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“‘Nao entendo. Isso é tdo vasto que ultrapassa qualquer entender. Entender é
sempre limitado. Mas nao entender pode nao ter fronteiras. Sinto que sou
muito mais completa quando ndo entendo. Nao entender, do modo como falo,
€ um dom. Nao entender, mas ndo como um simples de espirito. O bom ¢é ser
inteligente e ndo entender. E uma benc&o estranha, como ter loucura sem ser
doida. E um desinteresse manso, é uma dogura de burrice. S6 que de vez em
gquando vem a inquietacao: quero entender um pouco. Nao demais: mas pelo

menos entender que nao entendo.”

Clarice Lispector
“Alguns homens véem as coisas como sao e dizem ‘Por qué’. Eu sonho com
as coisas que nunca foram e digo ‘Por que ndo?’.”

Bernard Shaw

Dedico este trabalho a todos que fizeram parte desta historia.
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Resumo

EVIDENCIA DE POTENC}IAQAO MAS-MEDIADA DA BRADICININA PELO
AGONISTA NAO PEPTIDICO DE ANGIOTENSINA-(1-7) AVE 0991 EM
RATOS NORMOTENSOS.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do andlogo nao peptidico de
angiotensina-(1-7), AVE 0991, sobre a agao hipotensora da bradicinina (BK).
Doses crescentes de BK foram administradas via intra-arterial ou endovenosa
antes e 30 minutos apds o inicio da infusdo de AVE 0991, cujo efeito na
atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) plasmatica foi testado,
utilizando Hip-His-Leu como substrato. A interacdo de AVE 0991 com ECA in
vivo foi testada através da determinagdo do seu efeito sobre a agao pressora
da Ang | ou Ang II. AVE 0991 produziu potenciagdo significativa e similar da
bradicinina intra-arterial ou endovenosa. AVE 0991 nao inibiu atividade da ECA
in vitro nem o efeito pressor da Ang | in vivo. A administragdo de N* — nitro L-
arginina metil éster (L-NAME) ou D-Ala’-Ang-(1-7) (A-779) aboliu o efeito de
potenciacdo de BK pelo AVE 0991. Em uma analise mais refinada, a atividade
potenciadora de BK por AVE 0991 foi examinada, avaliando seu efeito na
producdo de NO em células endoteliais isoladas de coelho. A liberacido de NO
foi medida, utilizando o diacetato de 4-amino-5-metil amino-2°-7'-
difluorofluoresceina. Observou-se um efeito sinérgico de AVE 0991 e BK na
liberagdo de NO. Esses resultados sugerem que AVE 0991 potencia a BK
através de um mecanismo mediado por receptor Mas, independente de ECA e
dependente de NO. Esse efeito pode contribuir para a melhora da funcao
endotelial por AVE 0991 in vivo.

Palavras chave: Bradicinina, angiotensina-(1-7), AVE 0991, o6xido nitrico,

funcao endotelial.
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EVIDENCE FOR MAS-MEDIATED BRADYKININ POTENTIATION BY THE
ANGIOTENSIN-(1-7) NONPEPTIDE MIMIC AVE 0991 IN NORMOTENSIVE
RATS.

We have evaluated the effect of the nonpeptide mimic of angiotensin (Ang)-(1-
7), AVE 0991, on the hypotensive effect of bradykinin (BK). Increasing doses of
intra-arterial or intravenous BK were administered before and 30 minutes after
the beginning of AVE 0991 infusion. The effect of AVE 0991 on plasma Ang |-
converting enzyme (ACE) activity was tested using Hip-His-Leu as the
substrate. The interaction of AVE 0991 with ACE in vivo was tested by
determining its effect on the pressor action of Ang | or Ang Il. AVE 0991
produced a significant and similar potentiation of intra-arterial or intravenous
bradykinin. AVE 0991 did not inhibit plasma ACE activity in vitro or the pressor
effect of Ang | in vivo. N-nitro-L-arginine methyl ester or D-Ala’-Ang-(1-7)
administration abolished the BK potentiating effect of AVE 0991. We further
examined the BK-potentiating effect of AVE 0991, evaluating its effect on NO
production in rabbit endothelial cells. The NO release was measured using the
4-amino-5-methylamino-2°-7 -difluorofluorescein diacetate. A synergistic effect
of AVE 0991 and BK on NO release was observed. These results suggest that
AVE 0991 potentiates BK through an ACE-independent, NO-dependent
receptor Mas-mediated mechanism. This effect may contribute to the

improvement of endothelial function by AVE 0991 in vivo.

Key Words: Bradykinin, angiotensin (1-7), AVE 0991, nitric oxide; endothelial

function.
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Introducéo

1. INTRODUCAO.

1.1 Sistema Renina-Angiotensina.

O sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado o principal regulador
fisiologico da presséo arterial e do equilibrio hidroeletrolitico. Esse sistema é
considerado um sistema enddcrino, paracrino e autécrino modulador de
fungcdes em diversos tecidos (Santos, Campagnole-Santos et al.,, 2000). As
acdes do SRA sobre as fungdes cardiovasculares e renais envolvem multiplos
mediadores, receptores e mecanismos de sinalizac&o intracelular diversos (Kim
e lwao, 2000; Santos, Campagnole-Santos et al., 2000).

Nas duas ultimas décadas, a visdo classica do SRA foi submetida a
importantes mudancas conceituais. Esse sistema ndo é mais visto como um
sistema composto de apenas um horménio efetor (Santos, Ferreira et al.,
2005). A angiotensina Il (Ang IlI) é o principal componente do sistema renina-
agiotensina (SRA). Usualmente esse octapeptideo é formado através de duas
etapas sequenciais de protedlise limitada. Inicialmente ocorre clivagem do
angiotensinogénio pela renina em angiotensina | (Ang 1), que é convertida em
Ang Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA) (Lentz, Skeggs et al.,
1956). Atualmente se aceita que Ang Il pode ser formada a partir do
angiotensinogénio ou Ang | através de vias independentes de renina/ECA, e
que Ang | e Ang Il podem ser convertidas em peptideos angiotesinérgicos
menores biologicamente ativos, incluindo Ang Ill, Ang IV e Ang-(1-7),
resultando dessa maneira em multliplos mediadores das agdes bioldgicas do
SRA (Santos, Ferreira et al., 2005; Santos, Ferreira et al., 2008),

Foram identificados, através de técnicas de biologia molecular e
bioquimica, componentes do SRA em varios tecidos levando ao conceito de
SRA tissulares ou mais apropriadamente, de sistemas locais produtores de

angiotensina (Santos, Campagnole-Santos et al., 2000).

1.2 Angiotensina - (1-7).

O estudo da Ang-(1-7) teve inicio com a observacado ocasional de que

adicdo de Ang | a homogenatos de tronco encefalico de cées resultava em
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aparecimento de um pico em cromatograma de cromatografia liquida de alta
perfomance (HPLC) que correspondia ao peptideo Ang-(1-7). Além disso,
quando o metabolismo de Ang | era medido em presencga de inibidor da enzima
conversora de angiotensina (iECA), a geracdo de Ang Il era abolida, enquanto
a geracgao de Ang-(1-7) nao era afetada (Santos, Brosnihan et al., 1988). Dessa
forma, Santos e colaboradores aventaram a possibilidade de que Ang-(1-7)
possuiria efeitos centrais ou periféricos seletivos. Contudo, essa hipdtese
contrariava o conceito, prevalente na época, de que peptideos
angiotensinérgicos, que nao possuissem fenilalanina na oitava posi¢céo, seriam
biologicamente inativos. Diante dessas controvérsias, Schiavone e
colaboradores avaliaram o efeito biolégico da Ang-(1-7) em explante de
hipotalamo-neurohipofisario de ratos. Esses experimentos demonstraram que a
Ang-(1-7) produzia secrecao de vasopressina em explante neurohipofisario de
forma equipotente a Ang Il (Schiavone, Santos et al., 1988).

Apesar das primeiras agdes descritas para Ang-(1-7) indicarem que esse
peptideo mimetizava as agdes da Ang I, incluindo liberagdo de prostandides e
vasopressina, posteriormente foi demonstrado que Ang-(1-7) era desprovida de
efeito pressor e dipsinogénico apds a administragao periférica ou intra-cérebro-
ventricular, para revisdo ver (Santos, Campagnole-Santos et al., 2000).
Atualmente € considerado que esse heptapeptideo exerce um papel
predominantemente contra-requlador das agdes da Ang Il dentro do SRA
(Ferrario, Chappell et al., 1997; Santos, Campagnole-Santos et al., 2000;
Santos, Ferreira et al., 2005; Simoes E Silva, Pinheiro et al., 2006; Santos,
Ferreira et al., 2008).

1.2.1. Sintese e catabolismo.
A Ang-(1-7) é um heptapeptideo biologicamente ativo e seletivo do SRA,
podendo ser formado independentemente da acdo da ECA. A via
independente da ECA corresponde & clivagem da ligagdo Pro’-Phe® da Ang |
pelas enzimas PEP e endopeptidase neutra 24.11 (NEP) (Santos,
Campagnole-Santos et al., 2000). A Ang-(1-7) é formada diretamente da Ang |l
pela acdo da prolilendopeptidase (PEP) ou carboxipeptidases como a
prolilcarboxipeptidase (PCP) (Santos, Campagnole-Santos et al., 2000) e a

enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Tipnis, Hooper et al., 2000;



Vickers, Hales et al., 2002). A ECA2 também cliva menos eficientemente Ang |
em Ang-(1-9) (Donoghue, Hsieh et al., 2000; Vickers, Hales et al., 2002)
podendo originar subsequentemente Ang-(1-7) através de hidrdlise pela ECA
ou neprilisina (Donoghue, Hsieh et al., 2000; Ferreira e Santos, 2005; Santos,
Ferreira et al., 2005; Simoes E Silva, Pinheiro et al., 2006). Uma vez formada,
Ang-(1-7) é rapidamente hidrolisada especialmente pela ECA (Chappell, Pirro
et al., 1998; Deddish, Marcic et al., 1998). Ang-(1-7) também pode ser
hidrolisada por aminopeptidases, gerando Ang-(2-7) e Ang-(3-7) (Santos,
Campagnole-Santos et al., 2000). Assim, o nivel circulante de Ang-(1-7) que é
similar ao nivel de Ang Il, aumenta 5 a 25 vezes em presenca de inibigcdo da
ECA (Lawrence, Evin et al., 1990; Kohara, Brosnihan et al., 1993; Ferrario,
Martell et al., 1998; Campbell, 2003) provavelmente devido a aumento da
concentragdo de Ang | e diminuicdo da degradagdo de Ang-(1-7). Simdes e
Silva et al. reportaram que em criancas hipertensas com doenca renal crénica o
tratamento com iECA aumentou 1,4 vezes a concentragao plasmatica de Ang-
(1-7) e diminuiu 2,4 vezes a Ang Il (Simoes E Silva, Pinheiro et al., 2006).
Deddish e colaboradores demonstraram que Ang-(1-7) é substrato do centro
ativo N-terminal da ECA, enquanto inibe predominantemente o centro ativo C-
terminal da ECA (Deddish, Marcic et al., 1998). Além disso, foi demonstrado
que Ang-(1-7) inibe ECA canina purificada (Li, Chappell et al., 1997). A
observacédo de que niveis de Ang-(1-7) podem aumentar apds administragéo
cronica de bloqueadores do receptor subtipo AT4 (Santos, Campagnole-Santos
et al., 2000; Simoes E Silva, Diniz et al., 2006; Santos, Ferreira et al., 2008)
levanta a possibilidade de que Ang-(1-7) contribua para os efeitos
farmacoldgicos dos inibidores de ECA e antagonistas AT¢ . Reforgando essa
hipotese, lyer e colaboradores demonstraram que anticorpo monoclonal contra
Ang-(1-7), assim como inibidores da NEP aumentam a pressao sanguinea,
durante o bloqueio do SRA em SHR (lyer, Chappell et al., 1998; lyer, Ferrario
et al., 1998).

1.2.2. ECA2 e Ang-(1-7)
ECAZ2 é uma zinco-metaloprotease recentemente descrita que apresenta
um unico dominio catalitico que € aproximadamente 40% idéntico ao

observado na ECA (Tipnis, Hooper et al., 2000). Uma importante diferenca
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observada entre essas duas enzimas € que ECA2 ndo pode ser bloqueada
pelos classicos inibidores da ECA (Donoghue, Hsieh et al., 2000; Tipnis,
Hooper et al, 2000). ECA2 inicialmente foi descrita como sendo
predominantemente expressa no endotélio de coragdo, rim e testiculos
(Donoghue, Hsieh et al., 2000). Harmer e colaboradores realizaram um perfil da
expressdo de RNAm da ECA2 humana e confirmaram que essa enzima é
altamente expressa nesses locais, todavia ECA2 também € altamente expressa
no sistema gastrintestinal, incluindo ileo, duodeno, jejuno, ceco e cdlon
(Harmer, Gilbert et al., 2002). Recentemente foi reconhecido que a distribuicao
da ECA2 no organismo é mais ubiqua do que previamente esperado.
Entretanto, o padrdo de expressdo de ECA2 se mostrou menos difuso e
marcantemente diferente do da ECA em roedores (Kostenis, Milligan et al.,
2005). ECA2 aparentemente exerce importante papel sobre a fungdo cardiaca,
através da regulacdo enddogena do SRA, no qual contrabalanga as acgbes da
ECA (Crackower, Sarao et al., 2002). Ishiyama e colaboradores demonstraram
que RNAm da ECA2 aumenta em miocardio viavel apés infarto em ratos com
bloqueio de receptores AT4, correlacionando-se com a elevagao da
concentragao plasmatica da Ang-(1-7) (Ishiyama, Gallagher et al., 2004). Esses
dados reforcam a possivel participacdo desse peptideo nos efeitos
cardiovasculares produzidos por terapia com antagonista ATi. Em sintese,
ECAZ2 provavelmente exerce papel central na fisiopatologia do SRA, pois pode
degradar Ang Il, um peptideo vasoconstritor e produzir Ang-(1-7), um peptideo

vasodilatador (Ferrario, 2006).
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ANGIOTENSINOGENIEC

Renina

ANGIOTENSIINAS ANGIOTENSINA=(1-9)

PEP
NEP?, PEP?
ANGIOTENSINA I ANGIOTENSINA=(E=7) T ANGIGTENSINA=(E=5)
N
>
ECA 2
PEP,PCP

Figura 1. llustracdo simplificada das vias de formacao de Ang-(1-7).

1.2.3. Angiotensina-(1-7) e receptor Mas

A seletividade da Ang-(1-7) é atribuida a auséncia do aminoacido
fenilalanina na posicdo C-terminal (Khosla, Hall et al., 1974; Santos,
Campagnole-Santos et al., 2000). Esse heptapeptideo possui afinidade muito
baixa para receptores AT1 (ao menos 150 vezes menor que Ang Il) e afinidade
ainda menor para receptores AT, (cerca de 1000 vezes menor que Ang Il)
tornando dificil atribuir algumas de suas ag¢des a ligagdo com esses subtipos de
receptores angiotensinérgicos (Santos, Campagnole-Santos et al., 2000).

Estudos, utilizando o antagonista seletivo de angiotensina-(1-7), [D-Ala’]-
Ang-(1-7) (A-779), forneceram evidéncias da existéncia de um receptor de Ang-
(1-7) distinto dos receptores classicos de Ang IlI, ATy e AT, (Santos,
Campagnole-Santos et al., 1994; Santos, Simoes E Silva et al., 1996). A-779 é
uma forma modificada da Ang-(1-7) na qual a prolina na sétima posigdo &
substituida por D-Ala. A-779 bloqueia seletivamente as respostas a Ang-(1-7),
€ um fraco competidor do receptor AT; ou AT,, ndao bloqueia as respostas
hipertensora e vasoconstritora da Ang Il (Santos, Campagnole-Santos et al.,
1994).
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Mais recentemente, Santos e colaboradores identificaram o receptor
orfao Mas como sitio de ligagdo funcional para Ang-(1-7) (Santos, Simoes E
Silva et al., 2003). Delegdo genética do receptor acoplado a proteina G
codificado pelo Mas protooncogene aboliu a ligagdo de Ang-(1-7) em rim de
camundongos, a acao antidiurética de Ang-(1-7) apés uma sobrecarga hidrica
aguda e a resposta vasodilatadora induzida por Ang-(1-7) em aorta (Santos,
Simoes E Silva et al., 2003). Nesse trabalho foi demonstrado que Ang-(1-7) se
liga a células transfectadas com o gene para o receptor Mas, nas quais induz
liberagdo de acido araquidbnico. A partir dessa descoberta foi demonstrado
que a reducdo do crescimento em cardomiocitos dependente de Ang-(1-7) é
mediada pelo receptor Mas (Tallant, Ferrario et al., 2005).

A recente caracterizagcao do receptor Mas 6rfao, acoplado a proteina G
como receptor de Ang-(1-7), envolvido na maior parte de suas agdes bioldgicas
(Santos, Simoes E Silva et al., 2003) e da enzima homdloga a enzima
conversora de angiotensina (ECA), a ECA 2, como a principal formadora de
Ang-(1-7) (Donoghue, Hsieh et al.,, 2000; Tipnis, Hooper et al., 2000),
proporcionou maior suporte para o conceito de que a Ang-(1-7) € um
componente biologicamente ativo do SRA. Além disso, existe evidéncia
crescente do papel da Ang-(1-7) como um peptideo contra-regulador através
da oposicdo aos efeitos cardiovasculares da Ang |Il, especialmente
vasoconstricao e proliferacédo, para revisdo ver (Santos, Ferreira et al., 2005;
Ferrario, 2006). Dessa forma esta clara a existéncia de um eixo do SRA
formado por ECAZ2-Ang-(1-7)-Mas que geralmente se opde aos efeitos
elicitados pelo eixo classico ECA-Ang II-AT4 possuindo um papel contra-

regulatorio nesse sistema (Santos, Ferreira et al., 2005).

1.2.4. Agdes da Ang-(1-7) no sistema cardiovascular

Estudos in vivo, que demonstraram os efeitos da Ang-(1-7) no controle
central do barorreflexo (Campagnole-Santos, Heringer et al., 1992) e circulagéo
sistémica (Benter, Diz et al., 1993), forneceram evidéncias preliminares de que

a Ang-(1-7) exerceria acbes opostas e antagbnicas a Ang-ll.
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1.2.4.1. A¢gdes nos vasos sanguineos

Células endoteliais sdo um dos sitios onde a Ang-(1-7) exerce seus
efeitos (Brosnihan, Li et al., 1996; Le Tran e Forster, 1997; Lemos, Cortes et
al., 2002). De acordo com essa evidéncia foi reportado que as células
endoteliais representam importante local de formacdo (Campagnole-Santos,
Heringer et al., 1992) e metabolismo da Ang-(1-7) (Chappell, Pirro et al., 1998).

As acgbes da Ang-(1-7) sdo compostas de ativagdo de mecanismos de
vasodilatacao periférica e efeitos antitréficos mediados por inibicido de sintese
de proteinas. Foi demonstrado que Ang-(1-7) produz relaxamento em varios
leitos vasculares incluindo anéis adrticos de ratos Sprague-Dawley (Le Tran e
Forster, 1997) e de ratos transgénicos mRen-2 (Almeida, Cortes et al., 2002),
artérias coronarianas de caes (Brosnihan, Li et al., 1996) e porcos (Porsti, Bara
et al., 1994; Gorelik, Carbini et al., 1998), artéria cerebral média de céo
(Feterik, Smith et al., 2000), artéria pial de porcos (Meng e Busija, 1993), vasos
sistémicos de felinos (Osei, Ahima et al., 1993), arteriola aferente renal de
coelho (Ren, Garvin et al., 2002), e microvasos mesentéricos de ratos
normotensos (Fernandes, Fortes et al., 2001) e hipertensos (Oliveira, Fortes et
al., 1999). Em ratos anestesiados, Ang-(1-7) induz vasodilatagcdo em varios
territérios vasculares e aumento do volume sistdlico e do débito cardiaco
(Sampaio, Nascimento et al., 2003). Estudos recentes demonstraram que Ang-
(-7) potencia vasodilatagao eletro-estimulada em corpos cavernosos de ratos
via facilitagcao de liberacao de NO (Da Costa Goncalves, Leite et al., 2007). Em
vasos humanos, foram descritos resultados contraditérios, enquanto Sasaki e
colaboradores demonstraram vasodilatacdo em antebrago de humanos
(Sasaki, Higashi et al., 2001), Davie e Mc Murray (Davie e Mcmurray, 1999)
nao observaram efeito da Ang-(1-7) nesse mesmo territério em pacientes
tratados com iECA.

Vérios estudos demonstraram que as ag¢des da Ang-(1-7) parecem
envolver produ¢cao aumentada de prostandides vasodilatadores (Jaiswal, Diz et
al., 1992; Jaiswal, Jaiswal et al., 1993; Brosnihan, Li et al., 1996), 6xido nitrico
(Osei, Ahima et al., 1993; Seyedi, Xu et al., 1995; Li, Chappell et al., 1997;
Heitsch, Brovkovych et al., 2001) e fator hiperpolarizante derivado do endotélio

(Fernandes, Fortes et al., 2001). De acordo com efeito vasodilatador, infusdo
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crbnica de Ang-(1-7) reduziu a pressdao arterial média em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Benter, Diz et al., 1993).

Uma importante agdo cardiovascular da BK esta relacionada a sua
atividade potenciadora de BK que contribui para os efeitos dos iECA (Paula,
Lima et al., 1995); Santos, Passaglio et al., 2001). Cross-talk entre sistemas
prostaglandinas-BK-NO e Ang-(1-7) sugere que uma interacdo multifacetada
entre eles € importante para um arranjo amplo das fungdes fisiologicas do
organismo (Ferrario, 2006). Nesse contexto, estudos em humanos e animais
mostraram que as acbes antihipertensivas de IiECA correlacionam-se a
aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (Ferrario, Martell et al., 1998;
Campbell, 2003; Simoes E Silva, Diniz et al., 2006).

Ressalta-se ainda que, em relagdo ao crescimento de células do
musculo liso vascular, Ang Il e Ang (1-7) mostram efeitos opostos. Assim, Ang-
(1-7) foi descrita como peptideo antiproliferativo pela primeira vez por Freeman
e colaboradores (Freeman, Chisolm et al., 1996). Os autores aventaram a
participacdo do heptapeptideo nos efeitos antiproliferativos das
prostaglandinas, uma vez que Ang-(1-7) libera PGl, e PGE, de células de
musculo liso vascular (Tallant, Diz et al., 1999). Nesse estudo, foi utilizada
medida de incorporagcdo de timidina triciada em células de musculo liso
vascular aodrtico de rato em presenga ou auséncia de varios mitdogenos. A
quantidade de incorporacdo de timidina foi aumentada com tratamento com
soro fetal bovino (FBS), fator derivado de plaquetas ou Ang Il. Na presenga de
Ang-(1-7) a incorporagao de timidina em resposta a FBS, fator derivado de
plaquetas e Ang Il foi significativamente atenuada de maneira dose-
dependente. Em presenga de Ang Il, a incorporagdo de timidina triciada
aumentou significativamente. Efeito esse inibido por antagonista de receptor
AT1 mas nao alterado por antagonista de receptor AT,. Atenuagdo da
incorporagao de timidina estimulada por soro ndo se alterou por antagonistas
dos receptores ATy e AT,. No entanto, [Sar’,lle’]Ang Il e [Sar’, Thr¥]Ang II
foram antagonistas efetivos dessa resposta, indicando que a inibicdo de
crescimento por Ang-(1-7) é resultado de ativagao de receptor de angiotensina.
Além disso, a infusdo crénica de Ang-(1-7) reduz a formagdo neointima,
quando em concentracbes duas vezes maior que o controle, sem alterar a

pressao arterial (Strawn, Ferrario et al., 1999). Esses dados em conjunto
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sugerem que um balango entre as concentragdes teciduais de Ang Il e Ang-(1-
7) é critico para a manutencao, em longo prazo da estrutura vascular. Assim, o
SRA possui um mecanismo envolvido no controle intrinseco das agdes
estimulantes da Ang Il na regulagdo aguda e crbénica da pressao arterial e do
crescimento vascular.

Recentemente foi demonstrado que Ang-(1-7) inibe crescimento vascular
através de eventos intracelulares mediados por prostaglandinas que incluem
producdo de AMPc e reducdo da atividade ERK 'z estimulada por Ang Il
(Tallant e Clark, 2003; Ferreira e Santos, 2005). Pelo fato dos niveis
plasmaticos de Ang-(1-7) estarem aumentados em animais e pacientes
tratados com IECA, acredita-se que a Ang-(1-7) participe dos efeitos
antiproliferativos em vasos sanguineos (Tallant, Diz et al., 1999). Além disso,
Ang-(1-7) inibe o crescimento de midcitos cardiacos (Tallant, Ferrario et al.,
2005), apresenta efeito anti-trombético (Kucharewicz, Pawlak et al., 2002;
Fraga-Silva, Pinheiro et al., 2008) e anti-angiogénico (Machado, Santos et al.,
2001).

Diante do evidente contraste entre os pronunciados efeitos da Ang-(1-7)
€ sua agao pouco relevante na pressao arterial (Benter, Diz et al., 1993; Braga,
Da Silva Lemos et al., 2002). Sampaio e colaboradores (Sampaio, Nascimento
et al., 2003) avaliaram, através do uso de microesferas fluorescentes, o papel
da Ang-(1-7) na regulacdo hemodinamica sistémica e regional em ratos
anestesiados. Foi demonstrado que a infusdo de baixas doses de Ang-(1-7)
aumentava significativamente o fluxo sangliineo em rim, mesentério, cérebro e
pele. Além disso, a Ang-(1-7) produziu aumento de 30% do débito cardiaco
(DC) e diminuicdo de aproximadamente 26% na resisténcia vascular periférica
total (RVPT). O fluxo sanguineo esplénico, em musculos, pulmdes e adrenais,
bem como a pressao arterial sistémica e a frequéncia cardiaca nao foram
alterados com a dose de Ang-(1-7) utilizada (330 fmol/ Kg/ min, ex, ~0.3 ng/ K/
min). A-779 bloqueou a vasodilatagédo induzida pela Ang-(1-7) em leito vascular
renal, mesentérico e cutaneo. Por outro lado os efeitos da Ang-(1-7) sobre o
fluxo sanguineo cerebral, o DC, o volume sistélico e a RVPT ndo foram
totalmente bloqueados pelo A-779. Assim Ang-(1-7) possui importante papel no

controle da distribuigdo do fluxo sanglineo. A modulagéo do ténus vascular por
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esse peptideo é complexa e provavelmente dependente do leito vascular

investigado (Santos, Ferreira et al., 2008).

1.2.4.2. A¢cdes no coracgao.

Santos e colaboradores reportaram pela primeira vez a presencga e
geracao local de Ang-(1-7) no miocardio de caes (Santos, Brum et al., 1990).

Estudos recentes sugeriram que esse heptapeptideo exerce agao
cardioprotetora (Ferreira, Santos et al., 2001; Loot, Roks et al., 2002). Em
coragao isolado, a Ang-(1-7) produziu uma redugéo significativa das arritmias
de reperfusao e da disfuncao sistélica cardiaca e esse efeito foi bloqueado por
A-779 (Ferreira, Santos et al., 2001). Loot e colaboradores demonstraram que
a infusdo de Ang-(1-7) restaura contratilidade cardiaca, preserva a perfuséo
coronariana € melhora a funcao endotelial em modelo de insuficiéncia cardiaca
em ratos pos infarto do miocardio (Loot, Roks et al., 2002). Os mecanismos
envolvidos nessas agdes incluem, ao menos em parte, liberacdo de
prostanoides, NO, e BK (Ferreira e Santos, 2005). A possibilidade de influéncia
direta da Ang-(1-7) sobre a fungéo cardiaca foi reforgada pela observacao de
que camundongos com delegado do gene para ECA2, enzima que forma Ang-(1-
7) a partir de Ang I, apresentavam disfungdo cardiaca grave (Crackower,
Sarao et al., 2002). O coragéao foi o primeiro érgdo onde se avaliou a interagéo
da ECA2 e Ang-(1-7), pois midcitos expressavam componentes do sistema
(Averill, Ishiyama et al., 2003). O gene da ECA2 é abundante em coragao de
rato (Kostenis, Milligan et al., 2005). Paralelamente o heptapeptidio revertia
lesdo de arritmia de reperfusdo em coragdes isolados de ratos (Ferreira,
Santos et al., 2001; Santos, Ferreira et al., 2004). Além disso, a expressao de
ECA2 cardiaca é aumentada através de tratamento com antagonistas de
receptores AT, em ratos pos-infarto (Ishiyama, Gallagher et al., 2004) e em
ventriculos de pacientes com insuficiéncia cardiaca (Zisman, Keller et al., 2003;
Goulter, Goddard et al., 2004). Utilizando ratos transgénicos, TGR(A1-7)3292,
que expressam proteina de fusdo produtora de Ang-(1-7), Santos e
colaboradores, em 2004, demonstraram que Ang-(1-7) melhora performance
cardiaca do coracdo normal e pds isquémico, além de reduzir incidéncia de
fibrose no modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol (Santos,

Ferreira et al., 2004). Mais recentemente foi evidenciada disfun¢do cardiaca in
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vitro e in vivo em camundongos com delegcdo para o gene do receptor Mas
(Santos, Castro et al., 2006). As alteracdes cardiacas podem ser parcialmente
explicadas por um perfil de distribuicdo de colageno pro-fibrotico em
camundongos geneticamente modificados. Dessa forma, o eixo A-(1-7)/ ECA2

exerce importante fungao local no controle cardiaco (Ferrario, 2006).
1.3 AVE 0991.

Recentemente, Wiemer e colaboradores identificaram e descreveram um
composto n&o peptidico ativo por via oral, AVE 0991, que mostrou evocar
efeitos similares ao da Ang-(1-7) (Wiemer, Dobrucki et al., 2002).

AVE 0991 é um derivado imidazolico substituido, tem um peso molecular
de 580.73 e €& soluvel em substancias aquosas alcalinas ou solventes
organicos (Santos, Castro et al., 2006).

Em células endoteliais adrticas bovinas, AVE 0991 liberou NO e em
menor extensdo superoxido (Wiemer, Dobrucki et al., 2002). Esse efeito foi
totalmente bloqueado pelo inibidor da NO sintase (L-NMMA), pelo antagonista
de receptor B, de BK (HOE 140) e também parcialmente bloqueado pelo
antagonista do receptor Mas da Ang-(1-7) (A-779). AVE e Ang-(1-7) néao
marcada competiram com alta afinidade pela ligacdo de '*I-Ang-(1-7) em
membranas de células endoteliais adrticas bovinas. Esses dados sugeriram
que esse composto mimetiza os efeitos da Ang-(1-7) no endotélio
provavelmente através de uma ativacdo da NO sintase endotelial e pela
interagdo com cininas (Wiemer, Dobrucki et al., 2002).

Posteriormente foi demonstrado que AVE desloca a ligagéo de '®I-Ang-
(1-7) em fatias de rim de camudongos e a ligagdo de '*°I-Ang-(1-7) elou da
Rodamina-Ang-(1-7) em células ovarianas de hamster transfectadas com gene
para o receptor Mas (CHO-Mas). Nesse estudo, AVE 0991 induziu liberagao de
NO em células CHO-Mas que foi abolida por A-779, mas nao pelos
antagonistas AT (CV11974) ou AT, (PD123319) (Pinheiro, Simoes E Silva et
al., 2004).

AVE e Ang-(1-7) induziram efeito vasodilatador equipotente em anéis
aorticos de camundongos. Esse efeito foi abolido em camundongos com

delecdo do gene do receptor Mas e em camundongos selvagens com endotélio
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desnudado. A vasodilatagdo foi farmacologicamente abolida por antagonistas
de Ang-(1-7) [A-779 e D-Pro7-Ang-(1-7)] e pela inibicao da producdo de NO
(Lemos, Silva et al., 2005). Em conjunto esses trabalhos evidenciam que AVE
0991 age como agonista de receptor Mas (Pinheiro, Simoes E Silva et al.,
2004; Lemos, Silva et al., 2005). De acordo com a atividade liberadora de NO
da Ang-(1-7) e de AVE 0991 (Porsti, Bara et al., 1994; Brosnihan, Li et al.,
1996; Pinheiro, Simoes E Silva et al., 2004; Lemos, Silva et al., 2005; Botelho-
Santos, Sampaio et al., 2007), nosso laboratorio demonstrou recentemente que
infusdo aguda de Ang-(1-7) ou AVE 0991 potencia a vasodilatagdo produzida
pela injecao intra-arterial de acetilcolina (ACh) sugerindo melhora da fungao
endotelial (Faria-Silva, Duarte et al., 2005). Esse efeito foi bloqueado pelo do
inibidor de NO sintase ou por meio do antagonista do receptor Mas (A-779).
Adicionalmente, foi demonstrado que AVE possui efeitos protetores
qualitativamente comparaveis aos da Ang-(1-7) em ratos SHR tratados com L-
NAME. O heptapeptidio e seu agonista ndo peptidico AVE 0991 preveniram
lesdo em orgéos alvo, tais como corag&o, rim e vasos mesentéricos (Benter,
Diz et al., 1993).

Agonistas do receptor de Ang-(1-7) estdo sendo considerados como
possiveis alvos para a sintese de drogas cardiovasculares para o tratamento
de hipertensao, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose e varias outras doencgas
envolvidas na disfungdo endotelial (Santos, Ferreira et al., 2005). Dessa forma
AVE 0991 consiste em uma poderosa ferramenta para estudos de novas

possibilidades terapéuticas no das doencgas cardiovasculares.
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Figura 2. Acdes do AVE 0991.
1.4 Interacao entre angiotensina-(1-7) e a bradicinina.

O principal ponto de cruzamento entre o sistema renina-angiotensina e o
sistema calicreina-cinina € a ECA (ou cininase Il) que é também eficiente para
o metabolismo de cininas (Erdos, 1975). A ECA ¢é uma dipeptidil-
carboxipeptidase, que pode tanto degradar BK quanto gerar angiotensina II.

A bradicinina € um nonapeptidio endégeno que promove vasodilatagao
dependente de fatores endoteliais tais como NO, fator hiperpolarizante
derivado do endotélio e das prostaglandinas (Linz, Wiemer et al., 1995; Linz,
Wohlfart et al., 1999). BK é gerada diretamente do cininogénio pela calicreina
ou via calidina (Figura 3). In vivo BK é rapidamente degradada (meia vida
menor que 0.5 minutos) por cininases, sobretudo as metalopeptidases ECA e
NEP, aminopeptidase P e carboxipeptidases M e N (Tom, Dendorfer et al.,
2003). As cininas sao sintetizadas ndo s6 na circulagdo, como também
localmente nos tecidos e provavelmente agem principalmente como fatores
hormonais locais, através de mecanismos autécrinos e paracrinos (Linz,

Wiemer et al., 1995). BK exerce suas agbes através de ligagao a receptores B4
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e B,, ambos acoplados a proteina G. Receptores B, sido expressos
constitutivamente em variedade de células incluindo células endoteliais, células
de musculo liso vascular e cardiomiécitos. Receptores By sdo fracamente
detectaveis em condigdes fisioldgicas, mas fortemente expressos em estados
patolégicos como lesédo tecidual e estress (Linz, Wiemer et al., 1995; Tom,
Dendorfer et al., 2003). Ativacao de receptor B, endotelial leva a formagao de
NO, prostaciclina (PGl;) e fator ativador de plaquetas, exercendo efeitos
protetores através da ativagdo dessas vias de transducdo de sinal que geram
segundos-mensageiros como monofosfato de guanosina ciclico (GMP) e
monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) (Linz, Wiemer et al., 1995). Os
receptores B, medeiam efeitos contrateis e inotropicos no musculo liso vascular
e em cardiomidécitos, respectivamente. Adicionalmente, ativagdo de receptor B,
tem sido associada a efeitos anti-hipertréficos e/ou antiproliferativos em
cardiomiocitos e fibroblastos. Os receptores B4, uma vez induzidos por
mediadores inflamatdrios e lesao tecidual, assumem algumas das propriedades
hemodinamicas dos receptores B,, como a vasodilatacdo. E importante notar
que BK e calidina apresentam menor afinidade para receptores By do que para
receptores B,, sendo que seus metabdlitos, Des-Arg’-BK e Des-Arg'®-calidina,

devem atuar como agonistas do receptor B1 (Tom, Dendorfer et al., 2003).
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Figura 3. Sintese e metabolismo de angiotensinas e bradicinina.
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Ang -(1-7) aumenta os efeitos da BK em uma variedade de modelos
(Santos, Passaglio et al., 2001) incluindo ratos normotensos e hipertensos em
modelo de animais intactos (Paula, Lima et al., 1995; Lima, Paula et al., 1997),
ou in situ em microvasos mesentéricos (Oliveira, Fortes et al., 1999;
Fernandes, Fortes et al., 2001), em vasos coronarianos de caes (Brosnihan, Li
et al., 1996; Li, Chappell et al., 1997), de porco (Gorelik, Carbini et al., 1998;
Tom, De Vries et al., 2001) e de ratos (Almeida, Frabregas et al., 2000). Vale
ressaltar que, venoconstricdo produzida por BK em endotélio desnudado de
veia femoral em coelhos também foi potenciada por BK, indicando que a
atividade potenciadora de BK da Ang-(1-7) ndo € um fenbmeno exclusivamente
endotélio-dependente (Hecker, Blaukat et al., 1997). Também foi descrita a
atividade potenciadora da Ang-(1-7) em outras preparag¢des, como na liberagéo
de acido araquiddnico induzida por BK em células ovarianas de hamster (CHO)
co-transfectadas com cDNA humano para receptor B, de BK e ECA (Deddish,
Marcic et al., 1998). Além disso, a interacdo da Ang-(1-7) com BK foi
demonstrada na modulagéo central do barorreflexo (Bomtempo, Santos et al.,
1998). Assim como foi documentado para vasodilatagdo produzida pela Ang-(1-
7), a atividade potenciadora de BK pela Ang-(1-7) é controversa em humanos.
Ueda et al. reportaram potenciagdo da BK em antebragco humano (Ueda,
Masumori-Maemoto et al., 2001), enquanto Wilsdorf et al. ndo conseguiram
demonstrar nenhum efeito em doses suprafisioldgicas (Wilsdorf, Gainer et al.,
2001).

O mecanismo da atividade potenciadora de BK da Ang-(1-7) &€ complexo.
Ang-(1-7) ndo ativa diretamente o receptor B, de BK, mas sim amplifica os
efeitos da BK via interagdo nao hidrolitica com ECA (Deddish, Marcic et al.,
1998; Erdos, Jackman et al., 2002), inibigao da ECA (Li, Chappell et al., 1997;
Chappell, Pirro et al., 1998; Tom, Dendorfer et al., 2003) e através de liberagéo
de prostaglandinas (Paula, Lima et al., 1995; Oliveira, Fortes et al., 1999;
Almeida, Frabregas et al.,, 2000; Fernandes, Fortes et al., 2001), NO (Li,
Chappell et al., 1997; Oliveira, Fortes et al., 1999; Almeida, Frabregas et al.,
2000; Heitsch, Brovkovych et al., 2001) e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (Fernandes, Fortes et al., 2001). E importante ressaltar que a inibigéo

da ECA nao é o principal mecanismo de acdo potenciadora de BK em ratos
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Wistar normotensos (Paula, Lima et al., 1995; Lima, Paula et al., 1997) e em
leito mesentérico de ratos normotensos in situ (Oliveira, Fortes et al., 1999),
pois nesses estudos a inibicdo da ECA facilitou o efeito potenciador de BK pela
Ang-(1-7). Além disso, em microvasculatura de leito mesentérico de ratos
espontaneamente hipertensos, inibidor de ECA nado impediu atividade
potenciadora de BK pela Ang-(1-7), novamente apontando contra a hipétese do
envolvimento da inibicdo da ECA nesse efeito (Fernandes, Fortes et al., 2001).
Em contraste, em vasos coronarianos isolados de caes, lisinopril aboliu a
atividade potenciadora de BK pela Ang-(1-7) (Li, Chappell et al., 1997).
Acredita-se que a Ang-(1-7) aumente o efeito hipotensor de BK
preferencialmente através da modulacdo de um possivel crosstalk entre
receptores ou cascatas de sinalizacdo/fosforilacdo intracelular do que via
prevencdo da degradacdo da BK pela ECA (Deddish, Marcic et al., 1998;
Marcic, Deddish et al., 1999; Santos, Campagnole-Santos et al., 2000; Erdos,
Jackman et al.,, 2002; Santos, Ferreira et al., 2005). Erdos e colaboradores
demonstraram que Ang-(1-7) aumenta a afinidade do receptor B, por BK ou
seus analogos resistentes a ECA de forma similar em células que expressam
ECA e receptor B, (Deddish, Marcic et al., 1998; Marcic, Deddish et al., 1999).
De acordo com o conceito de crosstalk, ocorreria modificacdo alostérica da
estrutura do receptor B, potenciando a atividade dos ligantes, além de
ressensibilizar o receptor, apdés 0 mesmo ser dessensibilizado por um agonista
(Erdos, Jackman et al., 2002). A atividade de potenciagdo de BK, ao menos em
ratos espontaneamente hipertensos e Wistar, parece ser um evento mediado
por receptor Mas, uma vez que é bloqueado em presenca de A-779 (Lima,
Paula et al., 1997; Oliveira, Fortes et al., 1999; Fernandes, Fortes et al., 2001),
o antagonista seletivo para o receptor Mas de Ang-(1-7) (Santos, Simoes E
Silva et al., 2003). No entanto, em ratos Sprague-Dawley outros mecanismos
estdo aparentemente envolvidos (Lemos, Cortes et al., 2002; Greco, Master et
al., 2006; Silva, Vianna et al., 2007). Dessa forma, a contribui¢do relativa de
cada um desses mecanismos, varia dependendo do leito vascular, da espécie
estudada e provavelmente do didmetro dos vasos avaliados. Também é
importante citar a auséncia de potenciagcao da BK observada com altas doses
de Ang-(1-7) (Oliveira, Fortes et al., 1999; Fernandes, Fortes et al., 2001). Uma

curva dose-resposta para Ang-(1-7) em forma de sino, cujo mecanismo ainda
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desconhecido, também foi descrito em outras preparagcdes (Muthalif, Benter et
al., 1998; Almeida, Frabregas et al., 2000). Outro mecanismo de interacao
entre Ang-(1-7) e BK, documentada em vasos sanguineos, € a mediagédo das
agdes vasculares da Ang-(1-7) por cininas (Brosnihan, Li et al., 1996; Abbas,
Gorelik et al., 1997; Li, Chappell et al., 1997; Bomtempo, Santos et al., 1998;
Gorelik, Carbini et al., 1998; Feterik, Smith et al., 2000). Nesses estudos, a
contribuigdo das cininas para agdo da Ang-(1-7) foi avaliada através da
utiizacdo do antagonista de receptor B, de BK, HOE 140. Assim, essa
abordagem né&o exclui a possibilidade da potenciacédo de cininas enddgenas
por Ang-(1-7) ou por mecanismo de crosstalk dependente de receptores B, de
BK desocupados. Adicionalmente, a observagéo recente de que o antagonista
do receptor Mas de Ang-(1-7), A-779, reverte a potenciagcado da BK por enalapril
ou enalaprilato em microvasos mesentéricos (Fernandes, Fortes et al., 2001)
ou atenua a potenciacao da resposta hipotensora da BK em ratos tratados com
captopril (Maia, Ramos et al., 2004), indica que mecanismos relacionados a
Ang-(1-7) estejam envolvidos de maneira importante nos efeitos
cardiovasculares dos inibidores de ECA (Linz, Wohlfart et al., 1999).

Considerando que outros peptideos angiotensinérgicos, produzidos pela
hidrolise enzimatica da Ang-(1-7), podem potencializar BK (Paula, Lima et al.,
1999), seria importante determinar o efeito do agonista ndo peptidico, AVE
0991, no efeito da BK e se essa atividade potenciadora pode ser bloqueada
pelo antagonista do receptor Mas da Ang-(1-7), A779.

Nesse estudo, foram abordados esses aspectos através da
determinacao do efeito do AVE 0991 no efeito hipotensor da BK e através da

avaliagao do papel do receptor Mas e do NO.
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2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do AVE 0991, analogo sintético ndo peptidico de
Angiotensina-(1-7), sobre a ac&o vasodilatadora da Bradicinina (BK) em

ratos Wistar normotensos.

2.2 Objetivos especificos

A) Avaliar o papel do NO na interagédo entre o AVE 0991 e BK in vivo e in
vitro.

B) Avaliar a participagdo do receptor Mas na interagdo entre AVE 0991 e
BK.

C) Avaliar o efeito do AVE 0991 sobre a atividade da ECA in vivo € in vitro.
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3.1 MATERIAIS.

3.1.1 Animais.

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 230-330g, mantidos sob
dieta normal e com livre acesso a agua, obtidos no Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB-UFMG. O protocolo foi
aprovado pelo CETEA, registro 040/05.

3.1.2 Drogas.

Ang |, Ang Il, BK, L-NAME, A-779 e AVE 0991 foram dissolvidos em
salina isoténica (NaCL 0.9%), imediatamente antes do uso. Ang I, Ang Il e A-
779 foram fornecidos pela Bachem. BK e L-NAME foram fornecidos pela Sigma

Chemical Co. AVE 0991 foi fornecido pela Aventis Pharma.

3.1.2 Sistema de Aquisicdo de Dados.

Os parametros avaliados nos protocolos experimentais in vivo, pressao arterial
e frequéncia cardiaca, foram monitorados por um transdutor conectado ao
animal e a um computador através de um sistema de aquisicao de dados. (MP-
150, BIOPAC Systems, Inc., Santa Barbara, CA, EUA)

3.1.3 Células endoteliais da aorta de coelho (RECS).
As células REC foram cedidas pela professora Dra. Helena Bonciani Nader da

Universidade Federal de Sao Paulo, Departamento de Bioquimica.

3.1.4 Material de cultura celular.

- Dulbecco’s Modified Eagle Médium: Nutrient Mixture F-12 (DEMEM/F12,
Gibco, Invitrogen Corporation).

- Hanks’balanced salts (HBSS, Sigma Aldrich, Inc., USA).

- Solucgéo Tripsina/EDTA 250 mg% (Cultilab Mat. Cult. Cel LTDA, Brasil).

- Soro fetal bovino i(FBS, Cultilab Mat. Cult. Cel LTDA, Brasil).
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- Penicilina/ estreptomicina/ anfotericina B (Cultilab Mat. Cult. Cel LTDA, Brasil).

3.2 METODOS.

3.2.1 Protocolos Experimentais in vivo.

a) Procedimentos Cirdargicos.e Parametros Avaliados

Vinte e quatro a quarenta e oito horas antes dos experimentos, sob
anestesia por tribromoetanol 2,5 % (1mL/ 100g peso corporal) intraperitoneal,
catéteres de polietileno (PE-10 fundido a PE-50) foram introduzidos na aorta
descendente, através da artéria carétida esquerda, para a injegao intra-arterial
de drogas. A correta posicao do cateter era verificada em analise post-mortem.
Outros cateteres foram implantados na aorta abdominal (via artéria femoral
esquerda), para a medida de pressdo arterial média (PAM), freqléncia
cardiaca (FC), na veia femoral, para injegdes e infusdes intravenosas das
drogas sob estudo. Apds recuperacao da anestesia, os animais foram mantidos
em gaiolas individuais com livre acesso a agua e ragao, até o inicio do
procedimento experimental. Tempo de infusdo de drogas (60-90 min) de
acordo com o protocolo experimental. A infusdo foi na taxa de 6 pyL/min em
bomba pré calibrada.

Os parametros avaliados foram a pressdo arterial e a freqiéncia
cardiaca que foram monitoradas por um transdutor conectado ao animal e a um
computador através de um sistema de aquisicao de dados. A presséao arterial
média e frequéncia cardiaca foram calculadas a partir da pressao pulsatil com
o software AcgKnowledge. Ambos o0s parametros foram continuamente

monitorados. Os experimentos foram realizados em ratos acordados.
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b) Protocolos Experimentais in vivo.

b.1) Protocolo 1: Efeito de AVE 0991 sobre a ac&o hipotensora da
bradicinina intra-arterial em ratos Wistar.

Injegcbes intra-arteriais de BK (6.2, 12.5, 25.0 e 50 ng) foram feitas antes
e 30 minutos apds o inicio da infusdo de AVE0991 (46 pmol/ min/ 60min, n=8;
230 pmol/ min/ 60min, n=7; 460 pmol/ min/ 60 min, n=8) ou veiculo (6 yL/ min/
60 min; n=6). Fizeram-se injegcdes com intervalos de no minimo 3 minutos.
Apoés a primeira série de inje¢des de BK, o cateter foi lavado com salina
isotbnica. As doses das drogas e o momento para determinacdo dos seus
efeitos fundamentaram-se em experimentos prévios. Um desenho experimental

€ mostrado a seguir (Figura 4).

BKiv BKiv BKiv BKiv BKiv BKiv BKiv BKi.v
0.25ug 0.5ug 1.0 ug 1.0 pug 0.25pg 0.5ug 1.0 ug 1.0 pg
BKia BKia BKi.aBKia ggjing BKia BKia BKi.aBKi.a
6.2ng 12.5ng 25ng 50 ng 6.2ng 12.5ng 25ng 50 ng

VL 22X

L-NAME

Tempo Total de Infusdo ~ 60min

Inicio da Infusao de:
* AVE 0991

* AVE 0991 + A779
*Salina

Figura 4. Esquema dos Protocolos Experimentais com doses crescentes
de bradicinina (BK) intra-arterial (i.a) e intravenosa (i.v).

b.2) Protocolo 2: Efeito de AVE sobre a acdo hipotensora da bradicinina
em ratos Wistar tratados previamente com L-NAME.

Apos a primeira série de injecbes de BK (6.2, 12.5, 25.0 e 50.0 ng) e
logo antes do inicio da infusdo de AVE 0991 (230 pmol/ min/ 60 min; n=7) ou
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salina (6 pL/min/ 60 min; n=5), os animais foram tratados com L-NAME (30

mg/ Kg, e.v).

b.3) Protocolo 3: Efeito do A-779 na atividade potenciadora de BK do AVE
0991 em ratos Wistar.

Injecdes intra-arteriais de BK (6.2, 12.5, 25.0 e 50 ng) foram feitas antes
e 30 minutos apds o inicio da infusdo de AVE 0991 (230 pmol/ min/ 60 min)
associado a A-779 (180 pmol/ min/ 60 min; n=5).

b.4) Protocolo 4: Efeito de AVE sobre atividade da Enzima Conversora de
Angiotensina em ratos Wistar.

O efeito de AVE 0991 sobre a ECA foi testado in vivo através dos
seguintes procedimentos:

1. Injecdes endovenosas de Ang | (2.5, 5.0, 10.0, 20.0 ng) ou Ang Il (1.2,
2.5, 5.0, 10.0 ng) foram feitas antes e 30 minutos apos o inicio da infusdo de:
AVE 0991 (230 pmol/ min/ 60 min, n=6; 460 pmol/ min/ 60min, n=6) ou veiculo
(6uL/ min/ 60 min, n=7 para Ang | e n=8 para Ang Il). O desenho experimental
utilizado é mostrado a seguir (Figura 5).

2. Injecbes endovenosas de BK (0.25, 0.5, 1.0 e 2.0 ug) foram feitas
antes e 30 minutos apds o inicio da infusdo de AVE 0991 (230 pmol/ min/ 60

min, n=8).
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Angl Angl Angl Angl Angll Angll Angll Angll
25ng 5.0ng 10.0 ng 20.0 ng 1.2ng 2.5ng 5.0ng 10.0 ng

IXEREREXEE

I Angl Angl Angl Angl Angll Angll Angll Angll
25ng 5.0ng 10.0 ng 20.0 ng 1.2ng 2.5ng 5.0ng 10.0 ng

! IRRREERR

—_—

Salina Salina

Salina

Tempo Total de Infusdo ~ 80min

Inicio da Infusao de
AVE 0991 ou Salina

Figura 5. Esquema dos Protocolos Experimentais com doses crescentes
de Angiotensina |l (Ang I) e Angiotensina Il (Ang Il).

3.2.2 Procedimentos Experimentais in vitro.
a) Cultura de células endoteliais adrticas de coelho (RECs).

a.l) Preparo das solucgdes.

a.1l.1) Solucdo de HBS: solugao utilizada para a lavagem das células com
0 objetivo de retirar o FBS. Esta solucgdo foi preparada conforme o protocolo
da empresa de origem (SIGMA). Apds o preparo, a solugdo foi filtrada em
filtro Millipore estéril de 0,22 ym em capela de fluxo laminar e estocada em
frascos estéreis, em geladeira a 4° C.

a.1.2) Meio Eagle modificado por Dulbecco: mistura de nutrientes F-12
(Ham) (1:1) (D-MEM/F-12): meio de cultura para células. Esta solugao foi
preparada conforme o protocolo da empresa de origem (GIBCO). Apds o
preparo, a solucao foi filtrada em filtro Millipore estéril de 0,22 ym em capela
de fluxo laminar e estocada em frascos estéreis, em geladeira a 20° C. Uma

solugdo de 10000 Ul/mL de penicilina, 20 mg/mL de estreptomicina e
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2mg/mL de anfotericina B (Adicionamos para obter 1% final) e FBS 10% foi

acrescentada ao meio de cultura.

b) Cultura de células REC.

As células REC foram cultivadas em meio D-MEM/F-12, suplementado
com soro fetal bovino 10% e solugao de penicilina/estreptomicina/ anfotericina
B 1%. As células foram descongeladas antes do experimento e utilizadas entre
a quarta e nona passagem. As células foram mantidas em estufa com injecéo
de CO, 5% e temperatura de 37° C.

c) Medida de NO intracelular.

Em experimentos, usando fluorescéncia, células confluentes entre a
quarta e nona passagem foram colocadas em placas de 6 pogos. As células
REC foram ressuspendidas com 0,25% de tripsina, contadas e semeadas
(100.000 a 145.000 cels/pogo), cerca de 48 a 72 horas antes, em placas de
cultura de 6 pogos. Apds atingirem aproximadamente 80% de confluéncia,
células REC foram pré incubadas com solugao salina de Krebs-Ringer-Hepes
(KRH), contendo 4-amino-5-metil amino-2’-7 -difluorofluoresceina diacetato
(DAF-FM diacetato; Molecular Probes) por 20 minutos, como descrito
previamente por Kojima et al (Kojima, Nakatsubo et al., 1998). Depois de
lavadas com KRH, as células foram incubadas com AVE 0991 10® mol/L; BK
10”7 mol/L; ou AVE 0991 combinado com BK, por 15 minutos a 37°C em estufa
umidificada em uma atmosfera com 5% CO,. Células controle foram incubadas
no mesmo meio sem nenhuma droga. Apos o periodo de incubagao, o meio foi
descartado e as células foram lavadas com KRH e cobertas com Hydromount.
Imagens da fluorescéncia foram obtidas através do microscopio confocal Zeiss

510 meta laser, equipado com lente objetiva de dleo de imersao (x63).

3.2.3 Protocolos Experimentais in vitro.

a) Avaliacado do Efeito de AVE sobre atividade da Enzima Conversora de
Angiotensinain vitro.
Para avaliar o efeito de AVE 0991 na atividade da ECA, diferentes

concentragcdes desse composto (10'5 a 10'9) foram testadas, usando Hip-His-
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Leu como substrato e uma amostra de plasma de rato como fonte de enzima.
Quantificou-se por ensaio fluorimétrico o produto His-Leu liberado do substrato,

como descrito por Santos e colaboradores (Santos, Krieger et al., 1985).

a.l) Determinacéao da atividade da ECA.

Inicialmente, obtiveram-se amostras de 0,3 mL de sangue em seringas
previamente heparinizadas (1000U/mL). A seguir, as amostras foram
centrifugadas (1500 rpm) durante 20 minutos, em temperatura de 4° C. As
amostras de plasma corresponderam a um “pool” extraido do sangue de ratos
como fonte de enzima. O plasma foi obtido de ratos que ndo foram utilizados
nos experimentos in vivo.

Através do método fluorimétrico, mensurou-se a atividade da ECA,
usando Hip-His-Leu como substrato. As etapas do ensaio consistiram em:

e Incubacido de aliquotas em duplicata de um “pool” de plasma de rato,
com 500 pL de 1mM do substrato Hip-His-Leu, em um tampao de sddio-
borato (pH 8,3), contendo 0,9 M de NaCl, durante 15 minutos, a 37° C.

e A reacao foi interrompida pela adigao de 1,2 mL de NaOH 0,34 M; foram
adicionados 100 pL de ortoftaldeido (20mg/mL em metanol) e, apés 10
minutos em temperatura ambiente, 200 yL de HCI 3 N.

e Centrifugacdao a 800 x g durante 5 minutos. A seguir, a solugao
fluorescente sobrenadante (365 nm de excitacdo e 495 nm de emissao )
foi mensurada contra agua.

e Os brancos corresponderam a repeticdo das etapas, porém, com
inversdo da ordem de adi¢cdo do plasma de rato e NaOH.

e Uma curva padrao de 0,5 a 20 nmol de His-Leu por tubo foi usada para

0 ensaio.

® A solucdo de AVE 0991 foi misturada a solugdo de substrato

imediatamente antes da adi¢gao de plasma de rato.
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3.2.4 Andlise estatistica.

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
Comparacoes foram feitas pelo teste t pareado de Student ou analise de
variancia (Two-way ANOVA), seguido pelo pds-teste de Bonferroni, quando
apropriado (através do software GraphPad Prism). Para os experimentos in
vitro, os resultados foram analisados, utilizando One-Way ANOVA, seguido

pelo pds-teste de Bonferroni. O critério para significancia estatistica foi p< 0,05.
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4. RESULTADOS.

4.1 Efeito da infusdo de AVE 0991 em ratos Wistar normotensos.

A Figura 6 mostra o efeito de diferentes doses de AVE 0991 na agao
hipotensora da BK. A infusdo de AVE 0991 na dose de 46 pmol/min/60min
aumentou significativamente a hipotensédo produzida pela BK em ratos Wistar
normotensos (figura 6A), apesar de nao ter sido observada diferenga com a
maior dose de BK (50ng i.a). Observou-se uma potenciacdo mais consistente
com dose 5 vezes maior de AVE 0991 (25ng: -23+2 mmHg versus -18+2
mmHg antes; e 50 ng: -30+2 mmHg versus -24+2 mmHg antes; P<0.05; Figura
6B). Um resultado similar foi observado com a dose de 460 pmol/ min/ 60 min
de AVE 0991 (Figura 6C). Salina isoténica nao alterou o efeito hpotensor da BK
(Figura 6D). Infusdo de AVE 0991 nado alterou os valores basais de pressao
arterial média ou freqiiéncia cardiaca (Tabela 1). E importante ressaltar que os
valores de presséao arterial média estado ligeiramente acima do normal, uma vez

que a artéria cardtida esquerda foi ocluida para as injegdes de BK.
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A AVE 0991(46 pmol/ min) B AVE 0991(230 pmol/ min)
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4042 Depdis TN A
0.0 12.5 25.0 37.5 50.0 0.0 12.5 25.0 37.5 50.0
BK, ng/ 0.1mL BK, ng/ 0.1mL
C AVE 0991 (460 pmol/ min) D Salina
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BK, ng/ 0.1mL BK, ng/ 0.1mL

Figura 6: Efeito hipotensor de doses crescentes da bradicinina intra-arterial em
ratos Wistar, antes e 30 minutos apds a infusdo endovenosa de: (A) AVE 0991
(46 pmol/ min; n=8); (B) AVE 0991 (230 pmol/ min; n=7); (C) AVE 0991 (460
pmol/ min; n=8); e (D) salina isotbnica (6 uL/ min, n=6). Valores expressos
como média * erro padrao da média. *P<0.05, Two-way ANOVA, seguido pelo
pos-teste de Bonferroni, 30 minutos de infusdo comparado com o periodo antes

da infusao.
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Tabela 1. Efeito da infusdo de AVE 0991 sobre a Pressao Arterial Média

(PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) em Ratos Wistar Nao Anestesiados.

PAM (mmHg) FC (bpm)
Antes Depois Antes Depois
Controle 1317 129+ 6 413 + 35 386 + 30
AVE 0991
131+£3 129+ 5 356 + 16 369 + 11
(46 pmol)
AVE 0991
137 £1 129+ 4 393+ 10 355+ 15
(230 pmol)
AVE 0991
128+ 5 13114 410 £ 22 398 + 14
(460 pmol)

Valores expressos como média + EPM. p > 0,05 para todas as comparacgdes.

4.2 Avaliagéo da potenciagéo do efeito hipotensor da BK por AVE 0991.
Bloqueio do receptor Mas de Ang-(1-7) e do NO.

Para avaliar se a atividade potenciadora de BK por AVE 0991 foi uma
resposta mediada por receptor de Ang-(1-7), determinou-se o efeito de AVE
0991 em associagao ao antagonista do receptor Mas. Infusdo de A-779
associado a AVE 0991 aboliu a atividade potenciadora de BK desse agonista
de receptor de Ang-(1-7) (Figura 8A).

Tratamento com L-NAME (30 mg/Kg e.v) antes de infusdo de salina
isoténica nao aboliu o efeito hipotensor de BK em ratos normotensos (Figura
7). No entanto, a potenciagdo da hipotensdo BK-evocada por AVE 0991 foi
completamente abolida em ratos tratados previamente com L-NAME (Figura
8B). O valor basal de PAM foi significativamente aumentado, apés injegéo de L-
NAME (15217 mmHg aos 30 min versus 118+5 mmHg, no grupo tratado com

AVE 0991; P<0.05 e 157+4 aos 30 min versus 125+8 mmHg, no grupo controle;
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P<0.05). Dessa forma, apesar das mudangas nos valores absolutos da PAM
produzidos pela BK, apos o tratamento com L-NAME no grupo-controle, terem
sido maiores que o0s observados em condicbes basais, as mudancas

percentuais na pressao arterial ndo foram diferentes.
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Figura 7: Efeito hipotensor de doses crescentes de bradicinina intra-arterial em
ratos Wistar, antes e 30 minutos apds a infusdo endovenosa de salina isotdnica
(6 ML/ min) em animais previamente tratados com L-NAME (30mg/Kg, n=5). (A)
Valores expressos como média + EPM e (B) valores expressos como queda na

pressao arterial basal em porcentagem.
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Figura 8: Efeito hipotensor de doses crescentes da bradicinina intra-arterial em
ratos Wistar, antes e 30 minutos apdés a infusdo de (A) AVE 0991 (230
pmol/min) associado a A-779 (180 pmol/min; n=5) ou (B) AVE 0991 (230 pmol/
min) em animais previamente tratados com L-NAME (30 mg/Kg, n=7). Valores

expressos como média + EPM.

4.3 Avaliacao do efeito do AVE 0991 na atividade da ECA in vivo.

Infusdo de AVE 0991 na dose de 230 pmol/ min/ 60 min ndo alterou o
efeito pressor de Ang | em nenhum momento (Figura 9A). Observou-se um
resultado similar com aumento de 2 vezes da dose de AVE 0991 (460
pmol/min; 2.5 ng: 61 mmHg versus 9+2 mmHg antes; e 20ng: 33t5 mmHg
versus 27+4 mmHg antes; Figura 10A). Salina isotdnica ndo alterou o efeito
pressor da Ang | (Figura 10B). Da mesma forma, infusao de AVE 0991 na dose
de 230 pmol/ min/ 60 min nao alterou o efeito pressor de Ang Il endovenosa
(Figura 9B). Uma maior dose de AVE 0991 (460 pmol/ min) também n&o
alterou o aumento da presséo arterial induzida por Ang Il (1.25 ng: 102 mmHg
versus 111 mmHg antes; e 10.0 ng: 315 mmHg versus 31+4 mmHg antes;
Figura 10C). Infusdo de veiculo ndo alterou o efeito pressor de Ang Il em
nenhum momento (Figura 10D).

Infundiu-se também AVE 0991 na dose de 230 pmol/ min, via
endovenosa, em animais, que receberam injegdes in bolus e.v de BK (0.25 ug:
-9 £ 1 mmHg antes, -14 + 2 mmHg depois; 0.5 pg: -12 £ 1 mmHg antes, -19 + 2
mmHg depois; 1.0 ug: -17 £ 2 mmHg antes, -21 £+ 2 mmHg depois; 2.0 ug: -22 +
2 mmHg antes, -25 + 1 mmHg depois; Figura 11B). A potenciagdo da BK,
observada nessa condi¢cdo, contrasta com o que seria esperado, se AVE 0991
estivesse inibindo a ECA. Na realidade, a potenciacdo observada foi até
mesmo menor que a observada em animais que receberam BK via intra-

arterial.
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Figura 9: Efeito pressor de doses crescentes de Ang | (A, n=6) e Ang Il (B, n=6)
endovenosas em ratos Wistar acordados, antes e apds 30 minutos de infuséo

endovenosa de AVE 0991 (230 pmol/ min). Valores expressos como média +

EPM.
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Figura 10: Efeito pressor de doses crescentes de Ang | endovenosa em ratos

Wistar acordados, antes e apds 30 minutos de infusdo endovenosa de: (A) AVE

0991 (460 pmol/ min; n=6) e (B) salina isoténica (6 uL/ min; n=7). Efeito pressor

de doses crescentes de Ang Il endovenosa em ratos Wistar acordados, antes e

apo6s 30 minutos de infusao de: (C) AVE 0991 (460pmol/ min, n=6) e (D) salina

isotbnica (6 uL/ min, n=7 para Ang | e n=8 para Ang Il). Valores expressos

como média + EPM.
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Figura 11: Efeito hipotensor de doses crescentes da bradicinina endovenosa
(A, n=8) ou intra-arterial (B, n=7) em ratos Wistar, antes e 30 minutos apés a
infusdo endovenosa de AVE 0991 (230 pmol/ min). Valores expressos como
média + EPM. *P<0.05, Two-way ANOVA, seguido pelo poés-teste de

Bonferroni, 30 minutos de infusdo, comparado com o periodo antes da infusao.

4.4 Avaliagéo do efeito do AVE 0991 na atividade da ECA in vitro.

Usando um ensaio fluorimétrico para determinar a atividade da ECA
(Santos, Krieger et al., 1985), foi observado que AVE 0991 n&o inibiu a
conversao do Hip-His-Leu em seu metabdlito His-Leu em presenca de ECA nas
concentragdes <10 umol/L.

4.5 Efeito do AVE 0991 na liberacdo de NO induzida por BK em RECs.

A figura 12 mostra as medidas de NO, utilizando 4-amino-5-metil amino-
2'-7"-difluorofluoresceina diacetato, expressas em porcentagem de produgéo
de NO em relagao as células controle. A fluorescéncia nas células aumentou
de forma concentragdo-dependente de NO. Em presenca de BK (107 mol/L),

foi observado um pequeno aumento na liberagdo de NO (Figura 12B). A
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liberacdo de NO pelas RECs foi 4 vezes maior em presenca de AVE 0991 (10'8
mol/L; P<0.01; Figura 12C), enquanto a combinacdo de AVE 0991 (10 mol/L)
e BK (107 mol/L) produziu um aumento de 9 vezes na liberagdo de NO pelas
RECs (P<0.001; Figura 12D).

1000-
0 > i
2 8004 '
38
‘%; 600
g L 400-
L a5
S 200-
S

0' T

BK AVE0991  AVE0991 + BK

Figura 12: Producdo de NO por células endoteliais de coelho em resposta a:
(A) Sonda de NO DAF-FM; (B) BK (107 mol/L); (C) AVE 0991 (10°® mol/L); ou
(D) AVE 0991 (10® mol/L) em combinagdo com BK (107 mol/L). Imagens
fluorescentes foram obtidas através de microscépio confocal Zeiss 510 meta
laser equipado com lente objetiva de 6leo de imersao (63x). * P< 0.01 vs BK
107 mol/L; # P< 0.01 vs AVE 0991, 10®° mol/L. Valores expressos como

porcentagem de liberagdo de NO em relagdo as células controle.
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Discussao

O principal resultado demonstrado nesse estudo revela que infusao
aguda de AVE 0991 aumentou significativamente o efeito hipotensor de BK,
administrada via intra-arterial em ratos normotensos. Adicionalmente, a
potenciacdo da hipotensao induzida por BK pelo AVE 0991 foi completamente
abolida pelo tratamento prévio com inje¢cdo de L-NAME ou infusdo de A-779.
Estudos in vitro com células endoteliais de coelho dao suporte a evidéncia
obtida com L-NAME de que esse efeito envolve liberagdo de NO. Esses
resultados estdo de acordo com observagdes prévias em ratos Wistar
normotensos que demonstraram o efeito da administracdo de Ang-(1-7) in
bolus ou por infusdo potenciando a hipotensao produzida por BK (Paula, Lima
et al., 1995; Lima, Paula et al., 1997).

As células endoteliais sdo um dos sitios onde Ang-(1-7) ou seus
analogos exercem seus efeitos, como foi evidenciado por auséncia de
relaxamento induzido por AVE 0991 ou Ang-(1-7) em vasos com endotélio
desnudado de caes (Brosnihan, Li et al., 1996), ratos (Le Tran e Forster, 1997;
Almeida, Cortes et al., 2002), porcos (Porsti, Bara et al., 1994) e camundongos
(Lemos, Silva et al., 2005). De acordo com essa evidéncia, o receptor Mas é
expresso em células endoteliais (Santos, Ferreira et al., 2005), que também
parecem ser o sitio primario para os efeitos cardiovasculares da BK (Nolly,
Carretero et al., 1993). A vasodilatagdo produzida por Ang-(1-7) e AVE 0991
em anéis de aorta de camundongos é bloqueada por A-779 (Lemos, Silva et
al., 2005) e ausente em vasos retirados de camundongos com delegéo
genética do gene Mas (Santos, Simoes E Silva et al., 2003; Lemos, Silva et al.,
2005).

Foi descrito que AVE 0991 in vitro € mais potente em produzir liberagdo de NO
que Ang-(1-7) (Wiemer, Dobrucki et al., 2002). No presente estudo, a dose de
AVE 0991 necessaria para producdo de efeito similar ao descrito para
potenciacdo de BK por Ang-(1-7) (Lima, Paula et al., 1997) foi ~750 a ~1500
vezes maior. Esses resultados contrastantes, que também foram obtidos para
potenciacdo de acetilcolina (Faria-Silva, Duarte et al., 2005), podem estar
relacionados ao fato das agdes vasculares da Ang-(1-7) poderem ser mediadas

por multiplos mecanismos. Adicionalmente a ligacdo ao receptor Mas, Ang-(1-
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7) pode gerar outros fragmentos com atividade potenciadora de BK (Paula,
Lima et al., 1999) e pode se ligar a ECA (Deddish, Marcic et al., 1998; Ferreira
e Santos, 2005). Além disso, a extensao da ligagdo de AVE 0991 a proteinas
plasmaticas, que poderia influenciar na sua biodisponibilidade e distribuicao,
nao esta disponivel na literatura, tornando dificii uma comparagcdo farma-
cocinética e farmacodinamica mais precisa desse composto com Ang-(1-7).

Ressalta-se que AVE 0991 ndo possui efeito na pressao arterial de ratos
acordados, no entanto, ao menos em ratos anestesiados, Ang-(1-7) aumenta o
débito cardiaco e produz vasodilatagdo significativa em varios territorios
vasculares, diminuindo a resisténcia periférica total. Essas mudangas foram
observadas ap6s aumento agudo ou cronico dos niveis plasmaticos de Ang-(1-
7) (Sampaio, Nascimento et al., 2003; Botelho-Santos, Sampaio et al., 2007).
As mudancas em sentidos opostos no débito cardiaco e resisténcia periférica
total poderiam explicar a auséncia de importantes alteracbes na pressao
arterial, apés administracdo de Ang-(1-7). Apesar de estudos similares nao
terem sido realizados com AVE 0991, a hipotese é que mudancgas similares, no
débito cardiaco e resisténcia periférica total, possam ocorrer em resposta a
esse composto.

No presente estudo, verificou-se que AVE 0991 em concentragbes < 10
pmol/L ndo possui efeito detectavel na atividade da ECA em rato, conforme
avaliagdo da hidrolise do Hip-His-Leu. Resultados similares foram obtidos com
ECA plasmatica humana (M.B.L., R.D.P., e R.A.S.S, dado nao publicado).
Também se observou, in vivo, que infusdo endovenosa de AVE 0991 néo
alterou a acgdo pressora de Ang |, nem produziu nenhuma mudanga significativa
no efeito pressor da Ang Il. Mais importante, devido ao fato da ECA contribuir
para a inativacdo pulmonar da BK, a potenciacdo de BK administrada
endovenosamente por inibicdo da ECA é muito mais evidente que a observada
com administragdo intra-arterial desse nonapeptideo (Stanziola, Greene et al.,
1999). Esse nédo foi o caso com AVE 0991. Na realidade, a potenciagdo do
efeito da BK endovenosa pelo AVE 0991 foi até mesmo menor que a
observada em relagao a via intra-arterial. Em conjunto, os achados indicam que
mecanismos endoteliais ndo enzimaticos estariam envolvidos primariamente na
potenciacdo de BK por AVE 0991. De fato, a potenciacdo de BK por AVE 0991
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pode ser considerada evidéncia adicional de que AVE 0991 melhora a fungcao
endotelial em ratos (Faria-Silva, Duarte et al., 2005).

Tratamento com L-NAME aboliu a potenciacdo do efeito hipotensor da
BK pelo AVE 0991, sugerindo que a potenciacdo da BK esta envolvida com
facilitacdo de liberagao de NO pelo endotélio. De acordo com isso, percebeu-se
que AVE 0991 potencia a liberagdao de NO induzida por BK em RECs. No
entanto, os resultados ndo descartam o envolvimento de derivados do acido
araquidénico (Fernandes, Fortes et al., 2001) ou do fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (Santos, Campagnole-Santos et al., 2000; Herrmann e
Lerman, 2001; Ferreira e Santos, 2005; Santos, Ferreira et al., 2005) nesse
efeito.

A atividade de potenciagdo de BK por AVE 0991 foi completamente
abolida pelo antagonista de receptor Mas, A-779. Esse efeito ndo pode ser
atribuido a influéncia do A-779 per si. Em estudos prévios de nosso laboratério
nao detectaram mudangas consistentes na hipotensdo evocada por BK,
quando A-779 era infundido isoladamente (Lima, Paula et al., 1997). Foi
demonstrado pelo nosso e outros laboratérios que A-779 antagoniza os efeitos
da Ang-(1-7) e de AVE 0991 em varias preparagbes (Santos, Campagnole-
Santos et al., 2000), incluindo o efeito de AVE 0991 em células ovarianas de
hamsters chineses transfectadas com gene Mas (CHO-Mas) (Pinheiro, Simoes
E Silva et al.,, 2004), rim de camundongos (Pinheiro, Simoes E Silva et al.,
2004), aorta de camundongos (Lemos, Silva et al., 2005), e a potenciagao da
vasodilatagao da acetilcolina in vivo (Faria-Silva, Duarte et al., 2005), indicando
que ao menos alguns dos efeitos de AVE 0991 sdo mediados pelo receptor
Mas. Em resumo, no presente estudo, obteve-se evidéncia de que AVE 0991
potencia BK, através de mecanismo mediado pelo receptor Mas, envolvendo
facilitagao de liberacéo de NO.

Os resultados do presente estudo demonstram que o analogo nao
peptidico de Ang-(1-7), AVE 0991, induz potenciacdo da BK sem alterar o
efeito pressor da Ang | ou Ang Il. Essa observacdo esta de acordo com
auséncia de efeito visivel de AVE 0991 na atividade da ECA in vitro. A
evidéncia obtida com L-NAME e A-779 in vivo e em células endoteliais in vitro
indicam o envolvimento de mecanismo mediado por receptor Mas, envolvendo

facilitacido de liberacdo de NO na potenciacdo da BK por AVE 0991. Além
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disso, esse dado, que esta de acordo com observagdes prévias (Faria-Silva,
Duarte et al., 2005), sugere a utilizacao de AVE 0991 para melhorar a fungéo

endotelial in vivo.
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Conclusao

Este estudo mostrou que:

A infusdo aguda de AVE 0991 aumenta significativamente o efeito

hipotensor da BK em ratos normotensos.

e A potenciacao do efeito hipotensor de BK foi completamente abolida por
L-NAME e A-779.

e O AVE 0991 nao atua através da inibicado da ECA in vivo e in vitro.

e O efeito do AVE 0991 sobre a BK envolve liberacdo de NO.
Em conjunto esses resultados sugerem que AVE 0991 potencia bradicinina,
através de um mecanismo endotelial ndo enzimatico, mediado pelo receptor

Mas que envolve facilitagdo de liberagdao de NO. Além disso, esses dados

sugerem utilizagcado de AVE 0991 para melhoria da fungao endotelial in vivo.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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