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LISTA DE ABREVIACOES

Ang | = Angiotensina |

Ang Il = Angiotensina |l

Ang Il = Angiotensina-(2-8)

Ang IV = Angiotensina-(3-8)

Ang-(1-5) = Angiotensina-(1-5)

Ang-(1-7) = Angiotensina-(1-7)

Ang-(1-9) = Angiotensina-(1-9)

AT1 = receptor tipo 1 da angiotensina Il
AT2 = receptor tipo 2 da angiotensina Il
A-779 = [d-Ald]-Ang-(1-7)

D-Pro = D-Pré-Ang-(1-7)

ECA = enzima conversora de angiotensina
ECA2 = enzima conversora de angiotensina 2
FC = frequéncia cardiaca

fc = fator de corregéo

GMPc = guanosina 8 monofosfato ciclico
KOH = hidréxido de potassio

KO-Mas =camundongdnockoutpara o receptdvlasda Ang-(1-7)
L-NAME = N®-nitro-L-arginina metil éster
MF = microesferas fluorescentes

NEP = endopeptidase neutra 24,11

NO = 6xido nitrico

NOS = oxido nitrico sintase

PAM = pressao arterial média

PEP = prolyl-endopeptidase

SD = rato Sprague-Dawley Hannover

SRA = Sistema Renina Angiotensina

TG = rato Transgénico [TGR(A1-7)3292]
VE = ventriculo esquerdo

WT = camundongo controMild-type
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RESUMO

O eixo Angiotensina-(1-7)/Mas € considerado um irtggde modulador das funcdes
cardiovasculares. Neste estudo, foram realizadadida® hemodinamicas em ratos
[TGR(A1-7)3292] (TG) e em camundongkisockoutpara o receptdvias (KO-Mas). O
fluxo sanguineo regional e o débito cardiaco foraadidos utilizando microesferas
fluorescentes. A pressdo sanguinea foi similareeo$r ratos TG e os ratos controle
Sprague-Dawley (SD). Achado similar foi obtido pazamundongos. Entretanto,
diferencas pronunciadas foram observadas em onmtealsdas hemodinamicas. Ratos
TG apresentaram volume sistolico (029,01 vs 0,25 0,01 ml) e indice cardiaco
(24,59+ 0,91 vs 21,98 0,65 ml/min/100g) significativamente maiores eistscia
periférica total (3,95+ 0,13 vs 4,55+ 0,13 mmHg.mf.min.100g) e resisténcias
vasculares dos rins, adrenais, cérebro, pulmdem, basticulos e tecido adiposo
marrom significativamente menores do que os rahsAEm disso, a infusdo aguda de
Ang-(1-7) em ratos SD, causou aumento pronunciamlosalume sistolico e indice
cardiaco e diminuicdo da resisténcia periférical tetresisténcias vasculares dos rins,
ventriculo esquerdo, pulmdes, cérebro, baco, pedsentério, tecido adiposo marrom e
testiculo. O tratamento agudo com A-779, ndo alte® medidas hemodindmicas em
ratos SD, entretanto, em ratos TG, promoveu dim@wacentuada do volume sistolico
e indice cardiaco. Por sua vez, tratamento crafecatos TG com A-779 durante sete
dias, diminuiu o volume sistdlico e o indice catdi@ aumentou a resisténcia periférica
total e regional. Camundongos K@as quando comparados aos camundongos controle
WT de mesma idade, apresentaram volume sistélico indice cardiaco
significativamente menores e resisténcia periféotal e resisténcias vasculares para os
rins, adrenais, pulmdes, mesentério, baco, testicw tecido adiposo marrom
significativamente maiores. E interessante ressajtse os testiculos de camundongos
KO-Mas jovens apresentaram resisténcia vascular men@ndgu comparados aos
testiculos de camundongos WT de mesma idade. Eestelfados sugerem que a idade
pode influenciar na distribuicdo e expressédo dospteresMas ao longo da arvore
vascular. Sumarizando, os resultados deste estuskiram que o eixo Ang-(1-Fjas
esta envolvido de forma importante na regulacdodd@mmica sistémica e regional de

ratos e camundongos.
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ABSTRACT

The Angiotensin-(1-7)/Mas axis has been suggestearaimportant modulator of
cardiovascular functions. In this study we perfodnmeemodynamic measurements in
[TGR(A1-7)3292] (TG) rats and Knockout Mas receptoice (KO-Mas). Regional
blood flow and cardiac output were measured usingréscent microspheres. Blood
pressure was similar in TG and control Sprague-Bgawats. A similar finding was
obtained for mice. However, pronounced differenaesre observed in other
hemodynamic measurements. TG rats presented aficaguly increase in stroke
volume (0.29 0.01 vs 0.25- 0.01 ml) in SD, increased cardiac index (245991 vs
21.98+ 0.65 ml/min/100g) and decreased total peripheraistance (3.9% 0.13 vs
4.55+ 0.13 mmHg.mt.min.100g). In adition, TG rats presented a promedrdecrease
in the vascular resistance in kidney, adrenal,nbriaing, spleen, testis and brown fat
tissue. Interestingly, acute infusion of Ang-(1HY)SD rats, caused pronounced increase
in stroke volume and cardiac index and decreas& feeripheral resistance and
vascular resistance in many territories. Acutettneat with A-779, did not alter the
hemodynamics measurements in SD rats, howeverGinats, significant decrease in
stroke volume and cardiac index was observed. @mother hand, chronic treatment
with A-779 during seven days decreased the strakeme and cardiac index and
increased total peripheral resistance and regigi@Mas mice when compared to age-
matched Wild-type (WT) control mice, presented pramced decrease in stroke volume
and cardiac index and pronounced increase in pe@apheral resistance and vascular
resistance in many territories. Interestingly, wserved that the testis of young KO-
Mas mice presented smaller vascular resistanceoimparison to WT control mice.
These results suggest age-related differentialriloision and expression of Mas
receptors along the vascular tree. In summaryresults showed that Ang-(1-7)/Mas
axis is involved importantly in the systemic angiomal hemodynamic regulation of

rats and mice.
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1. INTRODUCAO

O estudo do papel do Sistema Renina Angiotensir@A)YS no controle
fisiopatoldgico da pressao arterial iniciou-se e888, quando Tigerstedt, ao injetar por
via endovenosa extrato de rim, ao qual denominoinae em coelhos, observou a
participacdo dessa substancia na manutencdo de timumusculatura lisa vascular
(Bader, 2001). Posteriormente, Harry Goldbkitttal. (1934), ao criarem um modelo
experimental de hipertensdo arterial em céaes, cetdldsam a renina, demonstrando a
importante participacdo dessa substancia na inddedbipertensédo arterial apés o
clampeamento da artéria renal. Seis anos apos;HRaer observou que a renina, por
si s6, ndo exercia efeito vasoconstritor diretos v& tratava de uma enzima capaz de
formar outra substancia, a qual denominaram angito Simultaneamente, o grupo de
Braun-Menendez, em Buenos Aires, isolou da veiaalresubstancia idéntica,
denominando-a de hipertensina. Anos depois, P&rauwn-Menendez chamaram essa
substancia de angiotensina (Raizatlal, 1993).

Quase duas décadas se passaram antes que a ampotesse purificada e sua
estrutura, elucidada. Em 1956, durante o estagjudécacdo, Skeggs e seu grupo de
investigadores descobriram a enzima conversorangietansina (ECA) e, em seguida,
dois peptideos, a Angiotensina | (Ang 1) e a Angjigina Il (Ang Il) (Paget al, 1974).

A partir dai e de avancos no campo da Biologiadddhar e Celular, o SRA se
tornou um dos principais alvos dos estudos relacios as funcdes fisioldgicas. Foi
demonstrado que tal sistema influencia a reguldedoressdo sanguinea, o controle do

balanco hidroeletrolitico e a hemodindmica regiatealérgdos, como coracdo, vasos
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sanguineos e rins (Timmermaesal, 1993; Santogt al., 2005; Santo®t al, 2007,
Ferreiraet al, 2008).

Na visdo classica, o0 SRA era considerado um sssteormonal. Pensava-se que
seu principal efetor, a Ang Il, era gerada exclasiente no sangue e em seguida
distribuida a todos os Orgaos e tecidos pelo flsaoguineo, exercendo, entdo, suas
acOes nos 0rgaos que possuissem seus receptoeesfiesp tipo 1 (AT1) e tipo 2
(AT2). Recentemente, esse conceito do SRA classicevisado. A grande maioria de
seus componentes pode ser produzido localmentey eamcoracdo, vasos sanguineos,
adrenais, sistema nervoso central, rins e entrexutxercendo acdes complementares
aquelas do SRA cléassico (Phillipsal, 1979; Taugneet al, 1982; Dzau, 1988; Cassis
et al, 1988; Chiwet al, 1989; Schunkest al, 1990). Acredita-se que a importancia do
SRA local esteja relacionada a possivel efeitoaisebre a regulacdo de mecanismos
locais (Kramkowsket al, 2006).

Varios estudos demonstraram que o efeito finahtdeacdo do SRA é bastante
complexo e baseia-se ndo apenas nos efeitos dd,Angs também nas acfes de outros
produtos biologicamente ativos provenientes do buditamo da Ang | e da prépria Ang
II (Griedling et al, 1996; Kim et al, 2000). A angiotensina-(2-8) (Ang lll), a
Angiotensina-(3-8) (Ang IV) e a Angiotensina-(1-TAng-(1-7)] s&o o0s outros
peptideos considerados biologicamente ativos deistema. A Ang lll exerce suas
acOes em receptores AT1 e AT2 da Ang Il, e a AngeI¥ Ang-(1-7) exercem suas
acdes em seus proprios receptores (Wegll, 1992; Peacht al, 1997; Santost al,
2003; Campbell, 2003). Destes novos peptideos, (A7) tém sido alvo de muitos

estudos, por demonstrar importante participacdcegalacdo das funcdes fisiologicas
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(Santoset al, 2000; Santost al.,2005; Santost al.,2007; Santost al, 2008; Ferreira
et al.,2008).

Estudos demonstraram que a Ang Il, agindo em seeptor especifico AT1,
promove elevacdo da pressdo arterial, vasocorwtrigmento da contratilidade
cardiaca, liberacdo de aldosterona pelas glandulenais, facilitacdo da liberacdo de
catecolaminas pelas terminacdes nervosas simpétiocetencao renal de sodio e agua
(Hall et al, 1999; Volpeet al, 2002). Agindo em seu receptor especifico AT2,
desencadeia resposta vasodilatadora dependentndacfio de cininas, Oxido nitrico
(NO) e guanosina B'monofosfato ciclico (GMPc) (Tsutsunet al, 1999) e inibe a
apoptose (Yamada&t al, 1996), bem como a proliferacdo celular induzja
estimulacao dos receptores AT1 (Yeual, 2005). A Ang-(1-7), por sua vez, exerce
acOes contrarias a Ang I, participando da regulada pressao arterial (Benter al.,
1995; Ferraricet al, 2005), da funcéo cardiaca (Ferraital, 2002; Lootet al, 2002)

e do crescimento celular (Tallagttal, 2005).

A Ang-(1-7) pode ser formada diretamente a pattér Ang | por acéo da
endopeptidase neutra 24,11 (NEP) e da prolil-erutajese (PEP)Welcheset al,
1993; Neveset al, 1995; Ferraricet al, 1997). Indiretamente, pode ser formada da
Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] pela acdo da enziewnversora de angiotensina 2
(ECA2), que catalisa a clivagem da Ang | para Ab@®) (Donoghueet al, 2000) e
que, por sua vez, € metabolizada a Ang-(1-7) pela da ECA ou da NEP (Riet al,
2004). Além disso, a Ang-(1-7) pode ser formadaidg Il a partir da agdo de prolil-
endopeptidase e prolil-carboxypeptidase (Traskl, 2007) ou pela ECA2 (Tipnist
al., 2000; Donoghuet al, 2000) (figura 1). Em adi¢cédo, estudos demonstragae a

PEP participa da formacdo da Ang-(1-7) em cultdeasélulas endoteliais vasculares e
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musculares lisas e a NEP, da producdo de Ang-(ir@)lante por ser uma enzima
ligada & membrana e localizada no lado luminal rio&lio (lyeret al, 1998). Mais

estudos s@o necessarios para avaliar a particighegda Ultima via na sintese de Ang-
(1-7), uma vez que foi demonstrado que a NEP prenaodegradacao de Ang-(1-7) a

Ang IV (Favratet al, 1995; Turner, 2003).

Angiotensinogénio
renina
h ECA2
_ ] catepsina A _ ]
Angiotensina | | s - Angiotensina-(1-9)
\ ECA
ECA‘ i PEP/NEP 1 nep
>
Angiotensina Il | = Angiotensina-(1-7)
ECA2
AMP PEP,PCP /7 N\
Angiotensinall AMP Mas AT,
, \’J
Angiotensina I\

Figura 1: llustracdo simplificada das vias proteoliticas para a formacéo de Ang
I e Ang-(1-7) biologicamente ativos. PEP, prolilendopeptidase; NEP,
endopeptidase neutra 24.11 (Neprisilina); PCP, prolilcarboxiendopeptidase;
ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de

angiotensina 2; AMP, aminopeptidase. Adaptado de Varagic et al., 2008.

A ECA2 é uma enzima que apresenta 42% de homolowia a ECA. E

considerada enzima central envolvida no balancee ess acdes vasoconstritoras e

32



proliferativas da Ang Il, com os efeitos vasoditlitges e antiproliferativos da Ang-(1-
7) (Donoghueet al, 2000; Raizada & Ferreira, 2007). Esta presemienelitos 6rgaos
relevantes para o controle do sistema cardiovasctdeno rins, coracdo e endotélio
vascular (Oudiet al, 2003). Estudos demonstraram gudelecdo genética da ECA2,
em camundongos, resultou em disfuncédo cardiacae geaacumulo de Ang Il no
coracdo, enquanto a superexpressado local de ECAZefpuida por atenuacédo do
remodelamento cardiaco em ratos hipertensos (Grexclat al, 2002; Huentelmaet
al., 2005). Foi observado também, aumento dos nigdeisAng-(1-7) em coracdes
infartados de ratos e de humanos (Avedil al, 2005; Zismanet al, 2003) e
predominancia da ECA2 para a producdo de Ang-(leid), coracbes de animais
hipertensos (Traslkt al, 2007), sugerindo resposta compensatéria da E&A&Pea
atingida pela isquemia.

Em adicdo, estudos demonstraram qsenibidores da ECA constituem uma
classe de drogas anti-hipertensivas efetiva emriailformacdo de Ang Il e tratar
importantes patologias cardiovasculares, como @riepsdo arterial e a faléncia
cardiaca (Trasket al 2007; Ferreiraet al, 2008). Foi observado que tratamento
prolongado com inibidor de ECA resulta em aumewo®mdveis plasmaticos de Ang-(1-
7) em torno de 5 a 50 vezes (Kucharewatal, 2002; Brosnihamet al, 1998; lyeret
al.,, 1998; Simdes e Silvat al, 2006). Dessa forma, o fato de a ECA2 nao ser
bloqueada pelos inibidores da ECA e o uso desseisiones, por tempo prolongado,
resultar em aumento dos niveis plasmaticos de Afif;(tornam a ECA2 e os
inibidores da ECA importantes alvos para o estwdmécoldgico (Donoghuet al,

2000; Tipniset al, 2000; Ferreirat al, 2008).
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Block et al (1988) observaram imunorreatividade para a AR@}(&m varias
regides cerebrais, como nucleos paraventriculapeaguiasmatico, bulbo ventrolateral
e neurohipofise. Um ano apods, Chappat al, empregando técnicas de
radiomunoensaio acoplada a cromatografia liquidaaltee resolucdo, observaram a
presenca de Ang-(1-7) no cérebro, glandulas adren@lasma de ratos. Em seguida,
este heptapeptideo foi encontrado no coracdo malde cées (Santes al, 1990), em
plasma de ovelhas (Lawreneeal, 1992) e de humanos (Lawreneteal, 1990), em
cultura de células endoteliais de aorta bovinagik&f Dzau, 1987; Tallangét al, 1997)

e em células musculares lisas vasculares (Tadtaadt, 1997).

Santoset al (2003), utilizando fatias de rim de camundongbkl-Type(WT) e
de camundongoknockout(KO-Mas) para o receptoMas da Ang-(1-7), observaram
que a ligacdo de Ang-(1-7) marcada com isétopoosadiio estava abolida nos
camundongos KQ4as indicando que dMas é um receptor especifico para a Ang-(1-7).
No mesmo trabalho, em células CHO transfectadasodglais, a Ang-(1-7) marcada se
ligou com alta afinidade e de forma especifica,fQudeslocada pela adi¢cdo de Ang-(1-
7) ndo marcada e de [d-AJaAng-(1-7) (A-779), antagonista especifico de Atig?)
(Santoset al, 2003). Essa ligacdo nao foi deslocada pela addg# CV 11974
(antagonista de receptor AT1) ou PD 123319 (aniatppode receptor AT2), excluindo
a possibilidade de ligagdo da Ang-(1-7) aos receptAT1 e AT2.

Em 2003, o mesmo grupo demonstrou que o [d}Mag-(1-7) (A-779) era
antagonista especifico para o receptor de Ang-({S4ntoset al, 2003). Esse
antagonista deslocou a ligacdo da Ang-(1-7) do msmeptor Mas Em seguida,
descreveram o D-PfdAng-(1-7) (D-Pro) como outro antagonista para ceptor da

Ang-(1-7) (Santost al, 2003). Estes antagonistas blogueiam varios f#ite®® da Ang-
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(1-7), incluindo o efeito vasodilatador dependeddesndotélio, pelo receptdtas, em
anéis de aorta de camundongos (Lerioal, 2005) e o efeito dilatador da Ang-(1-7)
em alguns leitos vasculares (Samptial, 2003).

As acles fisiologicas da Ang-(1-7) comecaram adeenonstradas em 1988,
qguando Schiavonet al observaram que este peptideo era tdo potenteogaaing I
em liberar vasopressina do eixo neurohipofisario. $£guida, Campagnole-Santts
al. (1989) observaram diminuicdo da pressao artapas a microinjecdo de baixas
doses de Ang-(1-7) no nucleo do trato solitariora®s normotensos. A partir dai,
numerosos estudos foram e vém sendo desenvolviigospnstrando a importancia
fisiologica desse heptapeptideo no controle dersiatcardiovascular (Santes al.,
2005; Santost al.,2007; Santost al.,2008; Ferreirat d., 2008) .

Sadoshimaet al. (1993 e 1995) observaram que o aumento cronicangell
induziu efeitos deletérios no coracéo, resultandchgertrofia cardiaca patoldgica por
inducdo direta de hipertrofia do midcito cardiacoreprogramacdo génica e por
proliferac@o de fibroblastos, com subsequente fo@imale processo fibrotico, redugéo
da performance cardiaca e aumento da suscetil@lidadfarto do miocardio. A Ang-
(1-7), por sua vez, reduz ou previne o remodelameatdiaco e melhora a funcéo
cardiaca por diminuir a hipertrofia e a fibrosedéacas, reduz a pressao diastélica final
do ventriculo esquerdo e preserva o fluxo coronar{@ootet al, 2002; Grobeet al,
2007). Além disso, Santost al. (2004) e Santo®t al. 006) observaram efeito
cardioprotetor da Ang-(1-7) em ratos que superesgar® uma proteina de fuséo
produtora de Ang-(1-7) e piora da fungdo cardiatacamundongos com delecéo

genética do receptddas.
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As artérias de resisténcia sdo vasos de aproxmemta 100 a 30@m de
diametro e importantes locais de resisténcia aagass do fluxo sanglineo. A
diminuicdo do lumen desses vasos, determinando rdanta resisténcia periférica,
participa efetivamente do desenvolvimento e das ptioatdes das patologias
cardiovasculares. Além disso, € comum encontrancéa do |[imen arteriolar, bem
como aumento da razdo camada meédia-lumen arteragaro resultado do rearranjo
das células musculares lisas e aumento de colagébomnectina (Touyz & Schiffrin,
2000). A caracteristica primaria da hipertenséeresal humana, por exemplo, é o
aumento da resisténcia periférica total, e o aumndatreatividade vascular € um dos
fatores que contribuem para a elevacéo do tonusihaagMulvany, 1990).

Vérios estudos demonstraram que a Ang-(1-7), al@mproduzir respostas
opostas aquelas produzidas pela Ang Il (Samptial., 2003; Schindleet al, 2007;
Varagic et al, 2008; Santo®t al, 2008), exerce potente efeito dilatador em uma
variedade de leitos vasculares, promovendo, em&thycdo do tbnus vascular. Foi
observado que a Ang-(1-7) exerce efeito vasoditmtaein arteriolas aferentes de
coelhos (Reret al, 2002), artérias coronarias de suinos (Pafstil, 1994) e caes
(Brosnihanet al, 1996), artérias mesentéricas de ratos (Netvesl, 2003), aorta de
ratos (le Tran & Foster, 1997; Lemes al, 2002) e de camundongos (Leneisal.,
2005), leito mesentérico de felinos (Oset al, 1993), vasos neoformados de
camundongos (Machadx al, 2002) e vasos humanos (Ratsal, 1999; Sasalet al.,
2001). Adicionalmente, reducdo da resisténcia ¢rcd total e dilatacdo de varios
leitos vasculares foram observados em pesquisaso apds a infusdo aguda de Ang-

(1-7) (Sampaicet al, 2003).
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Em estudo realizado por Luquet al (1996), pacientes com hipertensao
essencial, tratados por seis meses com captopiidor de ECA), apresentaram
elevacdo dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7). Bstmento provavelmente ocorreu
pela inibicdo da conversao da Ang-(1-7) a Ang-(&pelo aumento dos niveis de Ang
I. Nestes pacientes os niveis plasmaticos de Aff-@e correlacionaram de forma
inversa com a pressao arterial diastélica, sugenetévancia clinica deste peptideo na
regulacdo de parametros hemodinamicos sistémiclgsn Aisso, foi observado que
criancas com hipertenséo essencial apresentaramnéurseletivo dos niveis de Ang-
(1-7) quando comparadas a criangcas normotensas;oairario de criangcas com
hipertensdo renovascular, que apresentaram elevagém dos niveis de Ang-(1-7)
qguanto dos niveis de Ang | e Ang Il (Simbes e Sdlval, 2004).

Rokset al (1999), avaliando a influéncia da Ang-(1-7) sobréeito vascular
humano, observaram que este heptapeptideo blogseagbes vasoconstritoras da Ang
Il. Esses autores sugeriram trés vias: (1) antagomido receptor AT1 da Ang Il, (2)
liberacdo de NO ou outros fatores de relaxamentmoc as prostaglandinas
vasodilatadoras, ou (3) mecanismos intracelulares.

Foi observado que em altas doses a Ang-(1-7) preduasoconstri¢ao,
provavelmente por exercer fraca acado agonista eeptares AT1 (Kumagaet al,
1990; Neve=t al, 1997). Resposta vasodilatadora, independententerst receptores
AT1 e AT2, foi observada em artérias coronariassdmos por Brosninhaet al
(1996).Crosstalkentre o receptdvlas e outros receptores, tais como o receptor B2 da
bradicinina e o receptor AT2, foi sugerido por Gikreet al (1998), Almeidaet al

(2000), Santost al.(2001), Fernande=t al (2005) e Santost al. (2006).
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Silva et al (2007) demonstraram que a Ang-(1-7) induziu efeasodilatador
dependente da producdo de NO endotelial em aortatdge Sprague-Dawley (SD). A
remocdo do endotélio ou a inibicdo da 6xido nitsartase (NOS) pelo Nnitro-L-
arginina metil ésterLtNAME) bloqueou completamente esse efeito. O megmpo
demonstrou que a inibicdo das ciclooxigenases calmmetacina, ndo alterou o efeito
vasodilatador da Ang-(1-7), corroborando estudo®destiet al (1994) e Reret al
(2002), que observaram resultados similares enriagtéoronarias de suinos e em
arteriolas aferentes de coelho, respectivamente.

Experimentos de Paulat al (1995), demonstraram que a Ang-(1-7)
potencializou o efeito vasodilatador da bradicin@aiministrada endovenosamente em
ratos conscientes. Mais tarde, Almeétal (2000) observaram resultados similares em
coracOes isolados de ratos. Essa atividade foubkdp pela indometacinaNAME e
A-779, sugerindo a participacdo das prostaglandend® no efeito potencializador da
bradicinina e acdo da Ang-(1-7) via recepdas Resultados semelhantes foram
observados em estudos de reatividade vasculazadaB por Oliveir@t al (1999) em
arteriolas mesentérica de ratos normotensos. Aiéso,dfoi sugerido por Silvat al
(2007), a existéncia de outro receptor alénMda em aorta de ratos SD. Esses autores
observaram que o A-779, mesmo em altas concensaqi@ alterou o efeito
vasodilatador da Ang-(1-7).

Faria-Silvaet al (2005) demonstraram que a estimulag&ovivo, em curto
prazo, do receptoMas pela Ang-(1-7), melhorou a funcdo endotelial posnpover
facilitacdo da liberagdo de NO. O preé-tratamentm ¢eNAME ou A-779, bloqueou
esse efeito completamente. Dois anos mais tarageesmo grupo demonstrou que a

Ang-(1-7) estimulou a liberagdo de NO em célulageio de hamster chinés (CHO)
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transfectadas com las de uma maneira dose-dependente e por tempo SUREBID
minutos, e que esse efeito também foi completantdotpieado pelo A-779 e pelo
NAME (Sampaicet al, 2007). Além disso, esses resultados demonstracomamento
do receptoMasa NOS endotelial.

Uma vez que ja foi demonstrado o efeito vasodi@tala Ang-(1-7) em vasos
isolados, coracdes isolados, em células musculigessvasculares e em experimentos
in vitro, o nosso trabalho objetivou investigar a acao diétadora da Ang-(1-7in
vivo. Para isso, utilizou-se bloqueio ou estimulacdoetkm Ang-(1-7)Mas por via

farmacoldgica ou transgénica.

1.1. Animal [TGR(A1-7)3292]

Methotet al (1997), desenvolveram uma proteina de fusdo begaacapaz de
liberar o peptideo Ang Il sem a necessidade dogpoaoentes classicos do SRA. A Ang
Il era liberada da proteina de fusdo dentro da searetdria pela endoprotease
constitutiva furina, passando a ser produzida dotigamente. Assim, essa nova
tecnologia possibilitava o direcionamento da préude uma ampla variedade de
peptideos para tecidos e tipos de células espexiim animais transgénicos. Dessa
forma, esses tecidos passavam a funcionar como dsomiologicas localizadas, as
quais estariam oferecendo uma continua producd@etdeminado peptideo.

Recentemente foi produzido por San#&sal (2004), em colaboragdo com o
Prof. Michael Bader do MDC (Max — Delbrtick - Center Molecular Medicine) —
Berlim, um construct baseado na tecnologia descrita por Metébtal (1997). A

expressdo desteonstuctfoi direcionada pela insercdo do promotor citon@geus
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(CMV), com o sitio de clivagem sendo mantido pafarena e os demais componentes
mantidos como sugerido pelo proprio grupo de Methot

O constructé injetado em zigotos e implantados em ratas pggadidas e é
composto pelos seguintes componentes: (1) pepsoeb proveniente da prorenina
humana, o qual assegura que a proteina entre inaloeéndoplasmatico para a futura
secrecdo desta proteina para o meio extraceldampdrcdo da regido constante da
cadeia pesada da 1gG2b de camundongo, que promas&arpara a proteina de fusao;
(3) porcao do pro-segmento da prorenina humanaabfgnciona como um espacador
molecular, pois é necessario para expor o sitidideagem para a endoprotease furina o
que resulta na liberacdo do peptideo; (4) siticlilagem na porcéo carboxi terminal do
pré-segmento da prorenina humana, sendo que rigeteles clivagem a endoprotease
furina atuara liberando a Ang-(1-7) nos tecidog; d5eptideo que sera liberado, no
caso a Ang-(1-7), e finalmente (6) a sequéncia Rolja extremidade 5 doonstruct
foi adicionado o promotor inespecifico CM\ty{omegalovirus promotgr para
direcionar a expressao génica em células de mamite¥ um modo geral (figura 2).
Esta nova linhagem de ratos transgénicos foi dememtai de L3292. A expressédo do
transgene nos ratos [TGR(A1-7)3292] (TG) foi aptamente restrita aos testiculos,
visto ndo ter sido encontrado o RNAm do transgerseonitros 6rgaos analisados, como
rins, glandulas adrenais, pulmdes, atrio esquereiatriculo esquerdo, cérebro e aorta

(Santoset al, 2004).
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Sitio de clivagem da furina

Assegura Espacador
secrecdo Provém mas: molecular

Peptideo sinal Porcdo da IlgG  Segmento da Seqiiéncia da
darenina  de camundongo  prorenina  ANG-(1-7)
humana humana

Poly A

TRANSCRIGCAO

Enzima furina

]

ANG-(1-7)

Figura 2. Representacdo esquemética dos componentes estruturais do construct
utilizado para a geracéo dos ratos [TGR(A1-7)3292] e da proteina de fuséo codificada
pelo transgene. A ANG-(1-7) é liberada pela acéo da enzima constitutiva furina apos a

secrecdo da proteina de fusdo. Fonte: Santos et al, 2004.

Nesses animais os testicul os passaram a funcionar como tecido produtor de Ang-
(1-7), o que aumenta sua concentracéo local e sistémica. Santos et al., (2004) e Ferreira
et al. (2006), estudando vérios aspectos desse anima TG e comparando com seu
controle Sprague-Dawley (SD), concluiram que: (1) a concentragdo de Ang-(1-7) nos
testiculos foi de aproximadamente 4,5 vezes mais alta, enquanto no sangue venoso e no
sangue arterial, o aumento foi de 2,5 vezes; (2) os nivels de Ang-(1-7) presentes nos
ventriculos esquerdo e direito, atrios, rins, gldmsluadrenais e pulmdes foram
semelhantes aos encontrados nos SD; (3) ndo foraoontadas diferencas

arteriovenosas na concentragdo de Ang-(1-7) nessesnem nos SD, sugerindo que 0
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leito vascular pulmonar € importante fonte de Aixy); (4) as concentracdes de Ang Il
nos atrios, ventriculo direito, glandulas adrenaiss, pulmdes, testiculos e sangue
venoso permaneceram inalteradas com o aumentoideils de Ang-(1-7), porém no
ventriculo esquerdo ocorreu reducao significatiea diveis deste peptideo; (5) nao
houve alteracdes nos niveis da ECA plasmatica reeatimidade da renina plasmatica;
(6) a meédia dos valores de pressdo arterial méthaMf, pressao arterial sistélica
(PAS) e pressao arterial diastolica (PAD) nao fordiferentes entre as linhagens,
porém a frequéncia cardiaca (FC) dos animais TGifmiificativamente maior que a
dos animais controle; (7) os ratos TG apresentadamnuicdo nas arritmias de
reperfusdo e melhor funcéo cardiaca pos-isquerotzalyl(8) apresentaram aumento da
dP/dt durante os periodos diurno e noturno nostregi hemodinamicos por telemetria;
(9) apresentaram uma atenuacdo na hipertrofiaaz@dnduzida pelo isoproterenol;
(10) apresentaram fluxo urinario de 24 horas mener o do animal SD, sem no
entanto, apresentar diferencas na ingestdo de &gug; apresentaram maior
osmolalidade urindria e menalearance de 4gua livre e (12) taxa de filtracdo
glomerular similar ao do rato SD, assim como, @sinide vasopressina plasmaticos e a
expressao de RNAmM para os receptores V2 da vasopeso receptdvias

Entretanto, varios aspectos referentes a essesian@inda sdo desconhecidos.
Considerando os importantes efeitos descritos g#ag-(1-7) no controle humoral da

presséao arterial, seria importante investigar essgsctos nos ratos [TGR(A1-7)3292].
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1.2.Camundongo knockout Mas

O proto-oncogen®las foi primeiramente detectado em células tumorasufg
et al, 1986) e acreditava-se tratar de um receptor leideonas acdes da Ang Il
(Jacksonet al, 1988). Atualmente, sabe-se que ele codifica eoeptor acoplado a
proteina G com sete dominios transmembrana (Mattial, 1992), e Santost al
(2003) detectaram llascomo um receptor funcional para a Ang-(1-7).

Em mamiferos, oMas € expresso predominantemente nos testiculos e em
algumas regides do cérebro, como hipocampo e ataigBannermanret al, 1990;
Martin et al, 1992) e, em menor proporc¢ao, nos rins e corfig@tzgeret al, 1995).
Foi demonstrado, tanto em camundongos quanto &g, iIgie dMas nao é detectavel
nos testiculos de recém-nascidos. Sua expressaentanacentuadamente varias
semanas apos 0 nascimento, alcancando pico maxirdéaima quinta semana de vida
em ratos e, no sexto més de vida, em camundongetizg@btet al, 1995; Aleninaet al,
2002).

Recentemente, foi desenvolvido um camundongo cetecéio genética do
proto-oncogen®las (knockout]KO-Mas) a partir do camundongo C57BI/6 (Waltlegr
al., 1998), o que permitiu estudar o papel fisiolégiteste receptor na homeostasia
cardiovascular.

Estudos de Walthat al (2000) ndo observaram diferencas de pressadoaheer
freqUiéncia cardiaca entre os camundongod&®-€ 0s animais controle. Santetsal.
(2003) observaram que o efeito antidiurético da -Akd) em camundongos com
sobrecarga hidrica foi abolido em camundongosMa3; assim como @elaxamento

dependente do endotélio em anéis de aorta. Emoadicénesmo grupo demonstrou
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piora da funcéo cardiaca, aumento da pressao tles@dperem preparacdes de coracdes
isolados, menor frequéncia cardiaca intrinsecatezagbes das proteinas da matrix
extracelular (Santost al, 2006).

Xu et al (2008) observaram que a delecdo genéticds em camundongo
com “background genético puro (FVB/N) promoveu aumento da presséerial, piora
da funcdo endotelial, desequilibrio entre a produg@ NO e de espécies reativas de
oxigénio, menor excrecao urinaria de metabdlitodN@ menor nivel plasmatico de
NO e menor expressao de NO sintase (NOS).

Dessa forma, seria interessante avaliar a paatidip do receptoMas na
modulacao dos parametros hemodinamicos sistémimganais de camundongos KO-

Masem experimentom Vvivo.

1.3.Fundamentacéo da Técnica de Microesferas Fluscentes

O primeiro estudo da circulacdo utilizando paréisufoi o de Pohimaset al
(1909), que utilizaram injecbes de granulos gorslisopara determinar a distribuicdo
do fluxo miocardico em coragcBes de fetos de por€usarenta anos mais tarde,
Prinzmetalet al., utilizaram microesferas de vidro para deteat@stomoses vasculares
em coracfes de humanos e em varios 6rgaos de soBElmoseguida, bombardeamento
de néutrons foi utilizado para produzir microesenadioativas de vidro (Neutzt al,
1968). No mesmo ano, Makowsd al, iniciaram a técnica de retirada de amostra de
sangue para quantificacdo do fluxo sanguineo rag@uom ano apds, Domenesthal,
validaram o uso de microesferas radioativas parasorar o fluxo sanglineo

miocéardico em animais de grande porte.
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Duas décadas apos, Sairal (1990) e Barbeet al (1992), validaram o uso da
técnica de microesferas radioativas em camundomgmspnstrando que se tratava de
método eficaz para determinar a hemodinamica siséém regional e estudar as
alteracOes de fluxo sanglineo desencadeadas poyadoe farmacos. Mais tarde, com o
intuito de substituir a radioatividade por compest@io radioativos, Glenngt al
(1993) e Gervai®t al (1999), padronizaram a técnica de microesferawrdscentes
(MF) em ratos, demonstrando que se tratava de métadd eficaz quanto as
microesferas radioativas para mensurar o débitdiaar e a perfusdo regional em
animais de pequeno porte. Em 2000, Ridatteal padronizaram a técnica de MF em
camundongos anestesiados.

A utilizacdo das microesferas fluorescentes seid@as mesmo principio das
microesferas radioativas. Quando microesferasmartho apropriado sdo usadas, elas
ficam aprisionadas durante sua primeira passagéonopgio e o fluxo sanguineo de
cada 6rgédo é diretamente proporcional ao nUmemsfigas recuperadas de dentro do
orgado. Porém, enquanto as microesferas radioas@agdiretamente quantificadas por
contagem gama, as microesferas fluorescentes rtaoesgrimeiramente de serem
separadas dos tecidos antes da avaliacao da ftéoms.

A fluorescéncia ocorre quando a molécula absdatan$ de luz de um espectro
de luz ultra-violeta visivel (200-900 nm), sofreraltransi¢cdo para um estado eletrénico
de alta energia e entdo emite esses fétons com ces®no ao estado inicial. Além
disso, os compostos fluorescentes podem ser idaakifs e quantificados com base nas
suas propriedades de excitagdo e emissao e as ftuwovesscentes sao facilmente
separadas, uma vez que cada cor tem um Unicoeg@sispectro de excitacdo. Quando

excitadas em um comprimento de onda especificagspillover ocorre da emissao de
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uma cor dentro do espectro de emissdo da cor atgade esta seletividade pode ser
aumentada pelo estreitamento do slit width do ma@metro de emissédo até que
somente a luz emitida dentro de um estreito espeetia medida. A fluorescéncia é
linearmente proporcional a concentracdo do cormmt@mostras diluidas, entretanto, se
a concentracao do corante € alta, quenching oeaareelacéo entre a fluorescéncia e a
concentracao torna-se curvilinea. O quenching equorque a luz excitante € absorvida
e nao tem possibilidade de excitar a amostra ateir

Atualmente, MF de poliestireno, de diametro emndade 10 a 1fm mantidas
em 10 ml de suspensdo de 15 M de NaCl com 0,05%wben 80 e 0,02% de
thimerosal e em cinco combinacgdes distintas decegsede excitagcdo/emisséo (Tabela
1), estdo disponiveis para mensuracdo de fluxmmagi débito cardiaco e resisténcia
periférica total e para detectar e quantificar agancas induzidas por drogas e doencas
nos fluxos sanguineos regional e sistémico. Haacde: 16 esferas em cada ml de
solugéo e possibilitam uma mensuracédo adequadaxdegdor apresentarem densidade
relativa de 1,05 g/ml, que é bem proxima daquetacétulas vermelhas do sangue.

Os fatores que podem afetar a uniformidade daerdrado das MF séo o local
da injecdo e o numero de microesferas injetadaandiuse realiza a mensuragcao da
distribuicdo do fluxo sanguineo sistémico, as ibgscdevem ser realizadas dentro do
atrio esquerdo ou ventriculo esquerdo do animal. dtligdo, estudos preliminares
mostraram que até quatro injecfes de 360.000 nsien@s em ratos (Stanek al.,
1983) e duas injecbes sucessivas de 80.000 MF emnckongos (Richeet al, 2000),

nao causam repercussdes hemodinamicas.
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Tabela 1:Cores de microesferas fluorescentes atualmerperdigeis e seus respectivos

espectros de emissao/excitacao (Glegtrgl., 2003).

Cor Comprimento de onda de Comprimento de onda de
emissao (nm) excitacao (nm)
Azul 360 425
Verde 445 492
Amarela 517 524
Laranja 534 552
Vermelha 566 598

Como a tecnologia transgénica tem sido usada areplanpara estudar os genes
envolvidos na regulacdo da funcdo cardiaca e ndagip da hemodindmica sistémica
e regional, bem como em condi¢Bes patoldgicas,li@zagéio da técnica de MF se
mostra um meétodo eficaz para a determinacdo denp#i@s cardiovasculares nesses
animais modificados geneticamente. Por essas raedesbjetivando estudar a
participacdo da Ang-(1-7), bem como a delecdo genéb receptoMas in vivosobre
a hemodinamica sistémica e regional, empregama@xrach de MF tanto em ratos
transgénicos que superexpressam Ang-(1-7), quantoaenundongok&nockoutpara o
receptoMasda Ang-(1-7).

A técnica de MF empregada em ratos foi padronizadalaboratério de
Hipertensao do Instituto de Ciéncias BiologicadJ&MG, por Sampaiet al (2003). A
padronizacdo da técnica de MF em camundongos failasmobjetivos deste trabalho,
tomando como referencial teérico os trabalhos dinSd al (1990), Barbeeet al
(1992), Richert al (2000) e Sampaiet al (2003). A tabela 2 abaixo representa um
resumo dos principais parametros adotados comerefi@ dos trés primeiros trabalhos

citados anteriormente.
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Tabela 2 Resumo dos principais parametros adotados conecérefia dos trabalhos publicados por Satiral (1990), Barbeest al

(1992) e Richeet al (2000) para padronizacao da técnica de micraesfarorescentes (MF) em camundongos.

Microesferas utilizadas
Animais
Anestesia

Canulacdes

Céanula utilizada e seu
posicionamento para
injecdo das MF no VE
Quantidade de
microesferas injetadas
Taxa de retirada da
amostra de sangue
Tempo de coleta de

sangue

Tipo de leitura

SARIN (1990) BARBEE (1992) RICHER (2000)
Microesferas radioativas Microesferas radioativas Microesferas fluorescentes
Camundongos C3H (25-309) Camundongos C3H (25-309) amuddongod C57BI/6 (22-279)
Pentobarbital de sédio Tribromoetil Pentobarbigakddio

Artérias carotida direita e femoralArtérias carétida direita e femoral Artérias cardtidas direita e esquerda
esquerda esquerda

PE10 com PE5S0 - utilizou aPE10 esticado (40@m diametro PE10 com PE50 — canulacdo direta
alternativa de canulacdo da artériaterno) - a canula foi inserida 1 cndo VE via artéria carétida direita.

carétida proxima ao arco aortico. dentro do VE.

25.000 a 30.000 - 80.000
0,4 — 0,6 ml/min 0,4 — 0,8 ml/min 0,25 ml/min
35 segundos - infusdo das MF db7 segundos — infusdo daS5 segundos - injegdo das MF do

quinto ao décimo segundos dmicroesferas do segundo ao décinguinto ao décimo segundos de coleta
coleta de sangue. segundos de coleta de sangue.  de sangue.
Contagem gama Contagem gama Espectofotdbmetro diedseéncia

equipado com placa well
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a participacdo do eixo Ang-(1-K)as na regulacdo dos parametros
hemodinamicos sistémicos e regionais utilizandanasgaoo ou bloqueio farmacoldgico

e modelos transgénicos com aumento ou reducaavitiade desse eixo.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar a influéncia do aumento da producédo endagdm Ang-(1-7) sobre o
débito cardiaco, indice cardiaco, volume sistoliegjsténcia periférica total e
resisténcias vasculares regionais de ratos [TGR{#3292] (TG) comparados
aos ratos controle Sprague-Dawley (SD).

2. Avaliar o efeito do aumento agudo de Ang-(1-7) eatdébito cardiaco, indice
cardiaco, volume sistélico, resisténcia perifétio@l e resisténcias vasculares
regionais de ratos SD.

3. Avaliar o efeito do bloqueio agudo e crénico dceorMas,com A-779, sobre
0 débito cardiaco, indice cardiaco, volume sisifliesisténcia periférica total e
resisténcias vasculares regionais de ratos TG e SD.

4. Padronizar a mensuracao do débito cardiaco e strdbdicdo regional por meio
da técnica de microesferas fluorescentes em camgodo

5. Avaliar a influéncia da delecdo genética do reaepfias sobre o débito
cardiaco, indice cardiaco, volume sistélico, rémigh periférica total e

resisténcias vasculares regionais de camunddagmkoutpara o receptavas
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da Ang-(1-7) comparados aos seus controles, camgododa linhagem

C57BI/6, em diferentes idades.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Transgénicos [TGR{y8R92] (TG) e seu
controle Sprague-Dawley Hannower (SD) com idadeeeh? a 20 meses e com peso
aproximado de 350 a 450 gramas, fornecidos pedteBo de Animais Transgénicos
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas.

Foram utilizados, também, camundongos ma&raxsckoutpara o receptdvias
da Ang-(1-7) (KOMas) e o seu control&Vild-Type(WT) da linhagem C57BIl/6 com
idades entre 12 a 16 semanas e entre 36 e 44 senanbos 0S grupos com peso
aproximado de 25 a 35 gramas, fornecidos peloroté camundongos do Instituto de
Ciéncias Biolégicas. Foram utilizados camundongwsliferentes idades para verificar
a influéncia do envelhecimento na distribuicacésista e regional do fluxo sanguineo.

Tanto os camundongos quanto os ratos, foram nesngdn ciclos de claro-
escuro de 12 horas e com livre acesso a aguagd@. feodos os procedimentos foram
feitos de acordo com o Comité de Etica em Experiatdéo da Universidade Federal de

Minas Gerais.
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3.1.2.

Equipamentos utilizados

BIOPAC System Inc — Acgknowledge Ill MP100 WSW, MIRA / Transonic
System Inc, Santa Brbara, California, USA;

Crondmetro de ponteiros - Technos;

Bomba peristaltica Pump 113 — Minipuls 3 — Gilsovlilkers Lé Bel - France;
Bomba de infusdo Pump 11 — Harvard Apparatus HotisVIA 01746, USA;
Agitador orbital de tubos tipo vortex - vortex-ged, VWR Scientific Products;
Sonicador - ultrassonic cleaner by branson — Brams@mithkline Beckman
Company Parrott Dr. Shelton OT, USA;

Tubos para centrifuga - centrifuge ware — 16 PP HEYB) PCS/SET MFG n°
0403 — B4033) — HITACHI KOKI Co., LTD;

Homogeneizador — Thermolyne Cimarec 2 Barnsteadfiblgne 2555 Kerper
Boulevard Dubuque, IOWA USA mode n° 546725;

Banho Maria - Sheldon Manufacturing, INC — Modeb%2- Water bath;
Balanca — Micronal S/A — B360;

Centrifuga - Centrifuga Himac CR21E - Hitachi Hi§ipeed Refrigerated
Centrifuge CR22E/CR21E);

Espectrofluorimetro - Cary Eclipse Fluorescencec8pphotometer/Varian;
Pipeta — Gilson Pipetm@&n- Precision Microliter Pipete Instrument Co, INC.
Mini-bombas osméticas — MINI-OSMOTIC PUMP MODEL 2001.0 ul per
hour, 7 days — ALZET;

Lupa OPTO SM 2002;

Gelcro — Angiocath numero 14;
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3.1.3. Drogas, reagentes e solucdes

+ Microesferas fluorescents (Fluospheres Blood FlosteDnination, Molecular
Probes; Eugene, OR)

. Alcool etilico ABS.ACS 99,5% - Ecibra / Reagentesléticos / produtos de alta
pureza / CETUS;

« Hidréxido de potassio — Potassium Hidroxide Pellets Merck KGaA
B742533049 — Germany;

« Tweer® 80 — Monooleato de polioxietilenosorbitano SigmbrdJ- Sigma
Aldrich P8074 — 500 ml Batch #: 073K00643,;

+ Triton X® 100 — Baker Analyzed Reagent / J.T.Baker, USA;

« Acetato de etila — SynthLabsynth - Produtos paraotaorios Ltda/Reagente
analitico (1000 ml);

« Tribromoethanol 2,5% (Aldrich Chemical Company, Midwaukee USA,

« Urethane 1,2 % - Sigma Aldrich Company.PO. Ethybaenate Minimium 99%
U — 2500/500 g - Germany;

. D-[Ala’]-Ang-(1-7) (A779) — antagonista seletivo da Ang7(1(Bachem):;

« Angiotensina-(1-7) (Bachem);

« Salina isotonica estéril (NaCl 0,9% - Merck);

- Agua deionizada;

+ Heparina (Ligueminé&l , Roche, Brasil).
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3.2. METODOS

3.2.1. Procedimentos Experimentais

3.2.1.1. Procedimentos cirdrgicos em Ratos

Para a mensuracdo dos parametros hemodinamicémisiss e regionais, 0s
ratos foram anestesiados com uretana na dose @gled0g de peso via intraperitoneal.
A uretana foi o anestésico de escolha em virtudepatdronizacdo da técnica de
microesferas fluorescentes ter sido feita com aséstésico (Sampaét al, 2003). Em
seguida, foram submetidos as cirurgias de (1) egaol da artéria femoral direita para
coleta de sangue; (2) canulacdo da veia femoraitalipara a infusédo de Ang-(1-7) ou
de antagonista angiotensinérgico; (3) canulacaariaia braquial direita para registro
da presséao arterial média (PAM) e frequéncia ceadieC); (4) canulacéo do ventriculo
esquerdo (VE) via artéria carétida direita paranfasdo das MF e (5) realizacdo de
traqueostomia para manutencdo das vias aéreasa(fg)u Os ratos que receberam
tratamento crénico ndo tiveram suas veias femoeaisladas.

As canulagdes dos vasos sanguineos e VE forams feitan canulas de
polietiieno PE10 soldadas por aguecimento a carddamesmo material PE50. Antes
da inser¢cdo das canulas nos vasos, elas foramaprente preenchidas com heparina
diluida (0,1 ml a cada 1 ml — 10%). A traqueostofiafeita isolando-se a traquéia,
seguida da realizacdo de uma incisdo entre dois @aétilaginosos com posterior
introducéo e fixacdo de um gelcro Angiocath numkto Ao fim dos procedimentos
cirdrgicos, o animal foi colocado sobre uma cammitga e um termdmetro retal foi

utilizado para controle da temperatura corporaltidarem torno de 3&. As canulas
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previamente inseridas na artéria braquial e VEniocanectadas a diferentes canais de
registro analdgico digital do sistema Biopac, pagistro, respectivamente, da PAM e
FC e das pressoes sistolica e diastdlica do VEorfirtnacao da canula dentro do VE

foi feita pelo registro das pressdes dentro defser@ cardiaca.

Registro anatégico digital PAM ¢ FC e Bombapenssilice
i fricul rda.
presséio ven ar esepLe 7 de retiada da .
E—— R amaonsira de sangie Retirada de
— 90 segundos st le
sangue ent unut
taxa de 0,35
mlinin
R o =N Transdutor
"”A -/',f '_“ S ‘}\ pressiio 1
— 3 “r’-.-.-..___. ol
/ registro \ 337 vl
oy \1. Cinula
Trarsdutor \ N artéria broquiad ™.~ Bomba de
pressio 2 R/ B " infisio
5107 ¢ 3. Clnula veic s
o —— LI S i Infusito Ang-(1-7)
S\ e ou A-779
Injeciio de 300.000 MFdo 4 Cinida >
10° a0 20° sepundos de ventriciio . %
coleta de sungue esquerdo

Figura 3: Figura demonstrativa das canula¢gbes da (1) arténaquial esquerda, (2)
artéria femoral, (3) veia femoral, (4) ventriculsgeerdo e (5) traqueostomia. Estédo
representados, também, os registros da pressaialapelsatil, pressao ventricular
esquerda, pressao arterial média e frequiénciaacardcoleta de sangue pela bomba
peristaltica através da cénula inserida previameateartéria femoral e infusdo de
angiotensina-(1-7) ou de A-779 por bomba de infusiavés da canula previamente

inserida na veia femoral.
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Os ratos que receberam tratamento crénico com 9A-&dtes de serem
submetidos ao protocolo para mensuracdo dos pa@Emeemodinamicos, passaram
pela cirurgia de implantacdo de mini-bombas osrasti®ara isso, foram anestesiados
com tribromoetanol na dose de 1,0g/100 g de peswigaontraperitoneal. Em seguida,
foram realizadas tricotomia e pequena incisdo gaoeinterescapular, com posterior
realizacdo de tunel subcutaneo para a passagemndhamba até proximo a regido
caudal do animal. Apos a introducdo da bomba cdoteeiculo (salina estéril 0,9%)
ou A779 na dose de 04g/100g/hora, a pele foi suturada e o animal colocach
gaiolas separadas sob aquecimento até total rem#iwer ApOs, permaneceram em
gaiolas com livre acesso a agua e a racado. Noaéisnapds a cirurgia de implantacao
da bomba, os ratos foram submetidos aos procedis@xperimentais com MF, no
intuito de averiguar a influéncia do A-779, infuddicronicamente, na hemodinamica

sistémica e regional.

3.2.1.2. Procedimentos cirargicos em Camundongos

Os camundongos foram anestesiados com uretanaseaddd,1 g/10g de peso
via intraperitoneal para a realizacdo das medidamolinamicas. Apos
aproximadamente 10 a 20 minutos de inducdo anestédies foram submetidos aos
seguintes procedimentos cirargicos: (1) canulacdocadéria femoral esquerda para
registro da PAM e FC; (2) canulacado da artéria fairdireita para coleta da amostra de
sangue e (3) canulacdo do VE via artéria carOtidaita para injecdo das MF. As
canulacdes dos vasos sanguineos foram feitas comasé&le polietiieno PE10 e PES0

soldadas entre si por aquecimento. Antes de seremridas dentro dos vasos
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sanguineos, foram preenchidas com heparina dil@daml| a cada 1 ml de salina a
10%).

Os camundongos ndo foram submetidos a realizag@oadueostomia por se
tratarem de animais muito sensiveis aos procedosenvasivos e a perda de pequenas
quantidades de sangue. Além disso, 0s animais oefaram traqueostomizados
apresentaram padrao respiratorio melhor que osaitraqueostomizados. Assim, a
manutencdo da via aérea desses animais, foi fataapertura oral, aspiracdo
orofaringea e ventilagdo com unidade ventilat@asp necessario.

ApoOs o término dos procedimentos cirdrgicos, oswatangos foram colocados
em cama aquecida e um termémetro retal foi utibzpdra controle da temperatura
corporal em torno de 36. Em seguida, a canula previamente inserida rexiart
femoral esquerda foi acoplada a um transdutor dsspo para mensuracdo da PAM e
FC, enquanto que a canula inserida dentro do VEdoplada a um outro transdutor de
pressdo. A confirmagdo do posicionamento da céadetdro do VE foi feita pelo
registro da pressao de pulso ventricular esquerda.

Apoés estabilizacdo de cerca de 10 minutos, os asinue apresentaram boa
condicéo clinica, como PAM acima de 70 mmHg, padeapiratorio sem esforco e
sem repercussdo no registro de pressdo e auséacedaina agudo de pulmao,
permaneceram no protocolo e foram submetidos actécle mensuracao de perfusao
regional e débito cardiaco com MF. Foi observada untidéncia de aproximadamente
30% de edema agudo de pulméo nesses animais, phmemte por lesdo de valva
aortica na tentativa de canulacdo do VE. Além disatras alteracdes com repercussoes

hemodinamicas foram observadas, como perfuracdosefso interventricular e
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tamponamento cardiaco por perfuracdo da paredéacardO indice de acerto dos

procedimentos cirargicos foi em torno de 50%.

3.2.1.3. Injecéo das Microesferas Fluorescentes dtatos

O protocolo de injecdo de MF em ratos variou can®o grupo experimental.
Em ratos que receberam tratamento agudo com Aigy-L+ A-779, foram realizadas
duas injecdes de MF de cores diferentes para cguaimento, sendo a primeira cor
referente a condicdo basal do animal e a segurdaederente a condicdo pos-infusédo
do peptideo ou do antagonista angiotensinérgiceséolha das cores das MF para
serem utilizadas em um mesmo animal seguiu créé&l® combinacdo previamente
estabelecidos por Glenny e cols. (1993), para revita possivel sinal de spillover
(sobreposicdo dos comprimentos de onda de excitacde emissdo). Os animais
tratados cronicamente, foram submetidos a apenascamde injecdo de MF, ja que o
objetivo foi determinar os parametros hemodinamisis$emicos e regionais apos a
infusdo por sete dias do antagonista angiotensaweérg

Apoés a estabilizacdo dos ratos em cama termast&cca de 300.000 MF (0,3
ml) de 10 a 1%um de diametro nas cores verde, azul, vermelha,edaaidaranja, foram
injetadas dentro do ventriculo esquerdo do aninmastgsiado, a partir da canula
previamente inserida na artéria carotida direitas Asferas foram injetadas
simultaneamente a uma coleta de sangue realizemle&sitda artéria femoral direita por
uma bomba peristaltica Minipuls Pump 113 (Minip8ls- Gilson — Villiers Lé Bel
France), previamente calibrada e heparinizada.létade sangue foi realizada durante

90 segundos em tubo previamente pesado em umad&xs85 ml/min. As esferas

57



foram injetadas do 10° ao 20° segundos de coletarpa seringa de plastico de 1 ml. A
canula utilizada para injetar as MF dentro do VHdwada com 0,3 ml de salina logo
apos o término da injecdo. Para a reposicdo vo¥ducanimal, foi injetado 1 ml de
salina estéril 0,9% atraves da artéria femoral.aDigr a coleta de sangue e injecdo das
MF, foram mantidas as mensuracdes da PAM e FC ésrda artéria braquial. Ao
término da ultima coleta de sangue, seguindo ocopoid de tratamento agudo ou
cronico (tabela 3), os ratos foram sacrificados quse letal de anestésico e os 0rgaos
(rins, pulmdes, glandulas adrenais, cérebro, coragdesentério, testiculos, pele
abdominal, masculo gastrocnémio, baco, tecido adipoarrom interescapular e tecido
adiposo branco epididimal) foram retirados, pesadoslocados em tubos individuais
para posterior processamento e recuperacédo dasddify como os tubos contendo as
amostras de sangue coletados.

No tratamento agudo, o peptideo e o0 antagonistaotanginérgico foram
infundidos por uma bomba Pump Hagvard Apparatus Hollistonacoplada a canula
previamente inserida na veia femoral direita. Aatade infusdo utilizada foi de 6 ml/h
com um tempo total de infusdo de 10 minutos, sepmoa dose utilizada de A-779 foi
de 11 pmol/min/10min e de Ang-(1-7) foi de 110 fimoh/10 min. A dose de A-779
para 0s animais tratados cronicamente por mini-leembsmoticas, foi de 0,5

ug/100g/hora durante sete dias.
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Tabela 3 Protocolo de utilizacdo de microesferas fluoratee para mensuragao dos

parametros hemodinamicos sistémicos e regionaisa¢os tratados de forma aguda

com Ang-(1-7) ou A-779 ou crénica com A-779.

Tratamento Agudo

Tratamento Cronico

Implantacdo de mini-bombas
osmoticas

Cirurgias realizadas

Estabilizacdo

Coleta de sangue pela canul:
inserida dentro da artéria
femoral direita

Injecdo da primeira cor de
MF

Lavagem canula

Reposi¢éo volémica

Infusdo do peptideo ou do
antagonista angiotensinérgico

Injecdo da segunda cor de MF

Lavagem canula e reposicéac
volémica

Sacrificio dos animais

Canulacbes da artéria  braqu
esquerda, artéria e veia femorais dire
VE e traqueostomia.

Estabilizacdo por cerca de 10 minutos

90 segundos de coleta de sangue
uma taxa de 0,85 ml/min por un
bomba Minipuls 3

Injecdo de 300.000 MF dentro do V
do 10 ao 20 segundos de coleta ¢
sangue

Injecdo de 0,3 ml de salina pa
lavagem da canula pela qual fore
injetadas as MF

Injecdo de 1,0 ml de salina pela arté
femoral

Infusdo de Ang-(1-7) na dose de 1
fmol/min/10min ou de A-779 na dos
de 11 pmol/min/10min

Injecdo de 300.000 MF de cor diferer
da primeira cor utilizada, segunc
critérios de Glenny e cols. (1993)

Idem primeira lavagem

Os animais foram sacrificados p
overdose de anestésico e o0s 0rg
foram retirados, pesados e colocac
em tubos individuais para posteri
processamento e recuperacao das M

Implantacdo sete dias antes das
medidas hemodinamicas sob anestesia
com tribromoetanol

Canulagcbes da artéria  braquial
esquerda, artéria femoral direita, VE e
traqueostomia.

Estabilizac@o por cerca de 10 minutos

90 segundos de coleta de sangue em
uma taxa de 0,85 ml/min por uma
bomba Minipuls 3

Injecdo de 300.000 MF dentro do VE
do 10 ao 20 segundos de coleta de
sangue

Injecdo de 0,3 ml de salina para
lavagem da cénula pela qual foram
injetadas as MF

Injecdo de 1,0 ml de salina pela artéria
femoral

Os animais foram sacrificados por
overdose de anestésico e 0s 0rgaos
foram retirados, pesados e colocados
em tubos individuais para posterior
processamento e recuperacédo das MF.
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3.2.1.4. Injecéo das Microesferas Fluorescentes édamundongos

Apos a estabilizacdo hemodinamica dos camundondag@mperatura corporal
em torno de 38, os animais com boa condicéo clinica (PAM supei@OmmHg,
bom padréo respiratério, sem sinais de edema adadmulméao e de lesdo de valva
aortica) foram submetidos ao protocolo de injec@® MF. Como nos camundongos foi
medida somente a condi¢cdo basal do animal, foratih apenas uma cor de MF para
cada experimento.

Cerca de 50.000 MF (5€L) foram injetadas dentro do VE do animal atraves d
canula previamente inserida na artéria carotideitdir Essa injecdo foi realizada por
uma seringa Hamilton de 1Q0 adaptada a um PE10 de aproximadamente 5 cm. As
MF foram injetadas do°5a0 10 segundos de coleta de sangue, sendo que a auleta f
realizada durante 55 segundos a uma taxa de 0/@Bmntomo padronizado por Richer
e cols. (2000). O sangue foi coletado pela camdarida na artéria femoral direita em
tubo previamente pesado através de uma bombaatecest(Minipuls 3 — Gilson —
Villiers Lé Bel — France) previamente calibrada. A PAM e a FC foragistradas
durante a coleta de sangue através da canula mevia inserida na artéria femoral
esquerda do animal.

Ao final da coleta de sangue, manteve-se o regadrPAM e FC por mais 10
minutos e em seguida, o animal foi sacrificado gmse letal de anestésico. Os 6rgaos
(rins, pulmdes, glandulas adrenais, cérebro, coragdesentério, testiculos, pele
abdominal, musculo abdominal, baco, tecido adippsorom interescapular e tecido
adiposo branco epididimal) foram retirados, pesaloslocados em tubos individuais

para posterior processamento e recuperagao dasaddkn como o tubo contendo a
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amostra de sangue. O protocolo de utilizacdo das pdFa mensuracdes da

hemodinamica sistémica e regional de camundongaméaa-se na tabela abaixo.

Tabela 4 Protocolo de utilizacdo de microesferas fluorates para mensuracao dos

parametros hemodinamicos sistémicos e regionasaemindongos no estado basal.

Protocolo
Cirurgias realizadas Canulacdes das artérias femorais direita e esqeerdatriculo esquerdo.
Condicgéo clinica Estabilizac&o por cerca de 10 minutos

Coleta de sangue pela canula inseridi 55 segundos de coleta de sangue em uma taxa denOi8k por uma

dentro da artéria femoral direita bomba Minipuls 3.

Injecéo da MF Injecdo de 50.000 MF (0,3L) dentro do VE do $ao 10 segundos de
coleta de sangue

Lavagem da cénula Injecdo de 0,1 ml de salina para lavagem da cépela qual foram
injetadas as MF.

Reposi¢éo volémica Injecdo de 0,3 ml de salina pela artéria femonaiti

Sacrificio dos animais Os animais foram sacrificados por dose letal destéseo e os 6rgdos
foram retirados, pesados e colocados em tubosidldiis para posterior

processamento e recuperacéo das MF.

3.2.1.5. Recuperacao das Microesferas Fluorescentea Ratos

Em ratos, a digestdo dos orgaos e das amostrandaesfoi feita em 8 ml de
hidroxido de potéassio (KOH) a 4 M com 2% de TwebnAp0s a adicdo do KOH, as
amostras foram mantidas por aproximadamente 12 leonsbanho maria a 50° C.

Uma vez digeridas, as amostras foram individualmegmbcessadas para a
recuperacdo das microesferas, de acordo com méledsedimentacdo descrito
previamente por Van Oosterheceit al (1995). As amostras foram retiradas do banho

aquecido a 50° C, submetidas a agitacao por vatterbter uma mistura homogénea e
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levadas a centrifuga durante 20 minutos a 7.260@®Q0 rpm) e a temperatura de 20°
C. A diferenca entre a gravidade especifica dac&oluligerida (0,893g/chhe as
microesferas (1,055 g/chn permitiu a formacdo de um sedimento compostesfieras

e alguns restos de tecidos (pellet) apos a sedaga@mnt

Em seguida, o sobrenadante foi pipetado cuidadersi@me descartado. O
restante da amostra foi lavado com 8 ml de umag&oleontendo Triton X-100 2%
dissolvido em agua desmineralizada. Apos a adigabriion X-100 as amostras foram
submetidas a agitacdo por vortex até se obter uisturam homogénea e novamente
levadas a centrifuga nos mesmos parametros utbzadteriormente. Ao término da
centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente desltag em seguida foi adicionado 8
ml de agua deionizada, com posterior realizacdoagitacdo em vortex e nova
centrifugacao.

Terminada a centrifugacéo, o sobrenadante foiateto e foram adicionados
ao pellet, 4 ml de acetato de etila seguido degd@jit em vortex. O acréscimo do acetato
de etila foi realizado em ambiente escuro, porratart do solvente utilizado para
guebrar a capsula de poliestireno das MF e libe@ymposto fluorescente. Ap4s uma
hora da adi¢ao do solvente, foi realizada novariéeghcdo com posterior pipetagem de
2 ml do sobrenadante em tubos individuais param@&iacao da fluorescéncia de cada
orgao.

A fluorescéncia de cada amostra foi determinada leé#ura de 2 ml em cubeta
de quartzo no espectrofluorimetro, dentro de espele excitagcdo/emissdo especifico
para cada cor usada. A partir dos valores de fheérecia obtidos de cada érgéo e das
amostras de sangue, foram calculados o fluxo saegué a resisténcia vascular

regional de todos eles. A tabela 5 resume o prdat®recuperacéo das MF em ratos.
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Tabela 5:Protocolo de recuperacéao das microesferas flueméss em ratos.

Adicao de 8 ml de hidréxido de potassio (KOH) 4Mnc2% de Tween 80 em cada amostra

\

Manutencdo das amostras em banho aquecido pord2 &&0C
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras
Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)
Descarte do sobrenadante
Adicéo de 8 ml de Triton X-100 2% dissolvido em agiesmineralizada
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras
Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)
Descarte do sobrenadante
Adicédo de 8 ml de 4gua desmineralizada
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras
Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)
Descarte do sobrenadante
Adicao de 4 ml acetato de etila para ruptura dawdaple poliestireno e liberacdo do composto
fluorescente
Agitacdo em para homogeneizacdo das amostras
Repouso das amostras no escuro por no minimo 6@asin
Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)

v

Leitura da fluorescéncia de 2 ml de cada amostespectrofluorimetro

3.2.1.6. Recuperacao das Microesferas Fluorescentas Camundongos

O processo de recuperacdo das MF nas amostrascide® t© sangue de

camundongos foi similar ao processo de recuperatifivado em ratos. Em cada
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amostra foram adicionados 4 ml de KOH 4M com 2% deen 80. Apos a adicao do
KOH, as amostras foram mantidas por aproximadanighteras em banho maria a 50°
C.

No dia seguinte, as amostras foram retiradas ddaquecido a 50° C,
submetidas a agitacdo por vortex até se obter umturm homogénea e levadas a
centrifuga durante 20 minutos a 7.267 g (10.000) rpra temperatura de 20° C. Ao
término da centrifugacédo, o sobrenadante foi demtbare substituido por 4 ml de
solucéo de Triton X-100 2% dissolvido em agua desmalizada. Apoés, foi utilizado
vortex para homogeneizacdo seguida de nova cegagéio nos mesmos parametros
anteriores. Novamente o sobrenadante foi descagtadpellet lavado apenas com agua
deionizada, seguido de agitacdo em vortex e cegagiao.

Apos a lavagem com agua deionizada, o sobrenadaniescartado e em
seguida, foi adicionado a cada amostra, 4 ml d&atacde etila para ruptura da capsula
de poliestireno e liberacdo do composto fluoregceAs amostras permaneceram no
escuro por volta de 60 minutos e em seguida foramamente levadas a centrifuga,
para posterior leitura da fluorescéncia no espigtmometro. A leitura foi realizada em
2 ml de cada amostra dentro de espectro de exaltag&sdo especifico para cada cor

usada. A tabela 6 ilustra o protocolo de recuperded MF em camundongos.
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Tabela 6:Protocolo de recuperacéao das microesferas flueméss em camundongos.

Adicao de 4 mbe hidréxido de potassio (KOH) 4M com 2% de Tw88rem cada amostra

Manutencdo das amostras em banho aquecido pord2 &&0C
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras

Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)

Descarte do sobrenadante
Adicéo de 4 mbe Triton X-100 2% dissolvido em agua desmineaaliz
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras

Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)

Descarte do sobrenadante
Adicédo de 4 mbe dgua desmineralizada
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras

Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)

Descarte do sobrenadante
Adicao de 4 ml acetato de etila para ruptura dawaple poliestileno e liberacdo do composto
fluorescente
Agitacdo em vOrtex para homogeneizacdo das amostras
Repouso das amostras no escuro por no minimo 6@asin
Centrifugacdo por 20 minutos a°#0a 7.267 g (10.000 rpm)

\

Leitura da fluorescéncia de 2 ml de cada amostespectrofluorimetro

3.2.1.7. Curvas Padrao

Para avaliar a linearidade e a precisao do sindludeescéncia com relacdo a

concentracdo do corante e determinar a intensidad&iorescéncia como funcao do

namero de microesferas, foram obtidas curvas padiereparacdo da curva padréo
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foi realizada para cada experimento e conforme @ed/F utilizada. Por exemplo, em
um experimento onde haviam sido utilizadas as coFarelha e azul, eram preparadas
duas curvas padrbes, uma vermelha e outra azudtitddas cada uma de trés pontos
para ratos e de cinco pontos para camundongosnferolde pontos da curva foi maior
para camundongos em virtude do menor niamero den¢kadas e menor nimero de
MF aprisionadas por 6rgao deste animal, quando amadp a ratos. A linearidade das
MF foi bastante precisa sendo que o valor d#irde 1,0 para as cores vermelha e
verde e de 0,99 para as cores laranja, azul e Emnare

Os pontos das curvas foram preparados a partiildiedes sucessivas de uma
solucdo mae, constituida depl@de MF diluidas em 4 ml de acetato de etila patasre
de Sul de MF diluidas em 4 ml de acetato de etila paraundongos. Apds uma hora da
preparacao da solucdo mae, foram realizadas d#slisicessivas, como demonstrado
na tabela 7.

Foi calculado um fator de correcdo utilizando #ag&o linear entre a
fluorescéncia lida e o numero de microesferas. [t possibilitou converter o
namero de MF injetadas em valor de fluorescénda iofundida, criando lineariedade

entre o numero total de MF injetadas e o nimendid@resentes no sangue coletado.
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Tabela 7. Tabela representativa das diluicdes sucessivasldgdo mae para obtencéo

dos pontos das curvas padrao em ratos e em cangosion

Ratos Camundongos

Solugéo | 10 pyl de MF (10.000 MF) em 4 ml de5 pl de MF (5.000 MF) em 4 ml de acetato de
mae acetato de etila etila

Diluicdes Sucessivas

Tubo 1 Retirada de 2 ml da solugdo mée (5.00Retirada de 2 ml da solu¢éo mae (2.500 MF )

MF)
Tubo 2 2 ml do tubo 1 + 2 ml de acetato de etila ml do tubo 1 + 2 ml de acetato de etila puro
puro (2.500 MF ) (1.250 MF)
Tubo 3 2 ml do tubo 2 + 2 ml de acetato de etila ml do tubo 2 + 2 ml de acetato de etila puro
puro (1.250 MF) (625 MF)
Tubo 4 - 2 ml do tubo 3 + 2 ml de acetato de etila puro
(312,5 MF)
Tubo 5 - 2 ml do tubo 4 + 2 ml de acetato de etila puro
(156,25 MF)

Célculo do fator de correc¢éo (fc) em ratos:
fc = [(tubol/fluorescéncia tubol) + (tubo2/fluoresdé tubo2) + (tubo3/fluorescéncia

tubo3)] / 3

Célculo do fator de corre¢éo (fc) em camundongos:

fc = [(tubol/fluorescéncia tubol) + (tubo2/fluoresdé tubo2) + (tubo3/fluorescencia

tubo3) + (tubo 4/fluorescencia tubo 4) + (tuboldfiescencia tubo5)] / 5
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3.2.1.8. Parametros calculados

O débito cardiaco, indice cardiaco, volume sisipliesisténcia periférica total,
fluxo sanguineo regional e resisténcia vasculaionad) foram calculados a partir dos
valores de fluorescéncia obtidos tanto das amosdirastecidos coletados quanto das

amostras de sangue. As férmulas utilizadas foram:

» Débito cardiaco (DC, ml/min)

DC = (fluorescéncia total injetada) / (Rf x 2)

onde

Fluorescéncia total injetada = (numero total de Mfetadas — nuimero de MF
remanescentes na seringa) / fc

Numero de MF remanescentes na seringa = médiatdeatede fluorescéncia feitas em
experimentos aleatorios

Rf = fluorescéncia da amostra de sangue coletada

Observacdonumero de MF injetadas em ratos = 300.000 MF; marde MF injetadas

em camundongos = 50.000 MF.

« indice Cardiaco (IC, ml.mift.100g)

IC =DC /100 g de peso do animal
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A férmula do indice Cardiaco refere-se ao calceitofem ratos. Em camundongos a

divisao foi feita por 10 g de peso do animal.

* Volume sistolico (VS, ml)

VS=DC/FC

onde

FC = frequéncia cardiaca mensurada durante a adetangue correspondente

« Resisténcia periférica total (RPT, mmHg.thmin.100g)

RPT =PAM/IC

onde

PAM = presséo arterial média mensurada durante a caetardjue correspondente.

+ Resisténcia vascular regional (RRRmmHg.mi*.min.g)

RPR = PAM/ Q

onde

Qo = fluxo sanguineo regional
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 Fluxo sanguineo regional (@ ml.min™.g)

Qo = [(fluorescéncia do 6rgao x)J( R x 2] / peso do 6rgéao (g)

onde
@ (fluxo sanguineo de referéncia, ml/min) = [pescadwstra sanguinea de referéncia

(g) x 60 ]/ [densidade do sangue (1,06) x tempoadleta da amostra (90s)]

Observacdo:o peso da amostra de sangue é determinado pefmw tem coleta de
sangue e pela taxa com que esse sangue é refdadmamundongo, por exemplo, a
taxa é de 0,25 ml/min e o tempo de coleta de 58r&kxs e no rato, a taxa de retirada é
de 0,85 ml/min e o tempo de coleta de 90 segumldensidade do sangue é a mesma

para ratos e camundongos.

3.2.1.9. Selec¢éo das doses de Ang-(1-7) e A-779

A dose de Ang-(1-7) utilizada foi determinada derdo com experimentos de
Sampaioet al (2003). A dose aguda de A-779 foi selecionadas af@dias tentativas.
Foram testadas as doses de 0,11 pmol/min/10min, pdibl/min/10min, 33
pmol/min/10min, 55 pmol/min/10min e 11 pmol/min/3@msendo a dose de 11
pmol/min/10min a dose que apresentou melhorestaemd. A dose cronica de A-779

foi selecionada de acordo com experimentos de Sim&lvaet al (1998).
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3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais desse estudo foram:

Grupo 1 Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sisténgaggjionais de ratos SD
(n = 20) anestesiados, no estado basal;

Grupo 2.Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sisténaaegionais de ratos TG
(n=19) anestesiados, no estado basal,

Grupo 3.Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sisténg@aagionais de ratos SD
(n = 5) anestesiados, ap6s a infusdo aguda de HAfYy-(na dose de 0,11
pmol/min/10min;

Grupo 4. Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sisténecosgionais basais de
camundongos C57BI/6 (n=8) com idade entre 3 a 43eme

Grupo 5. Avaliagdo dos parametros hemodinamicos sisténecosgionais basais de
camundongos KQAas (n=8) com idade entre 3 a 4% meses.

Grupo 6. Avaliagdo dos parametros hemodinamicos sisténecosgionais basais de
camundongos C57BI/6 (n=11) com idade entre 9 e dsen)

Grupo 7. Avaliagdo dos parametros hemodinamicos sisténecosgionais basais de
camundongos KQA4as (n=10) com idade entre 9 e 11 meses;

Grupo 8.Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sistémicegiienais de ratos SD
(n = 6) anestesiados, apos a infusdo aguda de A&dd8se de 11 pmol/min/10min;
Grupo 9.Avaliacao dos parametros hemodinamicos sistémigcegienais de ratos TG

(n=5) anestesiados, apds a infusdo aguda de A7d@8seade 11 pmol/min/10min;
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Grupo 10.Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sistémicegienais de ratos SD
anestesiados, tratados cronicamente com A779 ra dam<),hg/100g/hora (veiculo,
n=6 e tratado, n=7);

Grupo 11.Avaliacdo dos parametros hemodinamicos sistémicegienais de ratos TG
anestesiados, tratados cronicamente com A779 ra @m<),hg/100g/hora (veiculo,

n=6 e tratado, n=8).

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como mediero padrdo da meédia (EPM) dos
valores individuais de cada grupo experimental. féalizado o teste de distribuicéo
normal para cada uma das amostras utilizadas.aRaymparacdo das médias dentro do
mesmo grupo foi utilizado o Testele Student pareado. Para a comparacdo das medias
entre os grupos foi utilizado o Testde Student ndo-pareado e para a comparagao das
médias entre os diferentes grupos foi utilizado MO O valor de p considerado

significativo foi menor que 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Peso dos 6rgaos

A média dos pesos dos orgaos de ratos SD e TGcamendongos WT e KO-

Mas estdo representados na tabela 8. Nao foram eadastdiferencas estatisticamente
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significantes entre os pesos individuais de cadaaguando comparados ratos SD e
TG e camundongos WT e KMas O envelhecimento ndo alterou o peso dos 6rgaos

dos camundongos WT e KRas (dados ndo mostrados).

Tabela 8.Média dos pesos dos orgaos de ratos SD e TG andenclongos WT e KO-

Mas
Orgéios Peso dos érgdosPeso dos 6rgaos Peso dos 6rgdos de Peso dos érgéos de
de ratos SD em de ratos TG em camundongos WT camundongos KO-Mas

gramas gramas em gramas em gramas

Rins 2,52 2,35 0,36 0,34

Pulmdes 1,72 1,38 0,15 0,16

Adrenais 0,05 0,06 0,014 0,010

Mesentério 1,25 1,49 0,18 0,17

Cérebro 1,38 1,46 0,33 0,31

Coracao 0,77 0,54 0,074 0,076

Pele abdominal 2,11 2,29 0,22 0,21

Mdsculo 1,42 2,04 0,28 0,28

Baco 0,60 0,76 0,07 0,06

Testiculos 3,18 2,70 0,21 0,22

Tecido adiposo marrom 0,23 0,50 0,09 0,09

interescapular

Tecido adiposo branco 2,96 1,72 0,23 0,23

epididimal

Valores sao representados pela média + SE. SDg@piawley (n = 10 ratos), TG,
[TGR(A1-7)3292] (n = 10 ratos), WWild-Type(n = 10) e KO-Masknockoutpara o

receptoiMasda Ang-(1-7) (n = 10).

4.2. Avaliagdo hemodindmica de ratos Sprague-Dawleg ratos Transgénicos

TGR(A1-7)3292 anestesiados no estado basal

As figuras 4, 5, 6, 7 e 8 ilustram a pressao aftenédia (PAM), débito cardiaco

(DC), indice cardiaco (IC), volume sistélico (VSpesisténcia periférica total (RPT) de
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ratos Sprague-Dawley (SD) e [TGR(A1-7)3292] (TGestesiados, no estado basal.
N&o foram observadas diferencas estatisticamegiéfisantes no DC e PAM entre os
grupos analisados. No entanto, os ratos TG apasemtIC e VS 12% e 16%

respectivamente maiores que os dos animais SD eeFT13% e 9% respectivamente

menores quando comparados aos animais controkdgtap

Pressao Arterial Média

1254

1004

754

mmHg

50+

25+

TG

Figura 4. Pressao arterial média de ratos Sprague-Dawley (SR0) e [TGR(AL-
7)3292] (TG; n=19) anestesiados, no estado bizstat. Student.
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Figura 5. Débito cardiaco de ratos Sprague-Dawley (SD; n®20)GR(A1-7)3292]
(TG; n=19) anestesiados, no estado baest!t Student.
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Figura 6. Indice cardiaco de ratos Sprague-Dawley (SD; n®20)GR(A1-7)3292]

(TG; n=19) anestesiados, no estado basal. * P5 @&6tt Student.
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Figura 7. Volume sistélico de ratos Sprague-Dawley (SD; N=®(TGR(A1-7)3292]

(TG; n=19) anestesiados, no estado basal. * P5 @&6tt Student.
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Figura 8. Resisténcia periférica total de ratos Sprague-Ba@®D; n=20) e [TGR(A1-

7)3292] (TG; n=19) anestesiados, no estado basak 9,05, test-Student.

Tabela 9. Média dos valores de presséao arterial, frequéceidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistélico e resisténciaféréra total de ratos SD e TG,

anestesiados, no estado basal.

Ratos SD Ratos TG
Pressdao arterial (mmHQ) 101+ 3,0 99+ 3
Fregliéncia cardiaca (bpm) 359+ 6,0 326+ 7*
Débito cardiaco (ml/min) 91,96+ 3,06 95,33 3,35
indice cardiaco (ml.mift.100g) 21,98+ 0,65 24,5% 0,91*
Volume sistélico (ml) 0,25+ 0,01 0,2% 0,01*
Resisténcia periférica total (mmHg.mlmin.100g) 4,55+ 0,13 3,95t 0,13*
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Valores séo representados pela média + SE. SDg&piaawley (n = 20 ratos) e TG,

[TGR(A1-7)3292] (n = 19 ratos). * P < 0,05, tées$tudent.

As figuras 9, 10 e 11 ilustram as resisténciaswases regionais de ratos SD e TG
anestesiados no estado basal. Os rins, pulmdesnaaslr cérebro, baco, testiculos e
tecido adiposo marrom interescapular de animais dpbesentaram resisténcias
vasculares regionais significativamente menores @se respectivas resisténcias
vasculares regionais dos ratos SD. No entantoep®sid tecidos (coracdo, mesentério,
muasculo gastrocnémio, pele abdominal e tecido adipdranco epididimal)
apresentaram resisténcias vasculares regionaifas@siientre os ratos SD e TG. Os

valores de resisténcia vascular para cada 6rgao descritos na tabela 10.
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Figura 9. Resisténcia vascular regional dos rins, adrecaisicdo e cérebro de ratos
Sprague-Dawley (SD; n=20) e [TGR(A1-7)3292] (TG;18¥ anestesiados, no estado

basal. * P < 0,05, te$tStudent.
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Figura 10. Resisténcia vascular regional dos pulmdes, measenténisculo
gastrocnémio e baco de ratos Sprague-Dawley (SPQ)ne [TGR(A1-7)3292] (TG;

n=19) anestesiados, no estado basal. * P < 0§18, $¢udent.
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Figura 11. Resisténcia vascular regional da pele abdomiesticulos, tecido adiposo
marrom interescapular e tecido adiposo branco d@ipidi de ratos Sprague-Dawley
(SD; n=20) e [TGR(A1-7)3292] (TG; n=19) anestesgdw estado basal. * P < 0,05,

testt Student.
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Resisténciadtalar Regional, mmHg.mi'.min.g

Tabela 1Q Resisténcia vascular regional de ratos SD e T&Stasiados no estado basal

e diminuicdo em percentagem dos 6rgéos de ratamparados aos ratos controle.

SD TG % diferenca
Rins 28,40+ 3,01 21,76 1,47~ 24%
Pulmdes 134,1+ 15,46 93,6k 11,30* 31%
Adrenais 6,86+ 0,45 5,0% 0,37* 27%
Coragéo 9,94+ 085 11,03 0,83 -
Bago 87,94+ 10,14 49,9@ 8,07 44%
Mesentério 305,1+ 55,38 246,5 22,31 -
Cérebro 83,14+ 7,08 62,18 4,38* 26%
Pele 962,7+ 76,20 820,2 80,26 -
Gastrocnémio 347,2+ 92,94 421,% 94,55 -
Testiculo 537,4+ 47,29 369, 26,64* 32%
Tec.adiposo marrom 300,2+ 51,49 143,% 18,16* 53%
Tec.adiposo branco 1430+ 226,2 1598 158,0 -

Valores séo representados pela média + SE. SDg&piaawley (n = 20 ratos) e TG,

[TGR(A1-7)3292] (n = 19 ratos). * P < 0,05, tes$tudent.

A tabela 11 mostra o fluxo sangliineo regional bdsahtos SD e TG. As taxas
de fluxo sanguineo para os rins, pulmdes, adrebai®, cérebro, testiculos e tecido
adiposo marrom foram significantemente maiores raies TG do que nos ratos
controle. No entanto, ndo foram observadas dif@®pgtatisticamente significantes nas
taxas de fluxo sanguineo para o mesentério, vatdarésquerdo, masculo gastrocnémio

e tecido adiposo branco.
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Tabela 11 Fluxo sanguineo regional de ratos SD e TG aradtes no estado basal e

aumento em percentagem dos 0rgaos de ratos TG ramhogaaos ratos controle.

Fluxo sanguineo, ml.min.g™

SD TG % diferenca
Rins 3,70+ 0,25 4,61 0,36* 25%
Pulmdes 0,93+ 0,14 1,474 0,28* 58%
Adrenais 15,60+ 1,29 20,14 1,34* 29%
Coragéao 10,71+ 1,31 9,91+ 0,89 -
Baco 1,41+0,21 2,27 0,24** 61%
Mesentério 0,44+ 0,05 0,48t 0,7 -
Cérebro 1,27+ 0,08 1,4% 0,06* 17%
Pele 0,11+ 0,009 0,14 0,03 -
Gastrocnémio 0,45+ 0,06 0,40t 0,07 -
Testiculo 0,19+ 0,017 0,28t 0,03** 53%
Tec.adiposo marrom 0,39+ 0,07 1,00t 0,28* 156%
Tec.adiposo branco 0,08+ 0,01 0,06t 0,009 -

Valores séo representados pela média + SE. SDg&piaawley (n = 20 ratos) e TG,

[TGR(A1-7)3292] (n = 19 ratos). * P < 0,05, tes$tudent.

4.3. Avaliagdo hemodinamica de ratos Sprague-Dawlegnestesiados no estado

basal e ap6s a infusdo aguda de Ang-(1-7) na dose@11 pmol/min/10min

As figuras 12, 13, 14, 15 e 16 mostram os valorédios de PAM, DC, IC, VS e
RPT de ratos SD, anestesiados com uretana, namdsaadl e apds a infusdo aguda de
Ang-(1-7) na dose de 0,11 pmol/min/10min. A PAM eF& dos animais nao
apresentaram alteragbes ap0s a infusdo aguda d€lAf)gquando comparadas ao
estado basal. No entanto, o DC, IC e VS dos ralpsaBmentaram 33%, 33% e 48%,

respectivamente, ap6s a infusdo aguda de Ang-@u@hdo comparados ao estado
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basal, enquanto a RPT diminuiu 32%. Os valores@glD, VS e RPT estédo descritos
na tabela 12.

Pressao Arterial Média

125+

100+

mmHg

Basal Ang-1-7

Figura 12. Presséao arterial média de ratos Sprague-Dawleyrf{SB) anestesiados, no

estado basal e apGs a infusdo aguda de Ang-(1-dpsa de 0,11 pmol/min/10 min.

testt Student.
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Figura 13. Débito cardiaco de ratos Sprague-Dawley (SD; mm@stesiados, no estado

basal e apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) na ao8¢ld pmol/min/10 min. * P < 0,05,

testi Student.
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Figura 14. indice cardiaco de ratos Sprague-Dawley (SD; @m&stesiados, no estado
basal e apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) na ao8¢gld pmol/min/10 min. * P < 0,05,

testt Student.
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Figura 15. Volume sistélico de ratos Sprague-Dawley (SD; naBgstesiados, no
estado basal e apds a infusdo aguda de Ang-(1-d9seade 0,11 pmol/min/10 min. * P

< 0,05, test-Student.
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Figura 16. Resisténcia periférica total de ratos Sprague-Byaw(SD; n=5)
anestesiados, no estado basal e apds a infusda dgudng-(1-7) na dose de 0,11

pmol/min/10 min. * P < 0,05, testStudent.

Tabela 12.Média dos valores de pressao arterial, frequéanidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistélico e resisténciafgraza total de ratos SD no estado

basal e apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) na ao8¢eld pmol/min/10min.

Rats SD no estado Rato SD apoés a

basal infusdo de Ang-(1-7)
Presséo arterial (mmHQ) 107 +5 103 +6
FreglUiéncia cardiaca (bpm) 365+ 10 349 £ 15
Débito cardiaco (ml/min) 99,1+6,9* 131,8 + 3,6*
indice cardiaco (ml.mift.100g) 24,18 +1,3 32,47 £ 2,06*
Volume sistélico (ml) 0,27 £ 0,01 0,4 £0,03*
Resisténcia periférica total (mmHg.mimin.100g) 4,47 £ 0,26 3,02 £0,2*

Valores sdo representados pela média + SE. SDg@pifaawley (n = 5 ratos). * P <

0,05, test-Student.
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Nas figuras 17, 18, 19 e 20 estédo representadesisaéncia vascular regional dos
rins, adrenais, coracdo, pulmdes, cérebro, bagde, gimominal, mesentério, musculo
gastrocnémio, tecido adiposo marrom interescaptdaio adiposo branco epididimal
e testiculos de ratos SD no estado basal e apdas#o de Ang-(1-7) na dose de 0,11
pmol/min/10 min. Os valores de resisténcia vasa@gional obtidos para cada 6érgéo e

a diminuicdo em percentagem apos a infusdo de A7g-éstao descritas na tabela 13.

Resisténcia Vascular Regional
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Figura 17. Resisténcia vascular regional dos rins, adrenam&cao de ratos Sprague-
Dawley (SD; n=5), anestesiados com uretana, nd@&tasal e apos a infusdo aguda de

Ang-(1-7) na dose de 0,11 pmol/min/10 min. * P 85) testt Student.
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Figura 18. Resisténcia vascular regional dos pulmdes, céelaco de ratos Sprague-
Dawley (SD; n=5), anestesiados com uretana, nde@&tasal e apos a infusdo aguda de

Ang-(1-7) na dose de 0,11 pmol/min/10 min. * P 85) testt Student.
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Figura 19. Resisténcia vascular regional da pele abdominalcielo adiposo branco
epididimal de ratos Sprague-Dawley (SD; n=5), a®atlos com uretana, no estado
basal e apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) na ao8¢gld pmol/min/10 min. * P < 0,05,

testi Student.
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Figura 20. Resisténcia vascular regional do mesentério, nag@astrocnémio, tecido
adiposo marrom interescapular e testiculos de r&psgue-Dawley (SD; n=5),
anestesiados com uretana, no estado basal e apfasad@ aguda de Ang-(1-7) na dose

de 0,11 pmol/min/10 min. * P < 0,05, testudent.
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Tabela 13 Resisténcia vascular regional de ratos SD anadtesno estado basal e
apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) na dose de Oyil/min/10min e diminuicdo em

percentagem apos o tratamento com Ang-(1-7).

Resisténciasd¢alar Regional, mmHg.mI*.min.g

Rato SD no estado basal  Rato SD apo6s a infuséét diminuigao

de Ang-(1-7)
Rins 26,17 £5,19 12,08 + 1,56* 54%
Pulmdes 97,38 £ 17,52 69,35 + 16,72* 29%
Adrenais 12,65 + 2,23 11,06 + 0,86 -
Coracao 9,36 + 2,88 5,20 +1,16* 44%
Baco 71,96 £ 16,00 39,79 + 10,69* 45%
Mesentério 399,7 + 43,47 245,4 + 40,5% 38%
Cérebro 75,02 +12,71 42,07 + 5,22* 44%
Pele 1115+ 82,42 623,5 + 52,27* 44%
Gastrocnémio 358,1 +£ 93,89 258,3 £ 56,90 -
Testiculo 560 + 26,02 346,2 + 47,38* 38%
Tec.adiposo marrom 330,7 + 64,89 135,2 + 30,80* 41%
Tec.adiposo branco 3006 + 361 2474 + 715 -

Valores séo representados pela média £+ SE. SDg&iaawley (n = 5 ratos). * P <

0,05, test-Student.

Dos orgaos analisados, 0os que apresentaram ausigmificcativo de seus fluxos
sanguineos regionais apos a infusdo aguda de A@Wp-(da dose de 0,11
pmol/min/10min, foram: rins, coracdo, mesentéraembdominal, testiculos, cérebro e
tecido adiposo marrom interescapular. Os dema#&odrgdo apresentaram alteracdes de

seus fluxos sanguineos regionais apos a infusamgl€1-7) (tabela 14).
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Tabela 14 Fluxos sanguineos regionais de ratos SD anedtassie estado basal e apos
a infusdo aguda de Ang-(1-7) na dose de 0,11 prglith min e suas respectivas

percentagem de aumento.

Fluxo sanguineo, ml.mif.g™

Rato SD no Rato SD apés a % aumento

estado basal infusdo de Ang-(1-7)
Rins 4,69+ 0,83 8,34+ 0,95* 7%
Pulmdes 1,24+ 0,23 1,76 0,51 -
Adrenais 9,86+ 2,07 8,98t 0,83 -
Coracéo 12,64+ 4,05 21,4% 3,18* 69%
Bago 2,03t 0,41 3,1#1,01 -
Mesentério 0,27+ 0,01 0,44+ 0,07* 63%
Cérebro 1,57+ 0,24 2,4Ct 0,34* 53%
Pele 0,09+ 0,005 0,16t 0,01* 78%
Gastrocnémio 0,39+ 0,10 0,44+ 0,08 -
Testiculo 0,19+ 0,01 0,29t 0,03* 53%
Tec.adiposo marrom 0,29+ 0,07 0,72+ 0,08* 148%
Tec.adiposo branco 0,03+ 0,006 0,04t 0,008 -

Valores séo representados pela média + SE. SDg&piaawley (n = 5 ratos). * P <

0,05, test-Student.

A tabela 15 sumariza os resultados obtidos comneeato agudo e crbnico de
Ang-(1-7) sobre o IC, VS, RPT e resisténcia vascudgional dos rins, pulmdes,
adrenais, cérebro, mesentério, coracdo, baco, melugestrocnémio, pele abdominal,

testiculos, tecido adiposo marrom interescaputacido adiposo branco epididimal.
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Tabela 15.Sumario dos resultados obtidos com o0 aumento aguaiénico de Ang-(1-

7) em ratos Sprague-Dawley e TGR(A1-7)3292, resgauente.

Resisténcias vasculares regionais

Indice cardiaco

Volume sistolico

Resisténcia periférica
fotal

Aumento agudo Ang-(1-7)

Aumento crénico Ang-(1-7)

Pressdo arterial média nao alterou ndo alterou
Rins 1 l
Testiculos 1 if
Cérebro ! |
Pulmées ! !
Tecido adiposo marrom 1 l
Baco ndo alterou 1
Adrenais néo alterou 1)
Tecido adiposo branco ndo alterou ndo alterou
Miisculo gastrocnémio nao alterou nao alterou

4.4. Avaliacdo Hemodinamica de Camundongdahockoutpara o ReceptorMas da

Ang-(1-7) (KO-Mas) e seu Controle Wild-Type (WT) da linhagem C57BI/6

4.4.1. Camundongos WT e KQMas Jovens

As figuras 21, 22, 23, 24 e 25 representam, resjpacente, a PAM, DC, IC, VS e

RPT de camundongos WT e K@as da linhagem C57BI/6 com idade entre 12 a 16

semanas. Os camundongos Kfas apresentaram PAM e FC similares aos animais

controles, porém, DC 36%, IC 35% e VS 40% signiifi@anente menores e RPT 80%

significativamente maior. Os valores obtidos esl@gcritos na tabela 16.
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Pressao Arterial Média

mmHg

KO

Figura 21. Pressdo arterial média de camundongos controle; (WL1) e de
camundongosknouckout para o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da

linhagem C57BI/6, anestesiados com uretana, codeidatre 12 e 16 semanas. test-

Student.

Débito Cardiaco
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Figura 22. Débito cardiaco de camundongos controle (WT; n=lile camundongos
knouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da linhagem C57BI/6,

anestesiados com uretana, com idade entre 12enidhas. * P < 0,05, tesStudent
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Figura 23. indice cardiaco de camundongos controle (WT; n=lile camundongos
knouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da linhagem C57BI/6,

anestesiados com uretana, com idade entre 12enidhsas. * P < 0,05, tesStudent
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Figura 24. Volume sistdlico de camundongos controle (WT; = He camundongos
knouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da linhagem C57BI/6,

anestesiados com uretana, com idade entre 12enidhas. * P < 0,05, tesStudent.
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Figura 25. Resisténcia periférica total de camundongos ctEntf@/T; n=11) e de

camundongosknouckout para o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da

linhagem C57BI/6, anestesiados com uretana, codeidatre 12 e 16 semanas. * P <

0,05, test-Student.

Tabela 16.Média dos valores de pressao arterial, frequéanidiaca, débito cardiaco,

indice cardiaco, volume sistdlico e resisténciafgrgza total de camundongos WT e

KO-Masno estado basal, e com idade entre 12 e 16 semanas

Presséo arterial (mmHQ)
Fregliéncia cardiaca (bpm)
Débito cardiaco (ml/min)
indice cardiaco (ml.mift.100g)

Volume sistdlico (ml)

Resisténcia periférica total (mmHg.mimin.100g)

WT KO-Mas
802 782
541 + 22 569 + 16
31,64 +5,80 20,18 +2,30*
1,24 £ 0,23 0,81 +0,08*
0,05+0,01 0,03+ 0,004 *
57,50 + 13,05 103,6 + 10,95

Valores séo representados pela média + SE. WT,-Witk (n = 11 camundongos) e

KO-Mas, knockoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (n = 10 camundongos). * P <

0,05, test:-Student.
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A resisténcia vascular dos rins, pulmdes, adrenasgntério, baco e tecido adiposo
marrom interescapular de camundongos M&s jovens da linhagem C57BI/6, foram
significativamente maiores que a resisténcia vasalhs mesmos 0rgdos de animais
controle (figuras 26, 27, 28 e 29). Porém, os dermgjados apresentaram resisténcias
vasculares similares entre os grupos. A resistémaiscular dos testiculos de
camundongos KQAas foi significativamente menor que a resisténciacubss dos

testiculos de camundongos WT. Os dados obtidos detxritos na tabela 17.

Resisténcia Vascular Regional
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Figura 26. Resisténcia vascular dos rins, adrenais, coragionedes de camundongos
controle (WT; n=11) e de camundondasuckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7)
(KO-Mas n=10) da linhagem C57BI/6, anestesiados com naetzom idade entre 12 e

16 semanas. * P < 0,05, tes$tudent.
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Resisténcia Vascular regional
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Figura 27. Resisténcia vascular do mesentério, cérebro e blaca@amundongos
controle (WT; n=11) e de camundondasuckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7)
(KO-Mas n=10) da linhagem C57BI/6, anestesiados com naetzom idade entre 12 e

16 semanas. * P < 0,05, te$tudent.
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Figura 28. Resisténcia vascular dos testiculos, tecido adipwearrom interescapular e
tecido adiposo branco epididimal de camundongostraen (WT; n=11) e de

camundongosknouckout para o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da
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linhagem C57BI/6, anestesiados com uretana, codeidatre 12 e 16 semanas. * P <

0,05, test-Student.
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Figura 29. Resisténcia vascular da pele abdominal e muascakiragnémio de

camundongos controle (WT; n=11) e de camundokgosickoutpara o receptoas

da Ang-(1-7) (KOMas n=10) da linhagem C57BI/6, anestesiados com naeteom

idade entre 12 e 16 semanas. t€st4dent.

Tabela 17. Resisténcia vascular regional de camundongos VWIOeMas de idade

entre 12 e 16 semanas, no estado basal, e regpedifierencas em percentagem.

Rins

Pulmdes
Adrenais
Coracao

Baco
Mesentério
Cérebro

Pele
Gastrocnémio
Testiculo

Tec.adiposo marrom

Resisténciasd¢alar Regional, nmHg.mI*.min.g

WT KO-Mas % diferenca
539+1,19 8,24 +1,07* 53%
514 +1,19 10,42 + 2,46* 103%
4,10+ 0,76 8,42 + 2,09* 105%
5,70 £ 1,09 6,42 + 1,58 -
23,23+4,0 38,68 + 8,0* 66%
47,41 + 8,66 73,03 + 8,94* 54%
26,76 = 5,50 26,03 + 3,13 -

171,7 £ 19,78 200,1 + 18,37 -
354,3 £ 93,54 393,8 + 106,9 -
72,22 + 14,55 42,99 + 4,68* 40%
67,64 + 10,30 113,9 £ 19,15* 68%
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Tec.adiposo branco

131,0 + 23,73

171,6 + 48,88

Valores séo representados pela média £+ SE. WT,-Watee (n = 11 camundongos) e

KO-Mas, knockoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (n =

0,05, test-Student.

10 camundongos). * P <

A distribuicdo do fluxo sanguineo regional para 0gaos apresentou

comportamento semelhante a resisténcia vascular. ri@s pulmdes, adrenais,

mesentério, baco e tecido adiposo marrom interetaple camundongos KMlas

apresentaram fluxos sanguineos significativamenenones que o0s Orgdos de

camundongos controle. Os testiculos de camundoKgb$/as apresentaram fluxo

sanguineo significativamente maior que os testicdiocamundongos WT. A tabela 18

mostra os valores de fluxo sanguineo obtidos commespectivas percentagem de

diferenca.

Tabela 18 Fluxo sanguineo regional de camundongos WT evkde idade entre 12

e 16 semanas, no estado basal, e respectivasngéisrem percentagem.

Rins

Pulmdes
Adrenais
Coracéo
Baco
Mesentério
Cérebro

Pele
Gastrocnémio
Testiculo

Tec.adiposo marrom

Fluxo sanguineo, ml.mif".g*

WT KO-Mas % diferenca
19,16+ 4,08 10,76 1,38* 44%
16,90+ 2,90 9,79 1,79* 42%
26,92+ 6,03 14,38 3,05* 46%
18,51+ 3,30 16,60 2,88 -
3,79+ 0,63 2,49 0,34* 34%
1,90+ 0,35 1,1+ 0,16* 42%
3,99+ 0,89 3,23 0,34 -
0,46+ 0,05 0,42+ 0,05
0,35+ 0,07 0,33t 0,06 -
1,23+ 0,22 2,11+ 0,34* 71%
1,65+ 0,40 0,74+ 0,10* 55%
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Tec.adiposo branco 0,85+ 0,23 0,80+ 0,18
Valores séo representados pela média + SE. Wil&d TWT; n = 11) eknockout(KO-

Mas n = 10). * P < 0,05, testStudent.

4.4.2. Camundongos WT e KQMas mais velhos

A avaliacao dos parametros hemodinamicos sisténdieaamundongos WT e KO-
Mas mais velhos da linhagem C57BI/6, demonstrou quboanos grupos de animais
apresentaram PAM e FC similares, porém, DC, IC, &RPT diferentes. Os
camundongos K®JAas apresentaram DC, IC e VS significativamente mener&PT
significativamente maior (figuras 30, 31, 32, 334@ que os animais controle. O DC foi
45% menor no camundongo Ki@as IC 39% menor, VS 40% menor e RPT 59%

maior. Os valores obtidos estdo descritos na tdl®ela
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Figura 30. Pressdo arterial média de camundongos controle; (WEB) e de
camundongog&nouckoufpara o receptor Mas da Ang-(1-7) (KMas n=8) da linhagem

C57BI/6, anestesiados com uretana, com idade 8éteed4 semanas. tasbtudent.

Débito Cardiaco

ml/min

KO

Figura 31. Débito cardiaco de camundongos controle (WT; re=8)e camundongos

knouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=8) da linhagem C57BI/6,

anestesiados com uretana, com idade entre 36enehsas. * P < 0,05, tesStudent.
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Figura 32. indice cardiaco de camundongos controle (WT; re=8)e camundongos
knouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=8) da linhagem C57BI/6,

anestesiados com uretana, com idade entre 36engehsas. * P < 0,05, tesStudent.

Volume Sistolico
0.07

KO

Figura 33. Volume sistélico de camundongos controle (WT; ne8e camundongos
knouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas n=8) da linhagem C57BI/6,

anestesiados com uretana, com idade entre 36eehsas. * P < 0,05, tesStudent.
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150 *

4

1004

mmHg.mI'l.min.loog

KO

Figura 34. Resisténcia periférica total de camundongos ckntfd/T; n=8) e de
camundongoknouckoutpara o receptdviasda Ang-(1-7) (KOMas, n=8) da linhagem
C57BI/6, anestesiados com uretana, com idade 86tee44 semanas. * P < 0,05, test-

Student.

Tabela 19.Média dos valores de pressao arterial, frequésanidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistélico e resisténciafgrgza total de camundongos WT e

KO-Masno estado basal, e com idade entre 36 e 44 semanas

WT KO-Mas
Presséo arterial (mmHQ) 78+2 803
Fregliéncia cardiaca (bpm) 575+ 27 554 +19
Débito cardiaco (ml/min) 34,61 £4,10 18,85+2,80 *
indice cardiaco (ml.mift.100g) 1,10+ 0,16 0,67+0,11 *
Volume sistélico (ml) 0,05 £ 0,007 0,03 £ 0,004 *
Resisténcia periférica total (mmHg.mlmin.100g) 78,33 +13 1245 + 21,03

Valores sao representados pela média + SE. WT,-Wibd (n = 8 camundongos) e
KO-Mas, knockoutpara o receptoMasda Ang-(1-7) (n = 8 camundongos). * P < 0,05,

testt Student.
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As figuras 35, 36, 37 e 38 ilustram a resisténaacular regional de 6rgaos de
camundongos WT e de camundongos K@&s mais velhos. A resisténcia vascular dos
pulmdes, adrenais, mesentério, cérebro, pele abdbmibaco, testiculos e tecido
adiposo marrom interescapular de camundongosM&®-foram significativamente
maiores que as resisténcias vasculares dos mesig@ssdde camundongos WT. Os

valores de resisténcia vascular obtidos estaoitEsoa tabela 20.

Resisténcia Vascular Regional

Hl Wild-Type

I ] KO-Mas
15-
*
’ |l‘ i |l‘
) B

Figura 35. Resisténcia vascular dos rins, adrenais e cordedaamundongos controle

rim
coragdo

adrenal

(WT; n=8) e de camundongasouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas
n=8) da linhagem C57BI/6, anestesiados com uretama,idade entre 36 e 44 semanas.

* P < 0,05, test-Student.
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Figura 36. Resisténcia vascular do cérebro, baco e pulmdéesmi@ndongos controle
(WT; n=8) e de camundongésouckoutpara o receptoMas da Ang-(1-7) (KOMas

n=8) da linhagem C57BI/6, anestesiados com uretama,idade entre 36 e 44 semanas.

* P < 0,05, test-Student.
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Figura 37. Resisténcia vascular dos testiculos e tecido adipearrom interescapular
de camundongos controle (WT; n=8) e de camundokigosckouipara o recepta¥las
da Ang-(1-7) (KOMas n=8) da linhagem C57BI/6, anestesiados com uaetaom

idade entre 36 e 44 semanas. * P < 0,05tt8aident.
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Figura 38. Resisténcia vascular do mesentério, pele abdoprmaculo gastrocnémio
e tecido adiposo branco epididimal de camundongausrae (WT; n=8) e de
camundongoknouckoufpara o receptaviasda Ang-(1-7) (KOMas n=8) da linhagem

C57BI/6, anestesiados com uretana, com idade 86tee44 semanas. * P < 0,05, test-

Tabela 20 Resisténcia vascular regional de camundongos WWKD-é@Mas, no estado

basal, com idade entre 36 e 44 semanas, e resgmediferencas em percentagem.

WT KO-Mas % diferenca
6,22 + 1,27 11,16 + 4,62 -
10,72 £ 3,45 26,32+ 7,77 145%
3,83+0,69 7,67 +1,30 100%
5,66 + 1,83 7,51 +1,96 -
31,92 +9,22 62,95 + 11,75 66%

113,8 + 36,36 239,3 + 56,26 110%
16,42 + 3,19 27,11 +4,73 65%
213 +60 592,1+161,2 278%
271,3 + 64,25 434,7 +113,6 -
43,18 + 10,73 129 + 45,40 199%
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135,9 + 25,27 157%
338 +79,18 -

52,76 + 13,77
Tec.adiposo branco 294,7 + 82,41
Valores sao representados pela média + SE. WT,-Wibd (n = 8 camundongos) e

Tec.adiposo marrom

KO-Mas, knockoutpara o receptoMasda Ang-(1-7) (n = 8 camundongos). * P < 0,05,

testt Student.

A tabela 21 mostra os valores de fluxo sanguinggomal dos Orgdos de
camundongos KQAas e seus controles WT. Os camundongos Mé&s apresentaram
fluxo sanguineo menor que os animais WT para om{es, adrenais, mesentério,
cérebro, pele abdominal, baco, testiculos e teattiposo marrom interescapular. As

diferencas em percentagem também estéo represemiadzbela 21.

Tabela 21 Fluxo sanguineo regional de camundongos WT eM&3;no estado basal,

com idade entre 36 e 44 semanas, e respectivasrdiés em percentagem.

Fluxo sanguineo, ml.mift.g*

WT KO-Mas % diferenca

Rins 15,03+ 2,62 11,3% 2,26 -

Pulmdes 16,00% 5,27 5,04 1,93* 68%
Adrenais 24,06% 4,26 12,1 2,81* 49%
Coragéo 22,01+ 5,23 15,6k 3,64 -

Baco 3,24+ 0,77 1,60t 0,29* 51%
Mesentério 0,99+ 0,32 0,3 & 0,07* 62%
Cérebro 4,81+ 0,75 2,68 0,51* 44%
Pele 0,58+ 0,14 0,19 0,05* 67%
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Gastrocnémio 0,39+ 0,08 0,25+ 0,06 -

Testiculo 2,48+ 0,58 1,18+ 0,28* 52%
Tec.adiposo marrom 2,73+ 1,05 0,83t 0,29* 69%
Tec.adiposo branco 0,09+ 0,03 0,02+ 0,006 -

Valores sao representados pela média + SE. Wilec TWT; n = 8) eknockout(KO-

Mas n = 8). * P < 0,05, tedtStudent.

A tabela 22 sumariza os efeitos da delecdo genéficaeceptorMas, em
camundongos jovens e mais velhos, na regulacdopdametros hemodinamicos

sistémicos e regionais.

Tabela 22 Sumario dos efeitos da delecdo genética do machfas na regulacéo dos
parametros hemodinamicos sistémicos e regionaiscamundongos jovens e mais

velhos, comparados aos animais controle de mesada.id

Delecio genética do Mas Delecio genética do Mas
(Camundongos jovens) (Camundongos mais velhos)
Indice cardiaco

Volume sistolico

Resisténcia periféric

Adrenais T T
Pulmdoes T T
Tecido adiposo marrom T T
Mesentério 1 1
Baco 1 i

Testiculos T

Coracdo ndo alterou ndo alterou

Resisténcias vasculares regionais

Tecido adiposo branco néo alterou ndo alterou
Miisculo gastrocnémio nao alterou ndo alterou
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4.5. Avaliacdo hemodinamica de ratos Sprague-Dawlegnestesiados no estado

basal e ap6s a infuséo de [d-AlRAng-(1-7) (A779) na dose de 11 pmol/min/10min

As figuras 39, 40, 41, 42 e 43 ilustram, respeatimate, a PAM, DC, IC, VS e RPT
de ratos SD no estado basal e apdés a infusdo adeidA-779 na dose de 11
pmol/min/10min. A infusdo de A-779, nesta dose, cdosou alteracdes significativas
nos parametros hemodinamicos sistémicos citadas, d@mo na FC. Os valores

obtidos estdo descritos na tabela 23.

Presséo Arterial Média

—

mmHg

L)
Basal A-779

Figura 39. Pressdo arterial média de ratos Sprague-Dawley (SB), anestesiados
com uretana, no estado basal e apds a infusdo aigid&-779 na dose de 11

pmol/min/10 min. test-Student.
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Figura 40. Débito cardiaco de ratos Sprague-Dawley (SD; nafgstesiados com

uretana, no estado basal e ap6s a infusdo agudar@® na dose de 11 pmol/min/10

min. testt Student.
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Figura 41. indice cardiaco de ratos Sprague-Dawley (SD; na@gstesiados com

uretana, no estado basal e ap6s a infusdo agudar@® na dose de 11 pmol/min/10

min. testt Student.
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Figura 42. Volume sistdlico de ratos Sprague-Dawley (SD; n=jestesiados com
uretana, no estado basal e ap6s a infusdo agudar@® na dose de 11 pmol/min/10

min. testt Student.

Resisténcia Periférica Total
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Figura 43. Resisténcia periférica total de ratos Sprague-Baw(SD; n=6),
anestesiados com uretana, no estado basal e apfisd@o aguda de A-779 na dose de

11 pmol/min/10 min. testStudent.
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Tabela 23.Média dos valores de pressao arterial, frequéranidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistolico e resisténciafgraza total de ratos SD no estado

basal e apos a infusdo aguda de A-779 na dose piadlimin/10min.

SD no estado basal SD ap0s a infusédo

de A-779
Pressdao arterial (mmHQ) 94+6 90+7
Frequéncia cardiaca (bpm) 361 +£10 351+12
Débito cardiaco (ml/min) 89,53+4,54 78,46 + 5,22
indice cardiaco (ml.mif.100g) 22,36 + 1,40 19,62 + 1,51
Volume sistélico (ml) 0,24 +0,01 0,21+ 0,02
Resisténcia periférica total (mmHg.mimin.100g) 4,34 +£0,28 4,46 +£0,32

Valores sao representados pela média + SE. SDg&piaawley (n = 6 ratos). test-

Student.

A infusdo de A-779 na dose de 1lpmol/min/10min etos SD, ndo promoveu
aumento significativo das resisténcias vasculaeggonais de nenhum dos 6rgéos
analisados. Nas figuras 44, 45, 46, 47 e 48 es@mustradas as resisténcias vasculares
no estado basal e apos a infusdo de A-779 e nkatabeestdo descritos os valores

obtidos para cada érgéo.
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Figura 44. Resisténcia vascular dos rins, cérebro e bacatde Eprague-Dawley (SD;
n=6), anestesiados com uretana, no estado bagaiseaainfusdo aguda de A-779 na

dose de 11 pmol/min/10 min. tesBtudent.
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Figura 45. Resisténcia vascular dos pulmdes e mesentéri@atds Sprague-Dawley
(SD; n=6), anestesiados com uretana, no estadb dagp@s a infusdo aguda de A-779

na dose de 11 pmol/min/10 min. téStudent.
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Figura 46. Resisténcia vascular dos testiculos, musculo @asmio e tecido adiposo
marrom interescapular de ratos Sprague-Dawley (6B), anestesiados com uretana,
no estado basal e apés a infusdo aguda de A-7@8seade 11 pmol/min/10 min. test-

Student.
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Figura 47. Resisténcia vascular da pele abdominal e tecigmwsao branco epididimal
de ratos Sprague-Dawley (SD; n=6), anestesiadosucetana, no estado basal e apos a

infusdo aguda de A-779 na dose de 11 pmol/min/I0 testt Student.
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Figura 48. Resisténcia vascular das adrenais e coracdo ae $arague-Dawley (SD;
n=6), anestesiados com uretana, no estado bagaiseaainfusdo aguda de A-779 na

dose de 11 pmol/min/10 min. tesBtudent

Tabela 24 Resisténcia vascular regional de ratos SD naledtasal e apds a infusao

aguda de A-779 na dose de 11 pmol/min/10min.

Resisténdlascular Regional, mmHg.mf".min.g
SD ap0s a infusdo de A-779

SD no estado basal

Rins 20,07 £2,30 22,03 + 3,46
Pulmdes 113,5+ 18,84 163,0 + 34,50
Adrenais 7,24 +1,06 7,91+1,46
Coracao 9,67 £ 0,99 9,63+1,42
Bago 50,13 £ 10,32 69,18 + 14,15
Mesentério 195,4 + 50,98 224,1 + 48,87
Cérebro 58,23 £ 2,85 60,88 + 5,57
Pele 664,4 + 75,07 848,1 + 158,7
Gastrocnémio 2915+111,6 4441 +172,6
Testiculo 376,3 £ 83,55 470,2 £ 69,44
Tec.adiposo marrom 290,3 £ 75,55 296,2 + 90,32
Tec.adiposo branco 1361 + 247,2 1872 + 400,9

Valores sdo representados pela média + SE. SDg@$pifaawley (n = 6 ratos). test-

Student.

Os valores de fluxo sanguineo dos érgdos de &oro estado basal e apds a
infusdo de A-779 na dose de 11 pmol/min/10min,cest@iresentados na tabela 25. De
forma similar aos resultados obtidos de resistérasaular regional, a infusdo de A-779
nesta dose, ndo promoveu alteracdes significatiagluxo sanguineo regional de

nenhum dos 6rgéos analisados.
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Tabela 25 Fluxo sanguineo regional de ratos SD, anestesie@im uretana, no estado

basal e apos a infusdo aguda de A-779 na dose pl@dlimin/10 min.

Fluxo sanguineo, ml.mirt.g*

Basal A-779
Rins 4,31+ 0,30 4,10t 0,35
Pulmdes 1,45+ 0,64 1,3+ 0,76
Adrenais 14,56+ 3,86 13,6% 3,68
Ventriculo esquerdo 9,45+ 1,05 10,05 1,76
Baco 2,21+ 0,56 1,38 0,16
Mesentério 0,60+ 0,14 0,45 0,08
Cérebro 1,49+ 0,09 1,43 0,12
Pele abdominal 0,13+ 0,01 0,11+ 0,02
Musculo gastrocnémio 0,48+ 0,12 0,35 0,10
Testiculos 0,22+ 0,04 0,18t 0,02
Tecido adiposo marrom 0,55+ 0,28 0,53t 0,23
Tecido adiposo branco 0,07+ 0,01 0,06t 0,007

Valores sao representados pela média + SE. SDg&piaawley (n = 6 ratos). test-

Student.

4.6. Avaliagdo hemodinamica de ratos TransgénicosGR(A1-7)3292 anestesiados
no estado basal e apés a infusdo de [d-AléAng-(1-7) (A779) na dose de 11

pmol/min/10min

As figuras 49, 50, 51, 52 e 53 demonstram, resgeoente, a PAM, DC, IC, VS e
RPT de ratos TG no estado basal e apods a infusidaade A-779 na dose de 11
pmol/min/10min. A infusdo de A-779 nesta dose, p@onoveu alteragdes da PAM, FC
e RPT, no entanto diminuiu de forma significativ®@, IC e VS. Os valores obtidos

estao descritos na tabela 26.
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Figura 49. Presséo arterial média de ratos transgénicos (¥G), anestesiados com

uretana, no estado basal e apos a infusdo agudaA-dé9 na dose de

11pmol/min/10min. test-Student.
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Figura 50. Débito cardiaco de ratos transgénicos (TG, na¥@stesiados com uretana,

no estado basal e apds a infusdo aguda de A-7d8seade 11pmol/min/10min. * P <

0,05, test-Student.
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Figura 51. indice cardiaco de ratos transgénicos (TG; na®@stesiados com uretana,

no estado basal e apds a infusdo aguda de A-7d8seade 11pmol/min/10min. * P <

0,05, test-Student.
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Figura 52. Volume sistdlico de ratos transgénicos (TG; nahgstesiados com uretana,

no estado basal e apds a infusdo aguda de A-7d8seade 11pmol/min/10min. * P <

0,05, test-Student.
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Figura 53. Resisténcia periférica total de ratos transgén{@@s, n=5), anestesiados
com uretana, no estado basal e apdés a infusdo aded&-779 na dose de

11pmol/min/10min. test-Student.

Tabela 26.Média dos valores de pressao arterial, frequéranidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistélico e resisténciaf¢reza total de ratos TG no estado

basal e apos a infusdo aguda de A-779 na dose pi@dlimin/10min.

TG no estado basal TG ap6s a infusao

de A-779
Presséo arterial (mmHQ) 98+3 94+5
Fregliéncia cardiaca (bpm) 349+ 11 337+9
Débito cardiaco (ml/min) 93,48 + 6,02 80,10 + 3,00
indice cardiaco (ml.mif.100g) 27,39+ 2,04 23,47 +1,26
Volume sistélico (ml) 0,27 £0,01 0,23 £ 0,009
Resisténcia periférica total (mmHg.mimin.100g) 3,60 + 0,26 3,83+0,12

Valores sao representados pela média £ SE. TG, AGR)(3292 (n = 5 ratos). test-

Student.
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As figuras 54, 55 e 56 comparam os valores de I€,eVWRPT de ratos SD no
estado basal, apds a infusdo aguda de Ang-(1-dosa de 0,11 pmol/min/10min e
apos a infusdo de A-779 na dose de 11 pmol/minfi@nde ratos TG no estado basal e
apos a infusdo aguda de A-779 na mesma dose. &ngato com A-779 reverteu 0s
efeitos da Ang-(1-7) elevada agudamente e cronictemsobre o IC e o VS, néo
reverteu a diminuicdo da RPT promovida provavelm@eio aumento crénico de Ang-
(1-7), porém, reverteu ao estado basal, a dimiowigARPT promovida pelo aumento

agudo de Ang-(1-7).

Indice Cardiaco
(ml/min/100.9g)

-

Figura 54. Comparacdo do indice cardiaco de ratos Spragueeavd estado basal
(SD basal), apds a infusdo aguda de Ang-(1-7) (Sig-@-7)) na dose de 0,11
pmol/min/10min e apds a infusdo de A-779 (SD A-7T®&)ose de 11 pmol/min/10min
e de ratos TGR(A1-7)3292 no estado basal (TG basahps a infusdo aguda de A-779

(TG A-779) na mesma dose. * P < 0,05, ANOVA segulddest: Student.
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Figura 55. Comparacédo do volume sistélico de ratos Spragweldyano estado basal
(SD basal), apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) (Sig-@-7)) na dose de 0,11
pmol/min/10min e apds a infusdo de A-779 (SD A-7T&)ose de 11 pmol/min/10min
e de ratos TGR(A1-7)3292 no estado basal (TG basahos a infusdo aguda de A-779

(TG A-779) na mesma dose. * P < 0,05, ANOVA segulddest- Student.
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Resisténcia Periférica Total
(mmHg/ml/min.100q)

Figura 56. Comparacdo da resisténcia periférica total desr&prague-Dawley no
estado basal (SD basal), apos a infusdo aguda gi¢1An) (SD Ang-(1-7)) na dose de
0,11 pmol/min/10min e apos a infusdo de A-779 (SBEY7R) na dose de 11
pmol/min/10min e de ratos TGR(A1-7)3292 no estaawab(TG basal) e apds a infusédo
aguda de A-779 (TG A-779) na mesma dose. * P <,ADBDVA seguido de tedt-

Student.

As figuras 57, 58, 59, 60 e 61 demonstram as ésmigts vasculares dos rins,
cérebro, baco, coracdo, adrenais, pele abdomeatjot adiposo branco epididimal,
testiculos, mesentério, musculo gastrocnémio, @eadliposo marrom interescapular e
pulmdes no estado basal e apds a infusdo de Adddse de 11 pmol/min/10min em
ratos TG anestesiados. Assim como nos animais 3bfusdo aguda de A-779 nao

alterou de forma significativa as resisténcias wiases de nenhum dos Orgaos
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analisados. Os valores de resisténcias vasculagésnais obtidos estdo descritos na

tabela 27.

Resisténcia Vascular Regional
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Figura 57. Resisténcia vascular regional dos rins, cérelivace de ratos transgénicos
(TG; n=5), anestesiados com uretana, no estadd dages a infusdo aguda de A-779

na dose de 11pmol/min/10min. teés$tudent.
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Figura 58. Resisténcia vascular regional do coracdo e adrelearatos transgénicos
(TG; n=5), anestesiados com uretana, no estadbdapas a infusdo de A-779 na dose

de 11pmol/min/10min. tegtStudent.
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Figura 59. Resisténcia vascular regional da pele e tecigmad branco epididimal de
ratos transgénicos (TG; n=5), anestesiados comanagtno estado basal e apds a

infusdo de A-779 na dose de 11pmol/min/10min. t&itsdent.
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Figura 60. Resisténcia vascular regional dos testiculos,eméso e musculo
gastrocnémio de ratos transgénicos (TG; n=5), asi@slos com uretana, no estado

basal e apos a infusdo de A-779 na dose de 11pmAlOmin. testt Student.
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Figura 61. Resisténcia vascular regional do tecido adiposoram interescapular e
pulmdes de ratos transgénicos (TG; n=5), anestesiaoin uretana, no estado basal e

apos a infusdo de A-779 na dose de 11pmol/min/10estt Student.

Tabela 27 Resisténcia vascular regional de ratos TG naledtasal e apds a infusdo

aguda de A-779 na dose de 11 pmol/min/10min.

Resisténdascular Regional, mmHg.ml*.min.g

TG no estado basal TG apods a infusdo de A-779

Rins 23,66 = 3,07 26,90 + 3,95
Pulmdes 102,2 £19,19 154,8 + 64,03
Adrenais 4,61 £ 0,62 4,65+ 0,53

Coracao 9,20+1,91 7,66 1,54

Baco 34,42 + 4,41 69,28 + 16,30
Mesentério 250,0 £ 39,61 338,7 + 52,59
Cérebro 65,86 £ 5,79 66,46 + 6,12

Pele 650,6 + 156,8 709,6 +124,5
Gastrocnémio 178,9 £ 39,77 290,7 £ 115,2
Testiculo 267,4 + 54,11 310,1 £ 68,79
Tec.adiposo marrom 220,3 £ 65,75 127,4 + 17,87
Tec.adiposo branco 1655 + 294,8 1954 + 166,4

Valores sao representados pela média £ SE. TG, AGR)(3292 (n = 5 ratos). test-

Student.
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A tabela 28 mostra o fluxo sanguineo regional @gids de ratos TG no estado

basal e apos a infusdo aguda de A-779. De formdasidas resisténcias vasculares

regionais, o A-779 ndo promoveu alteracdes sigtifias do fluxo sangtineo regional

de nenhum dos 6rgaos analisados.

Tabela 28 Fluxo sanguineo regional de ratos TG, anestesiedim uretana, no estado

basal e apos a infusdo de A-779 na dose de 11mpmaEOmin.

Fluxo sanguineo, ml.mirt.g*

A-779

Basal
Rins 4,35+ 0,81
Pulmdes 1,80+ 0,57
Adrenais 22,47+ 4,16
Ventriculo esquerdo 12,42+ 2,66
Baco 2,49+ 0,27
Mesentério 0,40+ 0,06
Cérebro 1,48+ 0,16
Pele abdominal 0,16+ 0,06
Musculo gastrocnémio 0,68+ 0,20
Testiculos 0,35+ 0,07
Tecido adiposo marrom 0,60+ 0,16
Tecido adiposo branco 0,06+ 0,01

3,6# 0,66
1,42+ 0,55
20,64 3,00
14,12 3,06
1,66 0,42
0,29 0,05
1,41+ 0,18
0,15 0,04
0,52+ 0,20
0,32 0,07
0,7G 0,07
0,04+ 0,009

Valores séo representados pela média =+ SE. Traiesg@G; n = 5) no estado basal e

apos infusao de A-779. * P < 0,05, teSttudent.

4.7. Avaliagdo hemodinamica de ratos Sprague-Dawlegnestesiados tratados

cronicamente com mini-bombas osmaéticas contendo 8@ ou A-779 na dose de

0,519/100g/hora.
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O tratamento de ratos SD com mini-bombas osmalicesando A-779 na taxa de
0,5 ug/100g/hora, durante sete dias, ndo promoveu @ftesasignificativas na PAM,
DC, IC, VS e RPT quando comparados aos animaisatentue receberam tratamento
apenas com veiculo (salina estéril 0,9%). Esseesdastao ilustrados nas figuras 62,

63, 64, 65 e 66. Os valores obtidos para cada pdramstao descritos na tabela 29.

Pressao Arterial Média
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Figura 62. Pressao arterial média de ratos Sprague-Dawlestesiados, tratados por 7
dias com mini-bombas osmoéticas contendo veicul®)wu A-779 (n=7) na dose de

0,5ug/100g/hora. testStudent.
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Figura 63. Débito cardiaco de ratos Sprague-Dawley anestesidichtados por 7 dias
com mini-bombas osmadticas contendo veiculo (n=6)Aed79 (n=7) na dose de

0,5ug/100g/hora. testStudent
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Figura 64. indice cardiaco de ratos Sprague-Dawley anestssiachtados por 7 dias
com mini-bombas osmaticas contendo veiculo (n=6)Aed79 (n=7) na dose de

0,5ug/100g/hora. testStudent
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Figura 65. Volume sistolico de ratos Sprague-Dawley aneslesiatratados por 7 dias
com mini-bombas osmadticas contendo veiculo (n=6)Aed79 (n=7) na dose de

0,5ug/100g/hora. test Student.

Resisténcia Periférica Total
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Figura 66. Resisténcia Periférica Total de ratos Sprague-Bpahestesiados, tratados
por 7 dias com mini-bombas osmoticas contendo ie{ocx6) ou A-779 (n=7) na dose

de 0,719/100g/hora. test Student.

Tabela 29.Média dos valores de pressao arterial, frequéranidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistdlico e resisténciafgreza total de ratos SD tratados

cronicamente com veiculo ou com A-779 na dose %lgdi100g/hora.

SD controle SD tratado cronicamente

com A-779
Pressdao arterial (mmHQ) 88+3 94+4
Frequéncia cardiaca (bpm) 354 £18 356 +11
Débito cardiaco (ml/min) 128,9 + 17,61 134,2 £ 19,42
indice cardiaco (ml.mif.100g) 38,85+ 5,06 30,86 + 4,56
Volume sistélico (ml) 0,39 + 0,05 0,38 £ 0,05
Resisténcia periférica total (mmHg.mimin.100g) 2,74 +0,57 3,53+£0,63
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Valores sao representados pela média = SE. SDoteftr = 6) e SD tratados por 7 dias

com A-779 (n = 7). tedtStudent.

Assim como no tratamento agudo, o tratamento ondoécratos SD com A-779, nao
alterou as taxas de fluxo sanguineo e resistérasawar regional para nenhum dos
orgaos analisados (figuras 67, 68, 69, 70 e 71)vdlmres de resisténcia vascular e

fluxo sanguineo regionais estdo descritos nasdsit3€l e 31, respectivamente.
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Figura 67. Resisténcia vascular regional dos rins, cérebrddeadiposo marrom
interescapular e pulmdes de ratos Sprague-Dawkstesiados, tratados por 7 dias com
mini-bombas osmadticas contendo salina (n=6) ou #9-7(h=7) na dose de

0,5ug/100g/hora. testStudent.
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Resisténcia Vascular Regional

5001
I Controle

4004 T — Tratado

300+

200+

mmHg.mI'l.min.g

1004 T

, i

mesentério baco

Figura 68. Resisténcia vascular regional do mesentério e dagatos Sprague-Dawley
anestesiados tratados por 7 dias com mini-bombaétass contendo veiculo (n=6) ou

A-779 (n=7) na doce de §/100g/hora. tedt Student.
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Figura 69. Resisténcia vascular regional dos testiculos goid gastrocnémio de ratos
Sprague-Dawley anestesiados, tratados por 7 dias wgoni-bombas osmoéticas

contendo veiculo (n=6) ou A-779 (n=7) na dose 8adi100g/hora. test-Student.
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Figura 70. Resisténcia vascular regional das adrenais ec@orde ratos Sprague-
Dawley anestesiados, tratados por 7 dias com noimbias osmaoticas contendo veiculo

(n=6) ou A-779 (n=7) na dose de gB100g/hora. test-Student.
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Figura 71. Resisténcia vascular regional da pele abdominaicielo adiposo branco
epididimal de ratos Sprague-Dawley anestesiadasdos por 7 dias com mini-bombas
osmoticas contendo veiculo (n=6) ou A-779 (n=7)doae de 0459/100g/hora. test-

Student.

130



Tabela 30 Resisténcia vascular regional de ratos SD tratactonicamente com

veiculo (salina fisiologica estéril) ou com A-778 aose de 0,hg/100g/hora.

Resisténdlascular Regional, mmHg.mf".min.g

SD controle SD tratado cronicamente
com A-779

Rins 38,84 £ 13,34 41,04 £ 13,52
Pulmdes 62,41 £ 29,91 59,65 + 25,98
Adrenais 10,25 + 3,24 15,32 + 4,68

Coracao 9,74 +1,83 13,49+ 3,74

Baco 65,04 + 18,40 92,11 + 25,43
Mesentério 205,2 £51,0 336,6 £ 118,1
Cérebro 56,49 £ 9,69 81,14 + 14,00
Pele 1098 + 274,3 1132 + 304,6
Gastrocnémio 238,2+1239 474,0 £213,8
Testiculo 449,9 + 168,8 815,3 +£225,1
Tec.adiposo marrom 128,6 + 64,20 120,9 + 34,18
Tec.adiposo branco 4495 + 1427 917,1+291,8

com A-779 (n = 7). tedtStudent.

Valores sao representados pela média = SE. SDotefitr = 6) e SD tratados por 7 dias
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Tabela 31 Fluxo sanguineo regional de ratos Sprague-Daatestesiados tratados

por 7 dias com mini-bombas osmoticas contendo ieiow A-779 na dose de

0,5ug/100g/hora.

Fluxo sanguineo, ml.mirt.g*

Basal A-779
Rins 3,81+ 0,94 3,24 0,64
Pulmdes 5,04+ 3,00 4,11+ 1,27
Adrenais 14,73+ 5,00 10,03 4,22
Coragéo 10,74+ 1,85 9,80k 2,12
Baco 1,97+ 0,49 1,43t 0,44
Mesentério 0,59+ 0,17 0,35 0,08
Cérebro 1.73+ 0.2102 1,2%0,21
Pele abdominal 0,12+ 0,02 0,11+ 0,04
Musculo gastrocnémio 0,88+ 0,26 0,54 0,16
Testiculos 0,77+ 0,38 0,13t 0,05
Tecido adiposo marrom 3,66+ 2,01 1,39+ 0,48
Tecido adiposo branco 0,19+ 0,07 0,06t 0,02

Valores sao representados pela média + SE. SDoteitr = 6) e SD tratados por 7 dias

com A-779 (n = 7). tedtStudent.

4.8. Avaliagdo hemodinamica de ratos TransgénicosGR(A1-7)3292 anestesiados
tratados cronicamente com mini-bombas osméticas ctendo salina ou A-779 na

dose de 0,pg/100g/hora.

As figuras 72, 73, 74, 75 e 76 ilustram respecteati® a PAM, DC, IC, VS e RPT
de ratos TG tratados cronicamente com salina ou éeiv9 na taxa de 0,5
ug/100g/hora. O tratamento foi realizado através litberacdo do antagonista

angiotensinérgico, por sete dias, por mini-bombasdticas. Ocorreu reducao
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significativa do DC, IC e VS e aumento significatita RPT. No entanto, ndo foram

observadas alteracdes da PAM e FC. Os valoresoshegtdo descritos na tabela 32.

Pressao Arterial Média

Controle A-779

Figura 72. Pressao arterial média de ratos TGR(A1-7)3292tesiaslos tratados por 7

dias com mini-bombas osmoéticas contendo veicul@)wa A-779 (n=8) na dose de

0,5ug9/100g/hora. test-Student.

Débito Cardiaco

200+

mil/min

Controle A-779

Figura 73. Débito cardiaco de ratos TGR(A1-7)3292 anestesjdtatados por 7 dias

com mini-bombas osmdéticas contendo veiculo (n=7)Aecd79 (n=8) na dose de

0,5ug9/100g/hora. * P < 0,05, tesBtudent.
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Figura 74. indice cardiaco de ratos TGR(A1-7)3292 anestesjaiilatados por 7 dias
com mini-bombas osmadticas contendo veiculo (n=7)Aed79 (n=8) na dose de

0,5ug/100g/hora. * P < 0,05, tesBtudent.
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Figura 75. Volume sistolico de ratos TGR(A1-7)3292 anestasatratados por 7 dias
com mini-bombas osmaticas contendo veiculo (n=7)Aed79 (n=8) na dose de

0,5ug/100g/hora. * P < 0,05, tesBtudent.
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*

[

Controle A-779

Figura 76. Resisténcia periférica total de ratos TGR(Al-7B28@estesiados, tratados
por 7 dias com mini-bombas osmoticas contendo ie{ox7) ou A-779 (n=8) na dose

de 0,%9/100g/hora. * P < 0,05, tesStudent.

Tabela 32.Média dos valores de pressao arterial, frequéranidiaca, débito cardiaco,
indice cardiaco, volume sistélico e resisténcidfgréca total de ratos TGR(A1-7)3292

tratados cronicamente com veiculo ou com A-779as& de 0,mg/100g/hora.

TG controle TG tratado cronicamente

com A-779
Pressdao arterial (mmHQ) 83+4 86+4
Frequéncia cardiaca (bpm) 3139 307 £10
Débito cardiaco (ml/min) 142,5 + 23,68 93,76 + 10,44
indice cardiaco (ml.mif.100g) 40,51 £6,31 26,08 + 3,26
Volume sistélico (ml) 0,46 + 0,07 0,30+ 0,03
Resisténcia periférica total (mmHg.mimin.100g) 2,15+0,44 3,47 £0,44

Valores sado representados pela média = SE. TGater(m = 7) e TG tratados por 7

dias com A-779 (n = 8). testStudent.
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As figuras 77, 78 e 79 demonstram, respectivamastejalores de IC, VS e
RPT de ratos SD e TG tratados cronicamente conuleefsalina 0,9%) ou com A-779
na dose de Qyf5)/100g/hora. O tratamento crénico com A-779 naerait os IC, VS e
RPT de ratos SD quando comparados ao estado Ipasém, reverteu o aumento
observado nesses parametros promovidos provavelmelt aumento cronico de Ang-

(1-7) em ratos TG, quando comparados aos ratosobent
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Figura 77. indice cardiaco de ratos Sprague-Dawley e TGR(8PI2 tratados
cronicamente com veiculo (SD controle; TG contrale)com A-779 (SD A-779; TG

A-779) na dose de u8/100g/hora * P < 0,05, tesStudent.
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Figura 78. Volume sistélico de ratos Sprague-Dawley e TGR{A3292 tratados
cronicamente com veiculo (SD controle; TG contrale)com A-779 (SD A-779; TG

A-779) na dose de u5/100g/hora * P < 0,05, testStudent
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Figura 79. Resisténcia periférica total de ratos Sprague-Bavd TGR(A1-7)3292
tratados cronicamente com veiculo (SD controle;cb@trole) ou com A-779 (SD A-

779; TG A-779) na dose de Qg/100g/hora * P < 0,05, tesStudent.
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O tratamento cronico de ratos TG com A-779 promaaennento significativo da
resisténcia vascular dos rins, pulmdes, baco écwéss. No entanto, ndo alterou as
resisténcias vasculares dos demais 6rgaos anajsamtoo demonstrado nas figuras 80,

81, 82 e 83. Os valores de resisténcias vasculagesnais obtidos estdo descritos na

tabela 33.
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Figura 80. Resisténcia vascular regional dos rins, coragaimdes e adrenais de ratos
TGR(A1-7)3292 anestesiados, tratados por 7 dias comi-bombas osméticas
contendo veiculo (n=7) ou A-779 (n=8) na dose &adli100g/hora. * P < 0,05, test-

Student.
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Figura 81. Resisténcia vascular regional do baco e cérebmats TGR(A1-7)3292
anestesiados, tratados por 7 dias com mini-bombaticas contendo veiculo (n=7)

ou A-779 (n=8) na dose de Q@100g/hora. * P < 0,05, tesBtudent.
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Figura 82. Resisténcia vascular regional dos testiculos,dée@diposo marrom
interescapular, mesentério e mauasculo gastrocnéngo ratos TGR(A1-7)3292
anestesiados, tratados por 7 dias com mini-bomba®ticas contendo veiculo (n=7)

ou A-779 (n=8) na dose de Q@100g/hora. * P < 0,05, tesGtudent.
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Figura 83. Resisténcia vascular regional da pele abdominalcielo adiposo branco
epididimal de ratos TGR(A1-7)3292 anestesiadotads por 7 dias com mini-bombas
osmoéticas contendo veiculo (n=7) ou A-779 (n=8)dnae de 0,5g/100g/hora. test-

Student.

Tabela 33 Resisténcia vascular regional de ratos TG tratactonicamente com
veiculo (salina fisiologica estéril) ou com A-77@ mlose de 0,5ug/100g/hora e

respectivos aumento em percentagem.

Resisténciadtalar Regional, mmHg.mi'.min.g

TG controle TG tratado com A-779 % aumento

Rins 13,85+ 2,40 28,45 + 3,43* 103%
Pulmdes 7,45+0,53 21,46 £ 7,25* 88%
Adrenais 7,92 +1,10 9,69+ 1,39 -
Coracao 8,52+ 1,55 12,59+ 2,70 -
Bago 41,14 +8,12 83,24 £ 21,45* 102%
Mesentério 208,8 + 25,18 217,9 £ 48,62 -
Cérebro 60,81 + 8,60 60,82 + 10,61 -
Pele 1135+ 277,8 1146 + 343,3 -
Gastrocnémio 248,4 + 81,44 512,4+1825 -
Testiculo 157,1 £ 53,55 471,5 + 130,2* 200%
Tec.adiposo marrom 342,2 +141,2 397,9+1914 -
Tec.adiposo branco 2127 +415,3 3515 + 684,6 -
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Valores sao representados pela média = SE. TGater(m = 7) e TG tratados por 7
dias com A-779 (n = 8). testStudent.

O fluxo sanguineo regional dos 6rgaos analisadossaptou comportamento
semelhante ao da resisténcia vascular. Os anim&igageberam tratamento cronico
com A-779 apresentaram fluxo sanguineo menor parains, pulmdes, baco e
testiculos quando comparados aos ratos tratadoveimomo. A tabela 34 demonstra os
valores de fluxos sanguineos regionais obtidos, bmymo a diminuicdo em

percentagem quando comparados TG tratados com & T@®@tratados com veiculo.

Tabela 34 Fluxo sanguineo regional de ratos TGR(A1l-7)3208@stesiados tratados
por 7 dias com mini-bombas osmoticas contendo ieiow A-779 na taxa de

0,5ug/100g/hora e percentagem de diminuicdo em relag&wontrole.

Fluxo sanguineo, ml.mift.g*

Controle Tratamento % diminuicéo
crénico
Rins 6,67+ 0,92 3,28t 0,30* 51%
Pulm&es 11,83+ 1,73 5414 1,73* 54%
Adrenais 12,49+ 3,10 10,66 1,88 -
Ventriculo esquerdo 10,99+ 1,45 10,8% 3,76 -
Bago 2,92+ 0,74 1,38t 0,34* 53%
Mesentério 0,36+ 0,04 0,39t 0,06 -
Cérebro 1,46+ 0,14 1,74 0,28 -
Pele 0,09+ 0,02 0,10t 0,02 -
Gastrocnémio 0,67+ 0,24 0,48t 0,17 -
Testiculo 0,97+ 0,48 0,2% 0,06 70%
Tec.adiposo marrom 1,57+ 0,82 1,05+ 0,55 -
Tec.adiposo branco 0,04+ 0,01 0,03t 0,01 -
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Valores sado representados pela média = SE. TGater(m = 7) e TG tratados por 7

dias com A-779 (n = 8). * P < 0,05, tas$tudent.

Tabela 35 Sumario dos efeitos do bloqueio agudo e cronmm A-779 sobre os

parametros hemodinamicos sistémicos e regionaiatde SD e TG.

Sprague-Dawley TGR(A1-7)3292
Blogueio agudo Blogueio Blogueio Blogueio
A-779 cronico A-779 agudo A-779 cronico A-779

Indice cardiaco ndo alterou nao alterou
Volume sistolico néo alterou néo alterou

Resisténcia periférica total néo alterou néo alterou no alterou 1
Pressdo arterial média ndo alterou néo alterou néo alterou néo alterou

= Rins nao alterou néo alterou nao alterou T

E Pulmées néo alterou néo alterou ndo alterou 0

'Eﬁ Bago nao alterou nao alterou nao alterou T

= Testiculos nao alterou néo alterou nao alterou 1
E Ventriculo esquerdo nap alterou nao alterou nao alterou nao alterou
E Adrenal ndo alterou ndo alterou ndo alterou néo alterou
§ Pele abdominal nap alterou nao alterou nao alterou nao alterou
E Tecidoe adiposo branco no alterou ndo alterou no alterou néo alterou
E Cérebro nép alterou nio alterou no alterou n#o alterou
E Tecidoe adiposo marrom no alterou ndo alterou no alterou néo alterou
E Mesenterio nép alterou nio alterou no alterou n#o alterou
Miisculo gastrocnémio no alterou ndo alterou no alterou néo alterou
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, observamos valores maiores de D€,US em ratos TGR(A1-
7)3292 (TG). Além disso, observamos que a infusjuda de Ang-(1-7) em ratos
Sprague-Dawley (SD), aumentou de forma signifieaéigsses parametros.

Vérias pesquisas tém demonstrado a participacdndg1-7) na regulacéo da
funcado cardiaca (Ferreiet al, 2002; Lootet al, 2002; Schmaier, 2003; Santetsal.,
2000; Santoset al, 2005). Sampaiet al (2003) demonstraram que a Ang-(1-7),
infundida agudamente em ratos Wistar anestesiadosentou o DC e 0 VS e que este
efeito ndo foi abolido na presenca de antagonistaAmlg-(1-7), A-779. Lootet al
(2002) observaram que a infusédo crénica de Ang){@ré&servou a funcéo cardiaca em
modelos de ratos de faléncia cardiaca. Mais recame, Santoset al (2004)
demonstraram que ratos TGR(A1-7)3292 apresentaram melhor funcdo cardiaca
quando comparados aos animais SD. Também obseneurarms efeitos da Ang-(1-7)
na funcéo cardiaca podem ser mediados pelo septoeespecificdMas uma vez que
camundongosknockout para este receptor apresentaram piora da funcébaca
guando comparados aos animais controle (Saeitcs., 2006). Corroborando esses
dados, observamos que camundongo®ckout para o receptoMas (KO-Mas)
apresentaram DC, IC e VS reduzidos em relacdoraoss controléVild-type(WT).

Por outro lado, o tratamento tanto agudo quar@oicn, com A-779 de ratos SD
nao alterou esses parametros. No entanto, em T&p® tratamento agudo e cronico
com A-779 reverteu o aumento de DC, IC e VS, pe$signte produzido pelo aumento

cronico de Ang-(1-7). Esses resultados sugeremogaemento cronico dos niveis
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plasmaticos de Ang-(1-7), nesse rato, tenha aumeradaexpressdo ou a sensibilidade
dos receptorellas envolvidos na regulacéo da funcéo cardiaca.

Dessa forma, os dados obtidos sugerem que a Arp€derce efeito inotropico
positivo sobre a funcéo cardiaca, uma vez que taatamento agudo quanto o cronico
deste peptideo, resultou em aumento da forca ¢ibmtoacoracdo. Além disso, parece
que esse efeito ocorre pela ativacdo do recédy jA que a delecdo genética e o
bloqueio farmacologico deste receptor em ratosré&yltou em piora da contratilidade
cardiaca.

No entanto, ndo € possivel excluir um efeito venstrdor da Ang-(1-7),
promovendo aumento do retorno venoso e resultamdauenento indireto da forca de
contracdo cardiaca pelo mecanismo de Frank-Statiagooucos estudos na literatura
referentes a acdo da Ang-(1-7) no leito venoso.obgervado que, em anéis de veia
portal de ratos, a Ang-(1-7) néo alterou o diameloovaso quando comparado ao
veiculo (Gurzuet al, 2005). No entanto, em veias femorais de caeAng(1-7)
potencializou a acéo vasoconstritora da bradiciftifeckeret al, 1997). Mensuragdes
dos didmetros dos diferentes leitos venosos saess@das para excluir esse possivel
efeito venoconstritor.

Benter et al (1993) observaram que a Ang-(1-7) causou um cefeit
pressor/depressor, com predominancia do comportapeessor, quando injetada na
circulagcdo sanguinea de ratos SD. Dois anos nrdis, i@ap6s a administracao crénica de
Ang-(1-7), observaram reducao da pressdo sangemeatos SHR, mas ndo em ratos
Wistar e SD. Além disso, reducdo da pressao sanguinetefiodonstrada em pacientes

gravemente hipertensos tratados com inibidor de Et#bonnieret al., 1981).
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Santoset al (2004), ao realizar medidas hemodinamicas paoteldmetria em
ratos TG e SD, observaram que as médias dos valergsessao arterial ndo foram
diferentes entre os grupos. Resultados similamesf@btidos por Bragat al (2002) e
Sampaicet al. (2003), que observaram que o aumento cronicagudo de Ang-(1-7),
respectivamente, no plasma de ratos Wistar, nécaedim os valores da pressao arterial
média. Observaram, também, que a delecdo gendticacéptorMas ndo alterou as
meédias de presséo arterial em camundongos Black(Sé@ntost al 2006), embora
Xu et al. (2008) tenham demonstrado que a delecaMawem camundongos FVB/N
resultou em aumento da pressao arterial. As medidaBAM realizadas no presente
estudo confirmam essas observacfes, demonstraedpapumento agudo ou cronico de
Ang-(1-7), no plasma de animais normotensos, eajdelecdo genética do receptor
Mas nédo alteram as médias de presséao arterial.

Ha varios estudos na literatura demonstrando gd@g(1-7) exerce efeitos
diversos sobre a frequéncia cardiaca (FC). Braigal (2002) observaram que o
aumento crbénico de Ang-(1-7) causou bradicardiaratas normotensos, enquanto
Santoset al (2004) observaram que ratos TGR(A1-7)3292 aptasmm FC maior
guando comparados aos ratos controle. No entantgsoautores demonstraram que a
infusdo aguda ou crénica de Ang-(1-7) nédo alteréiCgBenteret al, 1995; Strawret
al., 1999; Ferreireet al, 2002; Sampaiet al, 2003), sugerindo que os diferentes
modos de coleta utilizados podem interferir no®nes de FC, como: método utilizado
para registro da FC, tempo de tratamento, tipoxgeranento, sen vivo ou in vitro,
dose de Ang-(1-7) utilizada e se a mensuracaoefdizada em animais acordados ou

anestesiados.
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Observamos que os ratos TG apresentaram valoré<Cdsignificativamente
menores que os ratos SD, ao contrario de Santals(2004). No entanto, estes autores
realizaram medidas hemodindmicas em animais acosdadilizando telemetria,
engquanto, neste trabalho, as medidas foram reakzdd forma aguda e em animais
anestesiados. Além disso, ha estudos demonstrareda gretana € capaz de promover
queda acentuada da FC (Buretgal, 1972). Assim, a utilizacdo de uretana pode ter
contribuido para reduzir a FC tanto dos ratos Tétudos SD, porém com efeito mais
pronunciado nos ratos TG. Estudos adicionais sé@essarios para esclarecer o efeito
da anestesia sobre esses animais. Por sua vdmsaoraguda de Ang-(1-7) em ratos
SD, néo alterou as médias de FC.

Em camundongos K®as, observamos que a delecédo genéticdstambém
nao alterou os valores de FC, como demonstrado Samtoset al (2006) em
camundongos acordados e anestesiados da mesngetimha

E conhecido que muitos fatores locais e sistémiegslam a funcéo das células
musculares lisas, determinando o ténus vasculatosseqiientemente, a perfusao
sanguinea tecidual. Dentre esses fatores, destweam-Ang Il com seu efeito
vasoconstritor e a Ang-(1-7) com seu efeito vastalior (Oseet al, 1993; Porstet al,
1994; Brosniharet al 1996; Rokset al, 1999; Reret al, 2002; Neve®t al, 2003;
Lemoset al, 2005).

No presente estudo, foi observado que os rindctdss, pulmdes e baco de
ratos TG, quando comparados aos mesmos 6érgaosodeSia, apresentaram perfusdes
sanguineas significativamente maiores. Foi obserMathbém, que a infusdo aguda de
Ang-(1-7), em ratos SD, promoveu alteracdes semtdbanas perfusfes sanguineas

regionais, exceto no baco.
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Corroborando esses dados, Ren al (2002) e Sampaicet al (2003),
observaram efeito vasodilatador da Ang-(1-7) eneriénfas aferentes renais pré-
contraidas de coelhos e em leito vascular renshtbs\Wistar, respectivamente. Esses
autores demonstraram que o efeito vasodilataddmda(1-7) no leito renal € mediado
por receptor especifico, uma vez que este efeit@abmlido na presenca de A-779. Além
disso, Renret al (2002), observaram também, que na presendaMAME o efeito
vasodilatador da Ang-(1-7) nos rins foi abolido,snméo na presenca de indometacina e
de antagonistas especificos de receptores AT1 edsT2Ang Il. De acordo com os
estudos citados acima, observou-se que a delecaéticgge do receptoMas em
camundongos jovens, promoveu reducdo da perfusdguiseea renal, sugerindo a
participacdo do receptdvilas na modulacdo do tbnus vascular dos rins. Alémodiss
observou-se também, que o tratamento crénico cofiAde ratos TG reverteu o efeito
vasodilatador renal da Ang-(1-7) elevada cronicamero plasma. No entanto, o
bloqueio agudo com A-779 ndo alterou a perfusdgusara renal, de acordo com
estudos de Sampaab al (2007), que observaram que a estimulagéo dafBerde NO
pela Ang-(1-7) em células de ovario lk@msterchinés perdurou por tempo superior a
30 minutos, sugerindo que a cascata de sinalizdgdencadeada pela Ang-(1-7) n&o
possa ser bloqueada de forma aguda.

Rins de camundongos KMas mais velhos ndao apresentaram diferencas de
resisténcia vascular quando comparados a rins rdercbongos WT de mesma idade,
diferentemente do observado em camundongos jo#sse. resultado sugere alteracao
do leito vascular renal com o processo de envetietio, como enrijecimento e menor
resposta aos agentes vasodilatadores, porém, ssagifionais sdo necessarios para

averiguar essa hipotese.
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No leito vascular testicular ndo ha evidénciastdeele efeito vasodilatador da
Ang-(1-7), porém, foi observado que os testiculmsstituem um dos locais de maior
expressdo do RNAm, para o recephdas (Alenina et al, 2002) e para a enzima
formadora de Ang-(1-7), a ECA2 (Donogheteal,, 2000). Neste estudo, foi observado
que além do efeito vasodilatador da Ang-(1-7) elaveronicamente e agudamente no
plasma de ratos TG e SD, respectivamente, camundoK@-Mas mais velhos
apresentaram perfusdo sanguinea testicular redugidado comparados a animais
controle de mesma idade. Além disso, o blogueiaicodcom A-779, reverteu o efeito
vasodilatador da Ang-(1-7) sobre os testiculosatlesr TG, sugerindo importante papel
modulatério do eixo Ang-(1-Mas nas funcdes fisioldgicas e efeito vasodilatador da
Ang-(1-7) mediado pelo receptbdtas e dependente da liberagcdo de NO, corroborando
dados de Sampaiet al. (2007), j& que o bloqueio agudo nao alterou dup@o
sanguinea desses 0rgaos.

De forma interessante, os testiculos de camundok@sbas jovens quando
comparados aos testiculos de animais controle denmé@lade, apresentaram perfusao
sanguinea tecidual significativamente maior, sugeri que em testiculos de
camundongos KQ4as jovens, exista outra via de sinalizacdo envolvidacontrole do
tébnus vascular. Em adic&o, nos animais WT, pareeeegsa via é substituida pela via
mediada pelo receptddas com o processo de envelhecimento, uma vez quenaleh
al.(2002) demonstraram que a expressao do reckfascomeca a se tornar visivel no
18° dia apds o0 nascimento, atingindo seu pico maxin& més de vida.

Nos pulmdes, a existéncia de SRA foi demonstrad®pteet al (2000) e Kuba
et al. (2006). A expressao da ECA2, por exemplo, em pesrhumanos saudaveis ou

doentes, demonstrou que essa enzima protege ogmilde mamiferos de injuria
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pulmonar severa. Foi observado que em patologia® eohipertensédo pulmonar, a Ang
Il exerce importante participacdo no processo dedelamento vascular, via receptor
AT1 (Morrell et al, 1999) e tem sua producdo aumentada por aumardggpressao da
ECA endotelial (Studdet al, 1983; Morrellet al, 1995). Assim, o fato da Ang-(1-7)
contra-regular grande parte dos efeitos da Ang dl ECA2 funcionar como enzima
protetora contra injaria pulmonar, evidencia o im@ote papel da Ang-(1-7) na
patofisiologia dos pulmdes, promovendo vasodilatadaminuindo os efeitos deletérios
da Ang Il sobre a funcdo pulmonar, reduzindo osiside hipertensdo pulmonar e
melhorando a relacdo ventilacdo/perfusdo. No ptesestudo, observou-se efeito
vasodilatador da Ang-(1-7) na circulacdo bronquiqage trata-se de circulacéo
totalmente independente da circulacdo provenieatartéria pulmonar e de circulacéo
nao envolvida na regulacdo da relacdo ventilac#ioig@o e sim na perfusdo de
brénquios e bronquiolos de conducao. Porém, émbssigerir efeito vasodilatador da
Ang-(1-7) no leito vascular pulmonar como um todima vez que ja foi demonstrado a
participacdo de componentes do SRA na hipertens@éwopar, por exemplo (Studeby
al., 1983). Além disso, observou-se também, que ecéel genética do receptilas
promoveu aumento de ténus da vasculatura brongassan como o bloqueio crénico
com A-779 em ratos TG. No entanto, o bloqueio agadm A-779 ndo causou
alteracdes da perfusdo sanguinea para o leito laasotdnquico. Esses resultados
sugerem o envolvimento do recepias no efeito vasodilatador da Ang-(1-7) sobre
este leito vascular e de acordo com resultadodagpor Sampaiet al. (2007), parece
que esse efeito envolve a liberacdo de NO, umauwen tratamento agudo com A-779

nao alterou a resisténcia vascular da circulacdoduica.
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No leito vascular esplénico ha poucos estudos anddi 0 efeito vasodilatador
da Ang-(1-7). Porém, nossas observacdes vao denteacaos resultados obtidos por
Sampaicet al (2003), que néo observaram alteracdo da pereiguinea para o baco
apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) em ratbstar anestesiados. O fato de apenas o
aumento cronico de Ang-(1-7) no plasma ter desezaziul efeito vasodilatador do leito
vascular esplénico, sugere aumento de expressgzelgtorMas como uma adaptacao
a esse aumento crénico. Além disso, a reducdo daspe sanguinea para o baco
observado em camundongos Hase apds o tratamento cronico com A-779 em ratos
TG, sugere que o efeito vasodilatador da Ang-(%ebre este leito vascular ocorre por
ativacdo de receptdvlas e liberagcdo de NO, como demonstrado por Samgal
(2007).

Corroborando dados de Porst al (1994) e Brosniharet al (1996),
observamos que a infusdo aguda de Ang-(1-7) era &0 promoveu dilatacéo do leito
vascular coronariano. Porém, ndo foi encontradoef@sodilatador da Ang-(1-7) no
coracdo de ratos TG quando comparados aos aninoaisole. Varios estudos
demonstraram que o efeito vasodilatador da Angi(In@ leito vascular coronério,
varia conforme a dose utilizada, podendo causaoddagédo (Porstiet al, 1994;
Brosnihanet al, 1996), vasoconstricao (Kumagsial, 1990; Neve®t al, 1997), ou
nao alterar a perfusdo sanguinea tecidual (Goe¢ldd., 1998; Almeidaet al, 2000).
Além disso, Castret al (2005) observaram que, na presenca de losartang#1-7)
produziu vasodilatacdo coronariana, que foi compiente bloqueada na presenca de
A-779. No mesmo trabalho, resposta mais complexaoltida na presenca de
antagonista de receptor AT2, PD123319. O bloqueioedeptor AT2 produziu, por si

s6, aumento da pressao de perfusdo, aumentadana@islaa presenca de Ang-(1-7).
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Em adicdo, camundongos KW@as apresentaram resisténcia vascular
coronariana similar a dos animais WT e o tratamagtalo ou crénico, com A-779 de
ratos SD e TG, nado alterou a perfusdo sanguineana@oana. Esses resultados
demonstram a necessidade de bloqueio simultanescdptores AT1, AT2 Blas, para
explicar o possivel mecanismo envolvido nessa aggol Porém, ndo pode ser
descartada a hipotese de receptor distintMds envolvido neste efeito ou a presenca
de metabdlitos da Ang-(1-7).

O cérebro, glandulas adrenais e tecido adiposoomaimterescapular de ratos
TG, apresentaram resisténcias vasculares regisiggigicativamente menores quando
comparados aos mesmos o0rgaos de ratos SD. Resulieditares foram observados
apos a infusdo aguda de Ang-(1-7) em ratos SDgéneboo e tecido adiposo marrom.
As glandulas adrenais, por sua vez, ndo apresentataracdo de perfusdo sanguinea
apos a infusdo aguda de Ang-(1-7), corroborandosidd Sampaiet al. (2003).

O aumento de perfusdo sanguinea cerebral apédnaukstagudo ou crénico
com Ang-(1-7), confirmam dados de Meng e Busija9@)9 Feteriket al (2000) e
Sampaicet al (2003). Esses estudos observaram efeito vasadilatia Ang-(1-7) em
microvasos cerebrais de porcos, em artérias césebrédia de cdes e aumento da
perfusdo sanguinea cerebral ap6s a infusdo agudagi€l-7) em ratos normotensos,
respectivamente. Feterdt al. (2000) observaram que o efeito vasodilatador ioig-@ -

7) em artéria cerebral média de cées, ocorreu iperatdo de NO das células
endoteliais, uma vez que a remoc¢ao do endotélicadigio deL-NAME aboliu este
efeito, porém, observou que o A-779 foi incapaimdsr o efeito vasodilatador da Ang-
(1-7). Sampaicet al (2003), por sua vez, observaram que o efeitodiatador da

Ang-(1-7) foi abolido na presenca de A-779 em rdtbstar, sugerindo a participagao
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do receptoMas nesse efeito vasodilatador. Além disso, obseseone presente estudo,
que camundongos KOs mais velhos apresentaram reducédo de perfuséo isaagu
cerebral quando comparados a animais WT de mesada,iénquanto o bloqueio tanto
agudo quanto cronico com A-779, ndo alterou a padusanguinea para este Orgao.
Esses resultados sugerem que o efeito vasodilatal@ng-(1-7) no cérebro, varia
conforme o leito vascular estudado e a espécieanitiizada, ja que em ratd¥istar

o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) foi inibido peA-779, efeito ndo observado em
ratos SD e TG, e em camundongos, 0 recelgtas participar da regulacdo do tbnus
vascular cerebral. Além disso, em ratos SD, néde jged descartada a hipotese de outro
receptor além d®as envolvido no efeito vasodilatador da Ang-(1-7)apresenca de
metabolitos da Ang-(1-7), como o D-Ala-Ang-(1-7) eqiem demonstrado efeito
vasodilatador ndo dependente do receptor Mas (coag#o pessoal).

No tecido adiposo marrom, ndo ha estudos na lileratiemonstrando a
participacdo da Ang-(1-7) no controle do tbnus uksc Sabe-se que o SRA esta
envolvido na patofisiologia de disturbios assocsa@l@besidade, resisténcia a insulina e
a sindrome metabdlica (ver Engeli al, 2003; Santost al, 2008). Além disso,
Campbellet al. (1993, 1995) e Shenoy & Cassis (1997), encontrakag |, Ang II,
Ang-(1-9), Ang-(1-7) e Ang-(2-8) no tecido adiposgarrom, sugerindo producéo
enddgena desses peptideos e participacdo no ewmtooinetabolismo, da perfusédo
tecidual e da atividade local do sistema nervoempaiico. Foi observado por nosso
grupo, que medidas de perfusdo sanguinea feitalsicpodemonstraram diminui¢ao
acentuada de tbnus vascular do tecido adiposo mafdados ndo mostrados),
evidenciando importante participacdo da Ang-(1-&) tarmogénese corporal. Além

disso, observou-se neste estudo, que a delecatiogedé receptoMas resultou em
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diminuicdo significativa da perfusdo sanguinea paraecido adiposo marrom,
evidenciando a participacédo do recepitars no controle do tdnus vascular deste 6rgao.
No entanto, o bloqueio agudo e cronico com A-7#&% alterou a perfusdo sanguinea
do tecido adiposo marrom, sugerindo que em ratgseRiSte outro receptor além do
Mas mediando o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) opasicipacdo de metabdlitos
vasodilatadores da Ang-(1-7).

Com relacdo as glandulas adrenais, 0 aumentoedaspo tecidual apos o
tratamento agudo e crénico com Ang-(1-7), corrobbordados da literatura, que
evidenciam o importante papel deste peptideo nagbés e perfusdo sanguinea das
glandulas adrenais (Sampa@b al, 2003; Mulroow, 1998; Ehrhart-Bornsteet al.,
1998). Alem disso, observou-se que camundongodvié®apresentaram diminuicao
de perfusdo sanguinea para as glandulas adrenamiacomparados aos animais
controle, sugerindo a participacdo do recepitars no controle do tdnus vascular.
Porém, o bloqueio tanto agudo quanto crbénico com7%- ndo alterou a perfusao
sanguinea deste 6rgao, evidenciando novamenten &ssho para outros Orgaos, a
presenca de receptor distinto das envolvido nesse efeito ou a participacdo de
metabdlitos vasodilatadores da Ang-(1-7).

Em adicdo, no cérebro, a idade parece interferparicipacdo do controle do
tbnus vascular pelo receptbtas Camundongos Kas e WT jovens, apresentaram
perfusdo sanguinea cerebral similar, diferentemaids resultados obtidos nos
camundongos idosos. Esse resultado sugere aumemopdessdo do receptigias na
arvore vascular cerebral com o processo de enveibato.

As medidas hemodinamicas regionais da pele e n&gele ratos TG e SD,

demonstraram que as resisténcias vasculares daggess, foram similares entre os
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dois grupos de ratos. Porém, a infusdo aguda de(Bfy em ratos SD, promoveu
vasodilatacdo de ambos os leitos vasculares. Ghsee;, também, que a delecao
genética do receptdvlas resultou em diminuicdo da perfusdo sanguinea estes
orgaos, porém, tanto o tratamento agudo quant@mocr com A-779, ndo promoveu
alteracOes da resisténcia vascular cutanea e réasant

Confirmando o efeito vasodilatador da Ang-(1-7)leito mesentérico, Oseit
al. (1993) observaram que a Ang-(1-7) apresentoucet@isodilatador direto em leito
mesentérico isolado de felinos. Mais tarde, Olaveit al (1999) e Fernandest al
(2001), demonstraram que a Ang-(1-7) produziu &@gab em vasos de resisténcia
mesentéricos de ratos normotensos e hipertenspeateramente, que foi inibida na
presenca de A-779 e parcialmente abolida na praséat-NAME e indometacina.
Além disso, Sampaiet al (2003) demonstraram que a infusdo aguda de ATQ-€n
ratos normotensos, aumentou a perfusdo sanguirgsntégca e que o pré-tratamento
com A-779 inibiu esse efeito vasodilatador, suggriparticipacéo do receptor Mas no
efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Varios estudesidnstraram que o efeito da Ang-(1-
7) sobre o leito vascular pode variar conforme sed® o animal utilizados e a situagéo
experimental (Nevest al, 1996; Almeideet al, 2000; Sampaiet al, 2003). Assim, a
concentracdo de Ang-(1-7) presente no plasma ds i@, pode néo ter sido efetiva
para desencadear efeito vasodilatador no leitanasmesentérico. Além disso, no rato
SD ndo pode ser descartada a hipotese da presencaceptor distinto ddMas
envolvido no efeito vasodilatador da Ang-(1-7), becomo de metabdlitos
vasodilatadores da Ang-(1-7).

Na pele, ha estudos demonstrando o efeito vasadidatia Ang-(1-7) (Sampaio

et al, 2003; Machadet al, 2002). Porém, neste leito vascular parece quandicao
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experimental, a dose de Ang-(1-7) utilizada e omahiutilizado, também interferem
nesse efeito vasodilatador.

Com relacdo ao tecido adiposo branco e musculoe&gmo, nem o aumento
agudo nem o cronico de Ang-(1-7), alteraram a gé@disanguinea destes 6rgaos, assim
como o0 tratamento com antagonista angiotensinérgicomplementando esses
resultados, os camundongos HW&s e WT apresentaram resisténcias vasculares do
tecido adiposo branco epididimal e masculo gaséuoio, similares. No entanto, esses
resultados ndo descartam a participacao do eixe(&7gMas nas funcdes fisiologicas
destes orgaos. Apenas sugerem que, pelo menosume tascular desses 0rgaos, esse
eixo ndo exerce influéncia.

Assim, as diferentes respostas dos diferentessleitasculares ao efeito
vasodilatador da Ang-(1-7), sugere seletividade Atay-(1-7) nos varios leitos
vasculares, bem como distribuicéo e expressacediteada dos receptores de Ang-(1-7)

ao longo das arvores vasculares.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que o eixo Ang-(1-7)/Mesrce importante
participacdo na regulacdo da hemodinamica sisténeicaegional de ratos e
camundongos.

Além disso, o0 modo como esse eixo exerce efelaadior varia conforme o
leito vascular estudado, porém em alguns leitogwaes parece que esse efeito é
mediado pelo receptdvias, ativando a NOS e promovendo a liberagdo por tempo
prolongado de NO, como sugerido por Samial. (2007). Em outros leitos, parece
que o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) ocorregiowacao de receptor distinto Mas

Sugere-se, também, que a idade interfere na esgure® receptdvlas,uma vez
que em alguns leitos vasculares de camundongoffeterdes idades, a delecado deste

receptor regulou de forma diferente a resisténaszwar regional.
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