleatérias dos tecidos corados com HE e Tricrémico de Masson
no microscopio Leica BM5000 com camera digital (Leica DFC 300 FX) acoplada com
mddulo RGB ativada e associada ao software de captura de imagens Leica Application Suite
em objetiva microscépica de 40 vezes. As imagens foram analisadas no software Leica Qwin
V.3.2.1 (Leica Switzerland). No coracdo foi avaliada a espessura das fibras miocardicas
através de medidas interativas na regido correspondente ao nucleos. Somente fibras com
nacleos e limites celulares visiveis foram incluidas. Cinquenta a cem cardiomiocitos foram
analisados para cada animal. Para a determinacdo da presenca de células inflamatérias, tanto
no coracdo quanto nos rins, foi realizada a contagem automatica do namero total de células
presentes em 20 campos, fotografados aleatoriamente; um nimero de células diferente do
grupo SHAM controle, representaria uma menor ou maior intensidade de inflamacéo. Essas

andlises foram realizadas em cortes histologicos corados por HE.
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5 Resultados

5.1 Avaliacéo dos Parametros Cardiovasculares

5.1.1 Niveis basais de PAM e FC

A figura 3 representa os niveis basais de PAM e FC dos animais normotensos SHAM
ou hipertensos 2R1C, dos grupos controle (veiculo KOH) ou tratados com AVE 0991 na dose
de 1 mg/kg ou 3 mg/kg.

A PAM basal dos ratos 2R1C KOH (160,2 + 5,2 mmHg, n=14) foi maior (p<0,05) em
relacdo a PAM basal dos ratos SHAM KOH (99,94 + 2,6 mmHg, n=12). Os ratos 2R1C AVE
1 mg (n=7) também apresentaram valores basais de PAM superiores (p<0,05) a do grupo
SHAM AVE 1 mg (n=7) e similares aos encontrados nos ratos 2R1C KOH (n=7) (p>0,05)
(Figura 3 , painel A e Tabela 1). Entretanto, no tratamento com AVE 3 mg, a PAM basal dos
ratos 2R1C AVE 3 mg (n=9) foi inferior (p<0,05) em relacdo a PAM dos ratos do grupo
2R1C KOH (n=7). Apesar da reducdo dos niveis de PAM induzido pelo AVE 3 mg nos ratos
2R1C, a PAM basal dos ratos 2R1C AVE 3 mg foi superior (p<0,05) em comparacdo a PAM
basal do grupo SHAM AVE 3 mg (n=6) (Figura 3, painel B e Tabela 1).

O tratamento com AVE nas doses de 1 e 3 mg/kg ndo alterou os valores de PAM dos
animais SHAM AVE (n=5-7) em relacdo aos animais SHAM (n=7) (Figura 3, tabela 1).

Os valores basais de FC ndo variaram entre 0s grupos 2R1C ou SHAM tratados com
KOH ou AVE 0991 nas doses 1 mg/kg ou 3 mg/kg (Figura 3, painéis C e D e Tabela 1).
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Figura 3: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg, painel A e B) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm, painel C e D) em ratos SHAM (n=5-7) e 2R1C (n=7-9) submetidos a
tratamento intragastrico, por 28 dias com KOH ou AVE 0991 nas doses de 1 mg/kg ou 3
mg/kg. * p<0,05 em comparagdo com os animais SHAM KOH. * p<0,05 em comparacéo aos
animais 2R1C KOH (ANOVA seguida de Newman Keuls).
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Tabela 01: Valores de PAM e FC dos animais normotensos SHAM ou hipertensos 2R1C

tratados com KOH (controle) ou tratados com AVE 0991 nas doses de 1 mg/kg ou 3 mg/kg

PAM FC
(mmHg) (bpm)

SHAM KOH 99,56 + 4,5 366,8 + 11,2
(n=5-7)

AVE 1 mg 106,7 + 3,7 370+ 8,3
SHAM KOH 97,52 + 3,38 357 + 13,46
(n=7)

AVE 3 mg 102,5 + 4,1 3525 + 13,64
SR1C KOH 161,6 + 5,4* 399,1 +231
(n=7)

AVE 1 mg 162,4 + 6,3* 3793+ 84
2R1C KOH 159,9 + 9,4* 399 + 23,12
(n=8-9)

AVE 3 mg 134,8 + 9,7*# 3725+8,7

Valores expressos em média + erro padrdo da média. * p<0,05 em comparacgdo aos animais
SHAM KOH. * p<0,05 em comparac&o aos animas 2R1C KOH (ANOVA seguida de

Newman Keuls).
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5.2.2 Avaliacdo da Bradicardia Reflexa

A sensibilidade da bradicardia reflexa de todos os animais 2R1C KOH (0,5812 + 0,14
ms/mmHg, n=15) foi menor (p<0,05) em relacdo a sensibilidade da bradicardia reflexa de
todos os animais SHAM KOH (1,029 + 0,053 ms/mmHg, n=12).

Em relacdo ao tratamento com AVE 1 mg, a sensibilidade da bradicardia reflexa nos
ratos com hipertensdo 2R1C AVE 1 mg (n=7) foi menor (p<0,05) em relacdo a bradicardia
reflexa do grupo SHAM AVE 1 mg (n=5) (Figura 3, Painel A e Tabela 2). Além disso, 0s
animais hipertensos 2R1C KOH (n=7) e 2R1C AVE 1 mg (n=7) apresentaram valores
similares da sensibilidade da bradicardia reflexa (p>0,05) (Figura 4,. Painel A e Tabela 2).

A avaliacdo do componente bradicardico do controle reflexo da FC do ratos SHAM
tratados com AVE 0991 1 mg foram similares (p>0,05) a bradicardia reflexa dos ratos do
grupo SHAM KOH (Figura 4,. Painel A e Tabela 2).

De forma similar ao tratamento com AVE 1 mg, o tratamento com AVE 3 mg mostrou
que os valores de bradicardia reflexa dos animais SHAM KOH (n=7) foram similares
(p>0,05) em relacdo aos valores do grupo SHAM AVE 3 mg (n=7) (Figura 4, Painel B e
Tabela 2). Entretanto, os animais 2R1C tratados com AVE 3 mg (n=9) apresentaram a
sensibilidade da bradicardia reflexa maior (p<0,05) em relacdo aos ratos 2R1C KOH (n=8) e
semelhantes (p>0,05) aos ratos dos grupos SHAM AVE 3 mg (Figura 4, Painel B e Tabela
2).
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Figura 4: AlteracOes reflexas na FC (expressas em intervalo de pulso, IP, ms) em resposta a
variacdo na pressdo arterial média (PAM, mmHg) produzidas por doses crescentes de
fenilefrina (0,25 a 5 pg, iv) em ratos SHAM (n=5-7) ou 2R1C (n=7-9) tratados com o veiculo
KOH ou com AVE 0991 na concentracdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg. Painéis A e B mostram o
indice da sensibilidade barorreflexa (ms/ mmHg) obtido através do slope da regressao linear.
Painel C mostra a pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressdo arterial média (PAM, mmHg)
e frequéncia cardiaca (FC, bpm) ilustrando o efeito tipico de injecdo de fenilefrina (0,5 a 40,0
ug, i.v.) emum rato 2R1C KOH e um rato 2R1C AVE 3 mg. As linhas tracejadas representam
0 momento das inje¢des de fenilefrina (40,0 g, in bolus). *p< 0,05 em comparagdo ao grupo

SHAM. *p< 0,05 em comparacdo a 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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Tabela 02: Sensibilidade da bradicardia reflexa, expressa pela relagdo AIP/ APAM, em

animais normotensos SHAM ou hipertensos 2R1C tratados com KOH (controle) ou tratados

com AVE 0991 na concentracdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg

Bradicardia Reflexa

(ms/mmHg)
KOH 1,03 + 0,079

SHAM
(n=5-7) AVE 1 mg 0,93 + 0,068
KOH 1,01 + 0,06

SHAM
(n=7) AVE 3 mg 0,91+0,12
KOH 0,4+0,04*

2RI1C
(n=7) AVE 1 mg 0,53 +0,22*
KOH 0,5+0,1*

2RIC
(n=8-9) AVE 3 mg 0,8 + 0,00 #

Valores expressos em média * erro padrdo da média. * p<0,05 em comparacao aos animais
SHAM KOH. * p<0,05 em comparacdo aos animas 2R1C KOH (ANOVA seguida de

Newman Keuls).
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5.2.3 Avaliacdo da Taquicardia Reflexa

A sensibilidade da taquicardia reflexa de todos os animais 2R1C KOH (0,54 £ 0,012
ms/mmHg, n=15) foi menor (p<0,05) em relacdo a sensibilidade da taquicardia reflexa do
grupo SHAM KOH (1.011 + 0.04 ms/mmHg, n=12).

Os tratamentos com AVE nas doses de 1 e 3mg/kg melhoraram a sensibilidade da
taquicardia reflexa nos ratos com hipertensdo 2R1C. Os animais 2R1C AVE 1 mg (n=7)
apresentaram valores semelhantes (p>0,05) ao grupo SHAM AVE 1 mg (n=5) e superiores
(p<0,05) ao grupo 2R1C KOH (Figura 5, painel A, Tabela 3). Da mesma forma, 0 grupo
2R1C AVE 3 mg (n=9) apresentou valores da sensibilidade da taquicardia reflexa
semelhantes (p<0,05) ao grupo SHAM KOH (n=7) e superiores (p<0,05) ao grupo 2R1C
KOH (n= 8) (Figura 5, painel B, Tabela 3).

A avaliagcdo do componente taquicardico do controle reflexo da FC do ratos SHAM
tratados com AVE 0991 1 e 3 mg/kg foram similares (p>0,05) a taquicardia reflexa dos ratos
do grupo SHAM KOH (Figura 5, Painéis A e B, Tabela 3).
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Figura 5: AlteracOes reflexas na FC (expressas em intervalo de pulso, IP, ms) em resposta a
variacdo na pressao arterial média (PAM, mmHg) produzidas por doses crescentes de
nitroprussiato de sodio (0,25 a 5 g, iv) em ratos SHAM (n=5-7) ou 2R1C (n=7-9) tratados com
o0 veiculo KOH ou com AVE 0991 na concentracdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg. Painéis A e B
mostram o indice da sensibilidade barorreflexa (ms/ mmHg) obtido através do slope da regressao
linear. Painel C mostra a pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressdo arterial média (PAM,
mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) ilustrando o efeito tipico de injecdo de nitroprussiato de
sodio em um rato 2R1C KOH e um rato 2R1C AVE 3 mg. As linhas tracejadas representam o
momento das inje¢des de nitroprussiato de sodio (1ug iv, in bolus). *p< 0,05 em comparagdo ao
grupo SHAM. *p< 0,05 em comparacéo a 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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Tabela 03: Sensibilidade da taquicardia reflexa, expressa pela relacdo AIP/ APAM (ms/ mmHg)
em animais normotensos SHAM ou hipertensos 2R1C tratados com KOH (controle) ou tratados

com AVE 0991 na concentracdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg

Taquicardia Reflexa

(ms/mmHg)
KOH 1,02 + 0,032
SHAM
(n=5-7) AVE 1 mg 0,8 0,08
KOH 0,95 + 0,16
SHAM
(n=7) AVE 3 mg 0,98 + 0,11
KOH 0,39 + 0,045*
2R1C
(n=7) AVE 1 mg 0,8+0,01
KOH 0,47 + 0,011*
2R1C
(n=8-9) AVE 3 mg 0,96 % 0,07#

Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparagdo aos animais SHAM
KOH. # p< 0,05 em comparacéo a 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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5.2.4 Avaliacdo do Peso Umido do Coragéo

A figura 6 e tabela 4 mostram que o peso umido relativo do coragdo (peso do coragcdo em
relacdo ao peso corporal) dos animais 2R1C KOH (n=8) e 2R1C AVE 1 mg (n=9) foram
similares entre si e superiores (p<0,05) aos valores encontrados nos respectivos animais SHAM.

Entretanto, os valores de peso Umido relativo do coracdo dos animais 2R1C AVE 3 mg
(n=9) foram similares (p>0,05) aos dos animais SHAM AVE 3 mg (n=3) e menores (p<0,05) do
que os valores encontrados nos animais 2R1C KOH (Figura 6 e Tabela 4).
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Figura 6: Alteracdo no peso umido relativo do coracdo em relacdo ao peso corporal (g/100g) em
ratos SHAM (n=6-9) e 2R1C (n=8-10) submetidos ao tratamento intragastrico, por 28 dias, com
KOH ou AVE 0991 na dose 1 ou 3 mg/kg. *p< 0,05 em comparacdo aos animais SHAM KOH.
#p< 0,05 em comparacdo a 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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Tabela 04: Valores da relacdo peso Umido do coragdo/ peso corporal (g/100g) dos animais
normotensos SHAM ou hipertensos 2R1C tratados com KOH (controle) ou tratados com AVE

0991, na concentragdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg

Peso do coragéo/
Peso corporal (g/1009)

KOH 0,31+0,01
(Snl-:IAéIE/SI)) AVE 1 mg 0,32+0,01
AVE 3 mg 0,29 + 0,01
KOH 0,40 + 0,018*
?rilsc-:m) AVE 1 mg 0,37 £0,01*
AVE 3 mg 0,33 + 0,01#

Valores expressos em média + erro padrdo da média. * p<0,05 em comparacdo aos animais
SHAM KOH. *p< 0.05 em comparacéo a 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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5.2.5 Avaliacgoes histologicas do coracéo

Em cortes histoldgicos de VE corados por HE, foram realizadas avaliagdes quantitativas
para determinar a espessura das fibras miocéardicas e o nimero de células inflamatérias. Para a
deteccdo de colageno intersticial e perivascular foram realizadas analises em cortes histolégicos
corados por Tricobmico de Masson.

Os valores de espessura das fibras miocéardicas do VE dos grupos 2R1C KOH (n=3),
2R1C AVE 1 mg (n=3) e 2R1C AVE 3 mg (n=3) foram superiores (p<0,05) aos valores
encontrados no VE dos respectivos grupos SHAM (n=3). Porém, os valores encontrados de
espessura das fibras miocéardicas do VE nos grupos 2R1C AVE 1 mg ou 3 mg foram inferiores
(p<0,05) a espessura das fibras do VE dos animais 2R1C KOH (Figuras 7, Painel A; Figura 8,
tabela 5).

A figura 7 mostra o resultado da contagem total de células observadas nos grupos SHAM
ou 2R1C tratados com KOH ou AVE 0991 nas doses de 1 mg/kg ou 3 mg/kg. Os animais 2R1C
KOH apresentaram maior numero de células inflamatorias do que os encontrados em todos 0s
demais grupos de ratos SHAM (KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg) e 2R1C (AVE 1 mg e AVE 3
mg) (Figura 7, painel B, Tabela 5).

Em relagdo a fibrose avaliada através da deteccdo de colageno, assim como a
quantificacdo de células inflamatorias, o grupo 2R1C KOH apresentou valores superiores
(p<0,05) aos encontrados nos demais grupos SHAM ou 2R1C, tratados com KOH ou AVE 0991
(nas doses de 1 mg/kg ou 3 mg/kg) (Figura 7, painel C; Figura 9 e Tabela 5).
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Figura 7: Alteragdes histoldgicas do VE de ratos SHAM (n=3-4) ou 2R1C (n=3-4) submetidos a
tratamento intragastrico, por 28 dias, com AVE 0991 na dose 1 ou 3 mg/kg ou com o veiculo
KOH. Painel A: espessura das fibras miocardicas do ventriculo esquerdo (um). Painel B:
contagem do nimero de células inflamatérias (n°) presentes no miocardio. Painel C: area
correspondente a deposicdo de colageno (mm?/campo microscépico). *p< 0,05 em comparacio
ao grupo SHAM. *p<0,05 em comparaco ao grupo 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-
Keuls).
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Figura 8: Fotomicrografias de fibras miocardicas do VE de ratos SHAM ou 2R1C tratados com
KOH ou AVE 0991 nas doses 1 ou 3 mg/kg. Observa-se diametro das fibras cardiacas
compativeis com a normalidade em panéis A, B e C (SHAM KOH, SHAM AVE 1mg e SHAM
AVE 3 mg, respectivamente). Aumento do diametro das fibras pode ser visto nos painéis D
(2R1C KOH) e E (2R1C AVE 1 mg) e em menor intensidade no painél F (2R1C AVE 3 mg).
Hematoxilina eosina, 440X.
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Figura 9: Fotomicrografias do VE de ratos SHAM ou 2R1C tratados com KOH ou AVE 0991
nas doses 1 ou 3 mg/kg evidenciando a deposicdo de coldgeno. Observa-se um aumento da
deposicdo de colageno (presenca de fibrose) somente no grupo 2R1C KOH (painél D). Nos
demais grupos: panéis A, B, C, E e F (SHAM KOH, SHAM AVE 1mg e SHAM AVE 3 mg,
2R1C AVE 1 mg, e 2R1C AVE 3myg, respectivamente). a area corresondente ao coladgeno é

compativel com a normalidade. Tricomico de Masson, 440X.
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Tabela 05: Avaliagdes histologicas e morfométricas do VE dos animais normotensos SHAM ou
hipertensos 2R1C tratados com KOH ou AVE 0991 nas doses de 1 mg/kg ou 3 mg/kg

Espessura das fibras n° de células Fibrose
dos midcitos

KOH 10,31 £ 0,16 1355+ 4,5 3462 + 315
SHAM

AVE 1 mg 12,13 £ 0,10 124,3 £ 5,7 21906 = 2947
(n=3-4)

AVE 3 mg 10,75 £ 0,10 133,7+5,5 14703 + 5531

KOH 16,29 £ 0,13* 183,0 £ 9* 487947 + 87018*
2R1C AVE 1 mg 13,56 + 0,12 ** 129,0+7,3 1631 + 351
(n=3-4)

AVE 3 mg 11,79 +0,11*" 113,9 £ 3* 1082 + 164

Valores expressos em média £ erro padrdo da média. * p<0,05 em comparacdo aos animais
SHAM KOH. *p<0,05 em comparacéo ao grupo 2R1C KOH (ANOVA seguido por Newman-

Keuls).
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5.2.6 Avaliacdo do Peso Umido dos Rins

Com o objetivo de avaliar se a estenose provocada pela inser¢do do clipe na artéria renal
(rim esquerdo) poderia ser um parametro para confirmar a hipertensdo renovascular, foi avaliado
0 peso umido relativo dos rins em relagdo ao peso corporal dos animais normotensos SHAM ou
hipertensos 2R1C, tratados com KOH (controle) ou tratados com AVE 0991, na dose de 1 mg/kg
ou 3 mg/kg.

Na Figura 10 (painel A) e Tabela 6 estdo representados os valores do peso umido relativo
dos rins. Em todos os grupos 2R1C (KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg, n=7-13) o peso Umido
relativo do rim esquerdo (clipado) foi menor (p<0,05) do que o peso umido do rim direito (ndo
clipado). Em relagdo aos grupos SHAM (KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg, n=5-14), ndo houve
diferencas (p>0,05) entre os valores encontrados do peso Umido relativo entre os rins direito e

esquerdo.

Foi avaliado também, o percentual de reducdo do rim esquerdo (clipado) em relacdo ao
rim direito (ndo clipado) (Figura 10, painel B, Tabela 6). Os valores do percentual de reducdo do
rim esquerdo em relacdo ao rim direito dos ratos 2R1C (KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg) séo
maiores (p<0,05) em relacdo aos valores percentuais encontrados nos grupos de ratos SHAM
(KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg).
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Figura 10: Alteracdes no peso umido relativo dos rins. Painel A: alteracdes no peso
Umido dos rins esquerdos/peso corporal (g/ 100g de peso de rato) e rins direitos/ peso
corporal (g/ 100g de peso de rato) em ratos SHAM (n=5-14) e 2R1C (n=7-13)
submetidos ao tratamento intragastrico, por 28 dias com KOH ou AVE 0991 na
concentracdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg. Painel B: avaliacdo do percentual (%) de reducéo
do peso umido do rim clipado (g) (rim esquerdo/rim direito X 100 — 100). *p<0,05 em
relagdo ao rim esquerdo dos respectivos animais SHAM. *p<0,05 em relacéo ao rim
esquerdo dos respectivos animais SHAM. "p<0,05 em relag&o aos animais SHAM KOH
(ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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Tabela 06 : Valores de peso Umido relativo do rim direito e esquerdo e porcentagem de

reducdo do rim esquerdo

SHAM 2R1C
KOH AVE 1 mg AVE 3mg KOH AVE 1mg AVE 3mg

D?rler?[o 0,35+0,01 0,36+0,01 0,38+0,01 0,45+0,02# 0,39+0,02# 0,46+0,02#
Rim 0,34+0,01 0,35#0,01 0,32+0,02 0,27+0,02* 0,31+0,03* 0,26+0,02*
Esquerdo

0,

/°~ -1,1740,8  -3,9+2,3 -9+6,1 -37,948,4+ -35,1+8,5+ -34,7+6,3+
Reducéao

N 14 9 5 13 8 7

Valores expressos em média + erro padrdo da média. “p<0,05 em relacdo ao rim direito
dos animais SHAM. *p<0,05 em relagdo ao rim esquerdo dos animais SHAM. *p<0,05
em relagdo aos respectivos animais SHAM (ANOVA seguido por Newman-Keuls).
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5.2.7 Avaliac0es histologicas no rim direito

A Figura 11, painel A, mostra a contagem do numero de células inflamatdrias
nas regides corticais e medulares do rim direito. Os animais 2R1C KOH e 2R1C AVE 3
apresentaram maior numero de células inflamatérias (p<0,05) em relacdo aos valores
encontrados nos demais grupos de SHAM (KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg) e 2R1C
(AVE 1 mg) (Figura 11, painel A e Tabela 7).

N&o foram observadas diferencas (p>0,05) no rim direito dos ratos SHAM ou
2R1C tratados com KOH ou AVE 0991 na concentracdo de 1 mg/kg ou 3 mg/kg em
relacdo a area de deposito de colageno (Figura 11, painel B e Tabela 7).
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Figura 11: Alteracdes histoldgicas do rim direito (regides cortical e medular) de ratos
SHAM (n=3-4) ou 2R1C (n=3-4) submetidos ao tratamento intragastrico, por 28 dias,
com AVE 0991 nas doses 1 ou 3 mg/kg ou com o veiculo KOH. Painel A: observa-se a
contagem de células inflamatdrias (n°) presentes rim direito. Painel B: observa-se a area
correspondente ao depésito de colageno (mm?campo microscopico). *p< 0,05 em
comparacdo ao grupo SHAM. *p<0,05 em comparacdo ao grupo 2R1C KOH (ANOVA

seguido por Newman-Keuls).
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Tabela 7: Avaliagdes histologicas e morfométricas do rim direito dos animais
normotensos SHAM ou hipertensos 2R1C tratados com KOH ou AVE 0991 na dose de

1 mg/kg ou 3 mg/kg
n° de células Fibrose

KOH 229,8 + 10,17 7245 + 358
SHAM

AVE 1 mg 217,3+7,8 6501 + 338
(n=3-4)

AVE 3 mg 229,8 +10,2 8386 + 428

KOH 301,3+8* 8625 + 383
2R1C AVE 1 mg 228,4 + 8 4# 7026 + 328
(n=3-4)

AVE 3 mg 300,6 +11,9* 8120 + 461

Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo aos
animais SHAM KOH. "p<0,05 em comparacdo aos animais 2R1C KOH (ANOVA

seguido por Newman-Keuls).
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5.2.8 Avaliag0es histologicas no rim esquerdo

A figura 12 (painel A), mostra a média do total do nimero de células nas regifes
corticais e medulares do rim esquerdo. Os animais 2R1C KOH e 2R1C AVE 1 e 3
mg/kg (n=3-4) apresentaram maior nimero de células inflamatorias (p<0,05) em relacéo
aos valores encontrados nos demais grupos de SHAM (KOH, AVE 1 mg e AVE 3 mg,
n=3-4). Entretanto, os animais 2R1C AVE 1 mg apresentaram valores menores do
nimero de células inflamatérias (p<0,05) em relagdo aos valores encontrados nos
grupos 2R1C KOH (Figura 12, painel A, tabela 8).

Em relacdo a deposicdo de colageno, o grupo 2R1C KOH e 2R1C AVE 1 mg
apresentaram valores superiores em relacdo aos respectivos animais dos grupos SHAM
(Figuras 12 e 13, painel B, tabela 8). No entanto, os ratos 2R1C AVE 1 mg e 3 mg
apresentaram valores de deposicdo de colageno inferiores em relacdo aos animais dos
grupos 2R1C KOH. Além disso, os animais 2R1C AVE 3mg apresentaram deposicado
de colégeno similares aos encontrados no grupo SHAM KOH (Figuras 12 e 13, painel B
e Tabela 8).
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Figura 12: AlteracGes em cortes histoldgicos do rim esquerdo de ratos SHAM (n=3-4)
ou 2R1C (n=3-4) submetidos a tratamento intragastrico, por 28 dias, com AVE 0991 na
dose 1 ou 3 mg/kg ou do veiculo KOH. Painel A: observa-se a contagem de células
inflamatdrias (n°) presentes rim esquerdo. Painel B: observa-se a area correspondente ao
coldgeno presente nos cortes (mm?/campo microscopico). *p<0.05 em comparacio ao
grupo SHAM. “p<0,05 em comparacdo com 2R1C KOH (ANOVA seguido por

Newman-Keuls).
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AVE_1mg | AVE 3mg

Figura 13: Fotomicrografias da regido cortical do rim esquerdo de ratos SHAM ou
2R1C tratados com KOH ou AVE 0991 nas doses 1 ou 3 mg evidenciando a deposi¢do
de colageno. Observa-se areas com deposicdo de colageno compativeis com a
normalidade em panéis A, B e C (SHAM KOH, SHAM AVE 1mg e SHAM AVE 3 mg,
respectivamente). Aumento do area de deposicdo de colageno (fibrose) pode ser visto
no painel D (2R1C KOH) e e em menor intensidade nos painéis E e F (2R1C AVE 1
mg e 2R1C AVE 3 mg, respetivamente). Tricbmico de Masson, 440X.
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Tabela 8: Avaliacbes histologicas e morfométricas do rim esquerdo dos animais
normotensos SHAM ou hipertensos 2R1C tratados com KOH ou AVE 0991 na dose de

1 mg/kg ou 3 mg/kg
n° de células Fibrose

KOH 158,2 +7,2 7895 + 441
SHAM

AVE 1 mg 2135+79 5064 + 389
(n=3-4)

AVE 3 mg 201,2 + 11 7931 + 338

KOH 349,7+8,7* 222953 + 37308 *
2R1C AVE 1 mg 2422 + 7,6%# 12705 + 701*#
(n=3-4)

AVE 3 mg 2921 + 10* 9768 + 566,6#

Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo aos
animais SHAM KOH. *p<0,05 em comparag&o com 2R1C KOH (ANOVA seguido por

Newman-Keuls).
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5.3 Estudo de correlacao

As tabelas 9 e 10 apresentam as correlagdes entre os diferentes parametros
cardiovasculares e histologicos avaliados em animais com hipertensdo renovascular
2R1C tratados com AVE nas doses de 1 ou 3 mg/kg.

Tabela 9: Estudo de correlacdo entre os valores de barorreflexo e PAM, e demais
parametros avaliados em animais com hipertensdo renovascular 2R1C ou SHAM
tratados com AVE 0991 na dose 1 mg/kg ou KOH

Barorreflexo (PHE) PAM

AVE 1 mg =2 = 2 =
Barorreflexo XXX XXX - 0,9527 0,024
PAM - 0,9527 0,024 XXX XXX
Peso do coracdo - 0,9899 0,0051 0,9179 0,0419
Diametro dos cardiomiocitos -0,8961 0,0534 0,7340 0,1432
Inflamacgéo no coracédo - 0,4453 0,3327 0,2689 0,4815
Fibrose no coracéo - 0,4908 0,2994 0,2889 0,4625
Inflamag&o no rim esquerdo -0,5282 0,2732 0,3432 0,4141
Fibrose no rim esquerdo - 0,8057 0,1024 0,8390 0,0840

* p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste do Coeficiente de
Correlacdo de Pearson.
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Tabela 10: Estudo de correlagdo entre os valores de barorreflexo e PAM, e demais
parametros avaliados em animais 2R1C ou SHAM tratados com AVE 0991 na dose 3
mg/kg ou KOH

Barorreflexo (PHE) PAM

AVE 3 mg i o i o
Barorreflexo XXX XXX - 0,9527
PAM - 0,8804 0,0617 XXX Xxx
Peso do coracao -0,8591 0,0731 0,8627 0,074
Diametro dos cardiomiocitos - 0,9856 0,0072 0,7182 0,0331
Inflamacgéo no coragéo - 0,6528 0,1921 0,1740 0,4106
Fibrose no coracéo -0,9028 0,0499 0,2808 0,2795
Inflamacgéo no rim esquerdo -0,5774 0,2402 0,2937 0,2667
Fibrose no rim esquerdo -0,7621 0,1270 0,8361 0,0107

* p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste do Coeficiente de
Correlacédo de Pearson.
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6 Discussao

Os resultados do presente estudo mostram que o AVE 0991 foi eficiente em
melhorar diferentes parametros que estdo alterados na HRV. Em geral, o tratamento
com AVE 0991, por quatro semanas, melhorou a sensibilidade do controle reflexo da
FC, reduziu o didmetro dos cardiomidcitos, o nimero de células inflamatorias e a
fibrose cardiaca em ratos com hipertenséo renovascular 2R1C. Além disso, 0 AVE 0991
diminuiu a fibrose e 0 nimero de células inflamatérias do rim clipado. Nossos dados
mostraram também que o tratamento com AVE nas doses 1 e 3mg/kg apresentou efeitos
diferentes sobre os niveis basais de PA, podendo o AVE ser uma importante ferramenta
em doencas com niveis aumentados ou ndo de PA, como a HA e a insuficiéncia

cardiaca.

Os estudos que objetivam elucidar o desenvolvimento e manutencdo da
hipertensdo se justificam por essa doenca apresentar uma alta prevaléncia e baixa taxa
de controle, além de ser considerado um dos mais importantes problemas de saude
publica do mundo (SBH, VI consenso, 2011). Atualmente, apesar da existéncia de
diversas classes de anti-hipertensivos atualmente, é de grande importancia a busca por
novos farmacos que possibilitem ndo sé a reducdo dos niveis da PA, mas também dos

eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais relacionados a HA.

O SRA é considerado como o maior regulador da funcéo renal e cardiovascular,
possuindo um importante papel no controle da PA e na homeostasia dos fluidos e
eletrolitos corporais (Reid e cols., 1978; Appenrodt e Bratstrom, 1994). A Ang Il é
formada a partir da Ang | processada pela ECA, sendo considerada um importante
peptideo do SRA. Esse octapeptideo age atraves de dois subtipos de receptores AT1 e
AT2, e suas principais acBes sdo vasoconstritoras, proliferativas e pro-fibréticas. A
Ang-(1-7) é considerado como um potente horménio endégeno do SRA (Donoghe,
Hsieh, Baronas, 2000 e Tipnis e cols., 2000) que tem como principal via de formacédo a
hidrolise da Ang Il pela ECA 2 (Zisman, Meixeell e Bristow, 2003). A descoberta da
ECA2 no ano de 2000 e a identificacdo do receptor Mas como seu receptor,
contribuiram para estabelecer a Ang-(1-7) como um produto biologicamente ativo do
SRA. Esse heptapeptideo age através da ativacdo da proteina G acoplada a um receptor

Mas e suas acdes frequentemente se opdem aquelas acoes atribuidas a Ang 11, levando a
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vasodilatacédo (Ferrario e cols., 2005) e ac¢Oes antiproliferativas (Tallant e cols., 2005). A
Ang-(1-7) junto ao seu receptor Mas e a enzima ECA 2 formam o eixo ECA 2-Ang-(1-
7)-Mas exercendo, frequentemente, um papel contrarregulador em relagdo ao classico
eixo ECA-ANg I1-AT1 (Santos e Ferreira, 2006), sugerindo uma nova Visdo acerca do
SRA e um potencial uso terapéutico da Ang-(1-7) em diversas condi¢Bes patologicas,
principalmente na hipertrofia cardiaca e na hipertensdo arterial.

Alguns estudos apontam para um possivel papel da Ang-(1-7) no controle dos
niveis de PA (lyer e cols., 1998; Simd@es e Silva e cols., 2004; Burgelova e cols., 2005 e
2009). Burgelova e colaboradores (2005) demonstraram que o bloqueio crdnico dos
receptores da Ang-(1-7) pela infusdo do seu antagonista A-779, agravaram o
desenvolvimento e a manutencdo dos niveis elevados da PA na hipertensdo
renovascular 2R1C, reforcando a ideia de que a Ang-(1-7) atua atenuando, pelo menos
em parte, as acOes vasoconstritoras decorrentes da elevacdo dos niveis de Ang II.
Adicionalmente, estudos da literatura avaliaram os efeitos da infusdo de Ang-(1-7)
sobre a PAM em ratos hipertensos. Burgelova e colaboradores. (2009) mostraram que a
infusdo cronica da Ang-(1-7) (na dose 50 pg/h e frequéncia de 6ul/h) sob a via
subcutanea atraves de minibombas osmoticas em ratos com hipertensdo 2R1C néo
reduziu os niveis da PA, porém, nesse mesmo estudo, os autores observaram que a
infusdo crénica de A-779 e o tratamento cronico com inibidor da ECA2 (3,5-dichloro)
pioraram os niveis de hipertensao, sugerindo entdo, que a auséncia da Ang-(1-7) pode
contribuir para a aceleracdo da hipertensdo renovascular. Ja estudos de Pei e
colaboradores (2010), mostraram que a administracdo subcutanea tambem por
minibombas osméticas de Ang-(1-7) (24 pg/kg/h e frequéncia de 5ul/h) reduziu, mas
ndo aboliu a hipertensdo em animais SHR, sendo que esse efeito foi abolido pela
administracdo do A-779. Esses estudos, em conjunto, estdo de acordo com 0 nosso
presente estudo em que o andlogo ndo peptidico da Ang-(1-7), AVE 0991 na dose 3
mg/kg, reduziu significativamente os niveis de PA em ratos com hipertensdo

renovascular 2R1C.

Wiemer e colaboradores (2002) publicaram o primeiro estudo descrevendo o
AVE 0991 como um composto biologicamente ativo e resistente as enzimas
proteoliticas gastricas possibilitando uma possivel forma de explorar o papel da Ang-(1-
7) no tratamento de doengas cardiovasculares. Esses autores mostraram, in vitro, que o
tratamento com AVE estimulou a liberagdo de 6xido nitrico e reduziu a liberagcdo de
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superoxido no endotélio, de maneira semelhante aos efeitos da Ang-(1-7) no endotélio,
reforcando o papel do AVE 0991 como analogo da Ang-(1-7). Esse perfil de liberacéo
de 6xido nitrico apresentado pelo AVE, sugere um possivel papel terapéutico desse
composto no tratamento da disfuncdo endotelial.

Posteriormente, estudos de Pinheiro e colaboradores (2004) em camundongos
com delecdo genética para receptor Mas (Mas-KO) confirmaram que o AVE é um
agonista do receptor Mas; nesse mesmo estudo, esses autores mostraram que o AVE
(0,58 nMol/g) ndo alterou os niveis basais de PA dos animais. Em adicdo, Faria-Silva e
colaboradores (2005) observaram que o estimulo agudo do receptor Mas pela Ang-(1-7)
(7 pmol/min) e AVE 0991 (45 pmol/min) administrados por infusdo intravenosa
melhorou a funcdo endotelial através da liberagdo do 6xido nitrico em ratos Wistar, e
além disso, ndo foram observadas alteragdes na PAM ap0s administragdo da Ang-(1-7)
ou do AVE. Apesar de esses estudos terem avaliado os efeitos do AVE sobre a PA
agudamente e 0 nosso cronicamente, esses resultados coincidem com 0S NOSsOS
presentes dados em que o tratamento com AVE na dose 1 mg/kg nédo alterou os niveis
de PA em ratos normotensos e hipertensos 2R1C.

Ferreira e colaboradores (2007) avaliaram os efeitos do tratamento com AVE (1
mg/kg) por sete dias, na insuficiéncia cardiaca induzida pelo isoproterenol e néo
observaram mudancas na PA ao final do tratamento com AVE 0991. De maneira
semelhante, Zeng e colaboradores (2010) avaliaram os efeitos do tratamento crénico,
por quatro semanas, com AVE 0991 (1 mg/kg) em ratos SD submetidos a cirurgia de
ligacdo coronaria para induzir o infarto do miocardio e ndo observaram alteracdes na
PA e FC dos animais tratados com AVE 0991. Ambos os estudos, citados acima, foram
realizados em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca que apresentavam niveis
normais de PA, no entanto, esses estudos estdo de acordo como nossos resultados em
que o tratamento com AVE na dose 1 e 3 mg/kg ndo alterou os niveis basais de PAM
em ratos SHAM normotensos e com o tratamento com o AVE na dose 1 mg/kg em ratos
com HRV 2R1C.

Entretanto, Benter e colaboradores (2006), utilizando animais SHR com 17
semanas de idade tratados com L-Name (um inibidor da éxido nitrico sintase),
obtiveram como resultado que a Ang-(1-7) e AVE 0991(24 pg.kg™.h?, administrado na
agua) preveniu, mas ndo aboliu a hipertensdo, além de induzir redugdo da lesdo renal,

restauracdo da reatividade do leito vascular e protecdo do coragdo em resposta a
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isqguemia. De maneira semelhante aos nossos resultados do presente estudo, o
tratamento com AVE 0991 na dose 3 mg/kg levou a uma reducgdo dos niveis basais de
PA em ratos com hipertensdo renovascular 2R1C. Essa reducdo dos niveis de PA pode
ser considerada fisiologicamente relevante uma vez que diminui a p6s-carga cardiaca e
essa reducdo possui relacdo direta com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e,
além disso, reduz alteracGes endoteliais, renais, dentre outros efeitos secundéarios aos
elevados niveis de PA que ocorrem na hipertensdo arterial (Savage, Drayer e Henry,
1979 e Hammond e cols., 1988).

A regulagdo efetiva da PA ocorre como resultado de sistemas de
retroalimentacdo em curto e em longo prazo. O principal mecanismo de controle em
curto prazo é desempenhado por reflexos originados nos pressoreceptores arteriais € nos
receptores de estiramento da regido cardiopulmonar (Campgnole-Santos e Haibara,
2001). O estudo do barorreflexo é de grande importancia clinica, visto que a redugéo da
sensibilidade barorreflexa é considerada um fator de risco para hipertrofia do ventriculo
esquerdo, insuficiéncia cardiaca (Piratello e Cols, 2010) infarto agudo do miocérdio, e
da morte subita que se segue ao infarto agudo do miocardio (Fei e cols., 1994).

Ja esta bem estabelecido na literatura que tanto animais quanto pacientes com
hipertensdo arterial apresentam atenuacdo importante da sensibilidade barorreflexa
(McCubbin, Green e Page, 1656; Eckberg, 1979; Korner e cols., 1974; Rodrigues e
cols., 2007; Cangussu e cols., 2009), além disso, o grau de atenuacdo do barorreflexo
tem forte correlacdo com a severidade da hipertensdo (Campagnole-Santos e Haibara,
2001). Em nosso presente estudo os niveis pressoricos dos animais correlacionaram-se
inversamente em relacdo a reducdo da sensibilidade do controle reflexo da FC (AVE 1
mg, r=-0,9527; AVE 3 mg, r=- 0,8804).

Nossos dados mostraram que 0s animais com hipertensdo renovascular 2R1C
KOH apresentaram uma piora na sensibilidade da bradicardia e taquicardia reflexa em
relacdo aos ratos controle SHAM KOH. Esses resultados corroboram com dados
anteriores de nosso laboratorio (Rodrigues e cols., 2007; Cangussu e cols., 2009, Soares
e cols., 2011) e com estudos prévios encontrados na literatura (Moreira e cols., 1998;

Matsumura e cols., 1989; Kumagai e cols., 1990).

ANG Il e a Ang-(1-7) atuam como moduladores contra regulatérios no controle
barorreflexo em ratos normotensos (Campagnole-Santos e cols., 1992, Ferrario e cols.,
1997 e Polson e cols., 2007) e hipertensos (Britto, 1997, Chaves, 2000 e Heringer-
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Walter, 2001). Enquanto a Ang Il reduz a sensibilidade barorreflexa (Castro e Phillips,
1986; Head, 1996), a Ang-(1-7) induz a facilitacdo do barorreflexo, tanto
perifericamente  (Santos e  Campagnole, 2000) quanto  administrada
intracerebroventricular (ICV) (Campagnole e cols., 1992; Oliveira e cols., 1996; Britto e
cols., 1997, e Santos e Campagnole-Santos, 2000).

No presente estudo, o tratamento com AVE nas doses de 1 e 3mg/kg
melhoraram a sensibilidade da taquicardia reflexa nos ratos com hipertensdo
renovascular. Entretanto, em relagdo a bradicardia reflexa, somente no grupo 2R1C
tratado com AVE na dose de 3mg/kg houve melhora da sensibilidade da bradicardia
reflexa em relagdo ao grupo 2R1C tratado com KOH.

Um aspecto metodologico que deve ser considerado na interpretacdo dos nossos
resultados, relaciona-se ao uso do nitroprussiato de sodio, um doador de Oxido nitrico
para avaliar a sensibilidade da taquicardia barorreflexa. De acordo com Musialek e
Casadei (2000), como doadores de éxido nitrico, os nitrovasodilatadores possuem
algumas acOes extra-vasculares que podem interferir na avaliacdo do controle reflexo da
PA. O principal fato que deve ser levado em consideracdo, € que a queda na PA
observada pode néo ser diretamente devido a alteracfes na transmissao barorreflexa ou
da atividade do sistema nervoso autbnomo (Musialek e Casadei, 2000). A literatura é
controversa, mas uma possivel interferéncia se relaciona a um efeito cronotropico
positivo independente de alteragdes na PA, causado por uma ativacdo decorrente da
hiperpolarizacdo da corrente Iz (corrente de entrada de ions para dentro da célula,
induzida por hiperpolarizacdo, que contribui para da despolarizacdo diastolica lenta)
(Hogan e cols., 1999; Casadei e Paterson, 1999; Musialek e Casadei, 2000). Como ja
mencionado anteriormente, o0 AVE também libera 6xido nitrico (Wiemer e cols., 2002)
possibilitando uma provavel interacdo com o nitroprussiato de sodio e induzindo assim,
uma potencializacdo dos efeitos deste, podendo explicar a melhora da sensibilidade do
controle reflexo da FC no componente taquicardico e ndo no bradicardico, apds a

administracdo do AVE 0991 na dose 1mg/kg.

Além disso, segundo Campagnole-Santos (1992 e 2001) a Ang-(1-7) é capaz de
produzir uma facilitagdo no controle reflexo da FC, e esse efeito é seletivo para a
bradicardia reflexa. Em nosso estudo, o AVE 0991 proporcionou uma melhora da
sensibilidade da bradicardia barorreflexa somente na dose de 3 mg/kg, sugerindo que

esse efeito pode ser dependente da dose administrada.
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Corroborando nosso achado de melhora da sensibilidade barorreflexa pelo
tratamento com AVE 0991 (3 mg/kg), Britto e colaboradores (1997) observaram que a
infuséo central (ICV) do antagonista seletivo da Ang-(1-7), A-779, produz uma
completa reversdo da melhora do controle reflexo da FC observados em ratos com
hipertensdo renovascular 2R1C submetidos ao tratamento cronico com enalapril
(inibidor da ECA), sugerindo que a Ang-(1-7) pode desempenhar efeitos
cardiovasculares benéficos através da inibicdo periférica da ECA. Posteriormente,
Heringer-Walther e colaboradores (2001) avaliaram a participacdo da Ang-(1-7)
enddgena na melhora da sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos SHR, ap6s
infusdo ICV de um inibidor da ECA (Ramipril) e concluiram que a Ang-(1-7) esta
envolvida na melhora da sensibilidade da bradicardia reflexa durante inibi¢do central da
ECA.

Em adicdo, alguns estudos de literatura tem sugerido que o aumento da
sensibilidade barorreflexa pode ser devido a um aumento da atividade vagal (Brum e
cols., 2000; Minami e cols., 2003) e/ou atenuacdo da atividade simpatica (Minami e
cols., 2003; Kramer e cols., 2002).

De acordo com esses achados da literatura, uma possibilidade para explicar
como o tratamento com AVE 0991 poderia melhorar a sensibilidade do controle reflexo
da FC, observada nesse presente estudo, poderia ser devido a atuacdo do AVE 0991em
areas centrais que participam do controle barorreflexo. Entretanto, para isso teriamos
que considerar que AVE poderia atravessar a barreira hematoencefalica. No entanto,
ndo encontramos dados na literatura evidenciando que o AVE 0991 administrado
oralmente esteja presente no cérebro, nesse sentido, mais estudos sdo necessarios para

comprovar essa hipotese.

Estudo recente de nosso laboratério (Soares e cols., 2011) e de outros grupos
(Ceroni e cols., 2009; Moraes-Silva e cols., 2010) tem evidenciado que o exercicio
fisico de baixa intensidade induz uma melhora da sensibilidade do controle reflexo da
FC em animais hipertensos 2R1C, que essa melhora na sensibilidade barorreflexa é
fortemente correlacionada com a reducdo da PAM, com a hipertrofia cardiaca e
normalizagdo das alteracbes do aumento da relacdo parede/ lGmem de arteriolas do

musculo esquelético e tecido renal e com a reducdo da fibrose renal.
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Similarmente ao efeito do exercicio fisico citado acima, em nosso presente
estudo, mostramos que o tratamento com AVE 0991 na dose 3 mg/kg em ratos 2R1C
melhorou a sensibilidade do controle reflexo da FC e que existe uma forte correlagdo
negativa com a redugdo do didmetro de cardiomidcitos (r=0,9856), com o peso do
coragdo (r=- 0,8591), com a deposi¢do de colageno no ventriculo esquerdo (r=0,9028) e
rim esquerdo (r=- 0,7621) e com a PAM (r=- 0,8804). Corroborando essa afirmativa
também podemos explicar nossos achados em que o tratamento com AVE na dose 1
mg/kg ndo melhorou a bradicardia reflexa uma vez que apesar de ter induzido uma
redugdo no numero de células inflamatorias, no didmetro de cardiomidcitos e da fibrose

cardiaca esse tratamento ndo reduziu a PAM e ndo preveniu a fibrose no rim clipado.

O unico estudo encontrado avaliando os efeitos do AVE 0991 sobre o controle
central da FC foi o de Wessel e colaboradores (2007). Esses autores avaliaram por
telemetria os efeitos do AVE no controle da PA (variabilidade da FC, variabilidade da
PA e barorreflexo espontaneo) em animais SHR. Eles observaram que o tratamento com
AVE 0991 (20 mg/kg/dia, via racéo) aboliu o aumento noturno na PA, mas o0 numero de
ativacdes do barorreflexo foi menor nos grupos tratados com AVE 0991 do que no
grupo controle. Apesar de ja bem estabelecido na literatura e em nosso presente estudo,
os beneficios de Ang-(1-7) sobre o sistema cardiovascular, esse estudo de Wessel e
colaboradores (2007) sugerem efeitos ndo benéficos induzidos por esse heptapetideo
sobre o ritmo circadiano e sobre a ativacdo espontanea do barorreflexo. No entanto, é
importante ressaltar que nesse estudo foi avaliada a sensibilidade barorreflexa

espontanea em ratos SHR, ndo possibilitando uma comparacao direta com nosso estudo.

A HVE pode ser induzida pela hipertensdo e consiste em um processo adaptativo
funcional em resposta a elevacdo da PA periférica. Ao ser submetido a uma sobrecarga
de pressdo o VE tende a dilatar como resposta inicial visando otimizacdo do processo
contratil. Tal processo acarreta uma elevacdo no estresse da parede ventricular, levando
a uma resposta fibrética além de hipertrofia das fibras do VE. Essa hipertrofia quando
acompanhada de fibrose, durante o remodelamento é um processo patolégico que pode
levar a perda de funcdo (Schaper, 1998). Nesse processo, a Ang Il contribui para o
remodelamento cardiaco pelo estimulo da hipertrofia dos midcitos e proliferagdo do
fibroblasto (Kawano e cols., 2000; Gonzalez e cols., 2002; Pitt e cols., 2003) De
maneira oposta, a Ang-(1-7) age contra-regulando esses efeitos por ser um peptideo

com perfil antitréfico e antifibrotico (Grobe e cols., 2007; Pei e cols., 2010).
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Ang-(1-7) pode ser sintetizada no coragdo (Zisman, 2003) e ja esta bem definido
na literatura que a Ang-(1-7) exerce efeitos benéficos no coracao através da redugdo do
remodelamento cardiaco e também da correcdo de arritmias cardiacas (Ferreira e cols.,
2001; Tallant e cols., 2005; Grobe e cols., 2006; Trask e Ferrario, 2007).

Em nosso presente trabalho o peso umido relativo do coracdo (peso do coracdo
em relacdo ao peso corporal) dos animais com hipertensdo renovascular tratados com
AVE na dose 3 mg/kg foi inferior aos demais grupos de ratos hipertensos.
Adicionalmente, o AVE 0991 reduziu a espessura das fibras miocérdicas do ventriculo
esquerdo nos grupos tratados na dose 1 ou 3 mg/kg em relagdo aos animais hipertensos
tratados com o veiculo KOH. Além disso, o tratamento com AVE 0991 nas doses 1 ou 3
mg/kg reduziu o numero de células inflamatorias no coragdo nos ratos com HRV. Além
disso, em relagéo a fibrose cardiaca, avaliada através da deteccdo de colageno, o grupo
hipertenso 2R1C KOH apresentou valores superiores aos encontrados nos demais
grupos SHAM ou 2R1C, tratados com AVE 0991 (nas doses de 1 ou 3 mg/kg),

reforcando as possibilidades terapéuticas de uso do AVE.

O aumento do peso do coragdo nos animais com hipertensdo renovascular
observados em nosso estudo pode ser atribuido a hipertrofia das fibras miocéardicas do
ventriculo esquerdo, confirmado pela histologia. Este achado estd de acordo com os
dados da literatura (Hunter e Chien, 1999; Piratello e cols., 2010) e de nosso laboratorio
(Soares e cols., 2011) que mostram que a hipertrofia ventricular esquerda pode ser
induzida pela hipertensdo como uma resposta adaptativa a sobrecarga pressorica

imposta ao ventriculo esquerdo

Os estudos da literatura que avaliaram o efeito da infusdo da Ang-(1-7) na
hipertrofia cardiaca mostraram resultados semelhantes aos nossos. Loot e colaboradores
(2002), em ratos com insuficiéncia cardiaca, observaram que o tratamento crénico com
infusdo de Ang-(1-7) (24ug/kg) através de minibombas preservou a fungdo cardiaca, a
perfusdo corondria e a funcdo endotelial adrtica em resposta a ligacdo da artéria
coronaria em ratos SD. Adicionalmente, Tallant e colaboradores (2005) utilizando um
modelo de cultura de cardiomidcitos, demonstraram que a Ang-(1-7) previne a
hipertrofia cardiaca e Iwata e cols. (2005), em um modelo in vitro de fibroblasto
cardiaco, demonstraram os efeitos da Ang-(1-7) na redugdo da fibrose. Grobe e

colaboradores (2007) mostraram que a infusdo cronica de Ang-(1-7) (100 ng.kg™.min’
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! seg) por minibombas de infusdo preveniu o remodelamento cardiaco induzido pela
infuséo de Ang Il e observaram uma significativa atenuacdo na hipertrofia dos fibras
miocérdicas do VE e da fibrose intersticial, porém, ao avaliarem a massa ventricular,
eles ndo observaram diferencas entre os grupos. Pei e colaboradores(2010) também
avaliaram os efeitos do tratamento com Ang-(1-7) (24ug/kg) através de minibombas
osmoticas por 24 semanas, em animais SHR de 8 semanas de idade e observaram que a
Ang-(1-7) atenuou a hipertrofia cardiaca e a deposicdo de colageno induzida pela
hipertensao.

Outros autores avaliaram o efeito do AVE 0991 no remodelamento cardiaco, e,
assim como nos estudos que usaram a infusdo de Ang-(1-7), os resultados foram
semelhantes aos nossos dados do presente estudo. Benter e colaboradores (2006)
avaliaram os efeitos do tratamento crénico com AVE 0991 (24 ug.kg™.h?, ip) e Ang-(1-
7) (24 pg.kg™.h, ip) sobre os niveis basais de PA e os danos induzidos pela hipertenséo
aos orgdos-alvo em ratos SHR tratados com o inibidor da Oxido nitrico sintase L-
NAME. Esses autores mostraram que AVE e Ang-(1-7) foram equipotentes em reduzir
a hipertrofia e deposicdo de colageno cardiaco. Ferreira e cols. (2007a) mostraram 0s
efeitos do tratamento com AVE 0991 (1 mg/kg) por uma semana no desenvolvimento
da insuficiéncia cardiaca induzida pela ligacdo da artéria coronaria esquerda e
obtiveram como resultado uma reducdo da area infartada, aléem de observarem efeitos
benéficos em coracdes isolados de ratos perfundidos, envolvendo o receptor Mas e a
liberacdo de d6xido nitrico. Em outro estudo, Ferreira e colaboradores (2007b) avaliaram
os efeitos do tratamento com AVE 0991 (1 mg/kg) por 7 dias usando um modelo de
disfuncdo cardiaca induzida pelo isoproterenol, como resultado, houve uma reducéo do
peso do coracdo, do diametro dos midcitos, além de uma diminui¢do na deposicdo do
colageno. Esses trabalhos corroboram nosso resultado em que o AVE 0991 reduziu o
namero de células inflamatérias e o diametro de cardiomiocitos no coragdo e a

deposicéo de colageno cardiaco em ratos com hipertensdo renovascular 2R1C.

Além disso, Piratello e colaboradores (2010) estudaram a correlacdo da Ang I,
Ang Il e Ang-(1-7) na HVE em ratos Wistar e SHR submetidos a desnervacao aortica e
seus resultados mostraram que a reducéo dos niveis de Ang-(1-7) pode contribuir para o
desenvolvimento da HVE e concluiram que a disfuncéo barorreflexa quando associada a
alteracbes no SRA pode ser um fator preditivo para HVE e insuficiéncia cardiaca.

Nossos presentes dados, de maneira semelhante aos de Piratello, evidenciam a ac¢éo da
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Ang-(1-7) em melhorar a sensibilidade do controle barorreflexo, e em prevenir o
desenvolvimento da HVE em ratos 2R1C. Esses efeitos benéficos induzidos pelo AVE
sdo reforcados pela forte correlagdo inversa encontrada em nosso estudo entre a
sensibilidade barorreflexa e o diametro de cardiomiocitos (AVE 1 mg, r=-0,8961; AVE
3 mg, r=- 0,9856).

Ao longo do tempo, um grande volume de pesquisas foi conduzido a fim de
evidenciar a importancia da Ang-(1-7) sobre as estruturas e fungfes cardiovasculares.
Atualmente, apds evidéncias da geracdo de Ang-(1-7) no rim, estudos sobre a funcédo
renal tém emergido como alvo de acbGes da Ang-(1-7). A maioria dos estudos da
literatura evidenciam efeitos da Ang-(1-7) sobre a hemodindmica e transporte tubular

renal.

Existem poucas evidéncias envolvendo a leséo renal relacionada a hipertensao, e
poucos sdo estudos que avaliaram o papel das angiotensinas em modelos experimentais
envolvendo insuficiéncia renal (Silveira e cols., 2010). Entretanto, a Ang-(1-7) parece
ser de grande interesse de estudo uma vez que esta altamente expresso no tecido renal
(Santos e cols., 2001), podendo ser formada nos rins (Yamada e cols., 1999) e parece ter
influéncia na funcéo renal dependendo do balanco de sodio e agua, atividade do nervo
renal e atividade do SRA (Ferrario e cols. 1997; Santos e cols., 2000). Como ja
mencionado anteriormente, Pinheiro e cols. (2004) mostraram que AVE 0991 é um
agonista do receptor Mas nos rins, mimetizando, dessa forma, os efeitos da Ang-(1-7)

nesse orgao.

Burgelova e colaboradores em 2002 avaliaram um possivel papel da Ang-(1-7)
na modulacao de respostas funcionais renais a infusdo de Ang Il em ratos normotensos
anestesiados. Esses autores observaram que a Ang-(1-7) ndo preveniu reducdes nas
taxas de filtracdo glomerular (TFG) assim como no fluxo plasmatico renal (FPR), mas
blogueou as reduc6es na fracdo de excrecdo de sodio induzidas pela Ang I1. O bloqueio
do receptor da Ang-(1-7) pelo A-779 reduziu a TFG, FPR e a fracdo de excrecdo de
sodio. Em 2005, esses mesmos autores demonstraram que o bloqueio do receptor da
Ang-(1-7), pelo A-779 causou reducdes significativas na hemodindmica renal e
reducbes na excrecdo de sodio em ratos com hipertensdo renovascular 2R1C. Esses
autores concluiram nesse estudo, que durante a hipertensdo 2R1C, a Ang-(1-7)

contribuir para a hemodindmica renal e para a funcdo excretoria, podendo exercer um
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papel renoprotetor. Em conjunto, esses dados sugerem que a Ang-(1-7) exerca efeitos
contra regulatorios aos efeitos induzidos pela Ang Il nos rins, e esses efeitos ocorrem
somente quando h& ativacdo enddgena do SRA.

A hipertensdo renovascular 2R1C caracteriza-se como um modelo que apresenta
hiperatividade do SRA. Na HRV ocorrem aumentos nos niveis de Ang Il em ambos os
rins, clipado e ndo clipado, elevando assim os niveis plasmaticos de Ang Il, de
aldosterona, o tbnus simpatico e consequentemente a PA. Adicionalmente, a producao
renal de Ang Il modula o transporte de sal e 4gua pelos tabulos renais e a filtracdo de
proteinas através da barreira glomerular, além disso, as a¢des troficas da Ang Il podem
contribuir para a patologia renal em parte, pelo aumento na deposi¢do de colageno
(Ferrario e Varagic, 2010).

Durante a hipertensdo renal 2R1C, o rim esquerdo clipado em funcéo da redugéo
do fluxo sanguineo renal sofre reducdo em seu peso, enquanto o rim contralateral
direito, ndo clipado, aumenta sua massa e tamanho, provavelmente devido a uma
hiperfuncdo compensatoria (Castro e cols., 2011, Rodrigues e cols., 2007; Soares e cols.
2011). Além disso, € observado um aumento na deposicdo de coldgeno, somente no rim
esquerdo clipado (Soares e cols., 2011). Nossos resultados mostraram que, similarmente
aos estudos citados acima, o rim clipado apresentou uma menor massa em relacdo ao
rim contralateral, ndo clipado, enquanto o rim contralateral, ndo clipado, apresentou

aumento da massa em relacdo aos rins dos animais SHAM.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com AVE 0991 nas doses 1 e 3
mg/kg produziu efeitos de reducdo no nimero de células inflamatorias e no depdsito de
coladgeno no rim esquerdo, clipado, dos animais 2R1C, esses efeitos foram maiores nos
animais tratados com AVE 0991 concentracdo de 3 mg/kg do que na concentracdo de 1
mg/kg, demonstrando um efeito benéfico do AVE 0991 nesse modelo de hipertensédo
renal, na reducdo da fibrose e na inflamacdo. Nossos dados corroboram os dados de
Pinheiro e colaboradores (2009), que ao avaliarem os efeitos do receptor da Ang-(1-7),
Mas, na fisiologia e morfologia renal usando ratos com delecdo genética para esse
receptor, observaram um aumento na expressao de colageno 1V e fibronectina nas areas
mesangiais e intersticiais e um aumento de coladgeno Il no intersticio. Essas alteracfes
fibrinogénicas foram associadas a um upregulation do receptor AT1 e transformacao do

fator de crescimento beta mRNA, sugerindo que o receptor Mas age como um regulador
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da fibrogénese renal, controlando os efeitos de transducdo dos receptores AT; nos rins.
Similarmente a este estudo citado de Pinheiro e colaboradores (2009), o tratamento com
AVE na dose 3 mg/kg preveniu a fibrose do rim clipado em ratos com hipertenséo
renovascular, mostrando um papel anti-fibrético da Ang-(1-7) no rim clipado.

Um estudo recente de Prieto e colaboradores (2011) avaliou as alteragbes no
balanco entre ECA/Ang Il e ECA2/Ang-(1-7) durante hipertensdo renovascular 2R1C
(trés semanas), em ambos os rins, clipado e néo clipado, nas regides medular e cortical.
Nesse estudo esses autores observaram que a atividade da renina plasmatica estava
aumentada nos ratos 2R1C comparados aos ratos SHAM. Adicionalmente, os niveis de
Ang | e Ang Il estavam aumentados enquanto os niveis de Ang-(1-7) estavam reduzidos
em ambos os rins, clipado e ndo clipado, em relagdo aos ratos SHAM. Porém, os niveis
de Ang Il eram significativamente mais elevados no rim clipado do que no rim ndo
clipado. Nas regides medulares renais, os niveis de mRNA da ECA estavam
aumentados, enquanto os niveis de ECA2 estavam diminuidos. A atividade da renina
medular foi similar em ambos os rins, clipado e ndo-clipado nos animais 2R1C em
comparagdo aos SHAM, sugerindo um upregulation em ambos os rins, clipado e nao
clipado, que pode contribuir para a alteracdo do contetdo intra-renal de Ang Il e Ang-
1-7).

Outros estudos obtiveram resultados corroborando esse achado em que no rim
ndo clipado a formacdo de Ang Il é dependente da ECA (Guan e cols., 1992; Harrison-
Bernard e cols., 2001; Sadjadi e cols., 2005a). Poréem, em relacdo ao rim clipado,
isquémico, esse mecanismo de regulacéo pelo balanco entre ECA/Ang 11 e ECA2/Ang-
(1-7), parece ndo ser o Unico mecanismo presente e responsavel, uma vez que Sadjadi e
colaboradores (2005b) reportaram que o aumento de Ang Il no rim clipado esta
envolvido a outra via de formacéo, através da enzima quimase, e essa regulacdo parece

ser gerada pela propria isquemia.

No presente estudo foram observadas alteracdes no namero de células
inflamatdrias e na deposicdo de colageno somente no rim esquerdo (clipado), o0 mesmo
ndo ocorrendo no rim direito (ndo clipado), nos ratos com hipertensdo renovascular.
Este fato pode ter como possivel explicacdo a presenca de niveis mais elevados de Ang

Il no rim clipado, do que no rim ndo clipado (Prieto e cols., 2011) sugerindo que
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diferentes niveis renais de Ang Il relacionam-se a distintos efeitos desse octapeptideo

em relacdo a fibrose renal.

Sumarizando, os principais achados de nosso estudo sugerem que o tratamento
com AVE 0991 pode alterar os valores da PA, de forma diferente, conforme a dose
utilizada, além de prevenir o remodelamento cardiaco e renal nos animais com
hipertensdo renovascular. O tratamento com AVE 0991 na dose 3mg/kg, reduziu os
niveis de PAM basal dos ratos com hipertensdo renovascular, embora ndo tenha abolido
a hipertensdo, visto que a PAM basal desse grupo de animais foi superior a PAM dos
animais normotensos SHAM. Ja na dose 1mg/kg, o AVE 0991 ndo se mostrou eficaz
em reduzir os niveis basais da PAM nos ratos com hipertensdo renovascular. Em
relacdo a sensibilidade do controle reflexo da FC, o AVE 0991 na dose 3 mg/kg
restaurou a sensibilidade do controle reflexo da FC, tanto sobre os componentes
bradicardico como sobre o componente taquicardico, para niveis normais em
comparagdo aos ratos normotensos. Entretanto, na dose 1 mg/kg apresentou melhora da
sensibilidade barorreflexa somente em relagdo ao componente taquicardico, no ratos
com hipertensédo renovascular. Adicionalmente, 0 AVE 0991 em ambas as doses, 1 ou 3
mg/kg, reduziu o namero de células inflamatorias, a espessura das fibras miocardicas
dos animais hipertensos 2R1C em relacdo aos animais normotensos SHAM, além disso,
o tratamento com AVE 0991 preveniu o desenvolvimento de fibrose cardiaca e renal

nos animais hipertensos 2R1C em ambas as doses de 1 e 3 mg/kg.
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7 Conclusao

Nossos dados em conjunto mostraram que o tratamento com AVE 0991
apresenta um papel anti-tréfico e anti-fibrético, e induz melhora da sensibilidade
barorreflexa em animais com hipertensdo renovascular 2R1C. Além disso, o tratamento
com AVE nas doses 1 e 3mg/kg apresentou efeitos diferentes sobre os niveis basais de
PA, podendo o AVE ser uma importante ferramenta em doencas com niveis aumentados

ou ndo de PA, como a hipertensdo arterial e a insuficiéncia cardiaca.
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