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SILVA- ALVES, C.R.A. Agonista tendencioso para o receptor AT; exerce efeitos benéficos
sobre pardmetros cardiovasculares de ratos espontaneamente hipertensos. 2017. 79f.
Dissertacao (Mestrado em Fisiologia). Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

RESUMO

A hipertenséo arterial (HA) € uma desordem que resulta do prejuizo nos mecanismos
de controle da pressédo arterial, dentre os quais destacam-se o barorreflexo e o
Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA). As agbes da Angiotensina Il no
receptor do tipo AT: (AT1R) s&o determinantes para a elevacdo da pressao arterial via
ativagdo da proteina Gq1:. Devido a esse fato, antagonistas do AT:R tém sido boas
opcOes para o tratamento da HA, porém com efeitos colaterais indesejados. O
TRV120027 é um agonista tendencioso para o receptor ATy, ou seja, é capaz de se
ligar ao ATiR sem ativar a proteina Gq11, mas sim algumas MAPKs e a B-arrestina,
promovendo efeitos cardioprotetores. Estudos apontam o TRV120027 como uma
droga em potencial para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, porém nada tem sido
relatado sobre esse composto na hipertensdo. O objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos do TRV120027 sobre a pressdo arterial e sua modulagédo
autondmica, a sensibilidade do barorreflexo e o estresse oxidativo sérico e tecidual em
ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR). Os
ratos WKY e SHR foram divididos em quatro grupos: WKY e SHR nao tratados
(WKY-C e SHR-C) e tratados com o TRV120027 (WKY+TRV e SHR+TRV). O
tratamento com o TRV120027 foi realizado por via intracerebroventricular utilizando
minibombas osmoticas acopladas a uma céanula guia implantadas em direcdo ao
ventriculo lateral dos animais, por meio das quais o composto foi injetado durante 14
dias (20 ng/kg/dia). No 13° dia, foram implantados cateteres na veia e artéria femorais
dos animais para administragdo de drogas e avaliagdo dos parametros
cardiovasculares, respectivamente. Em seguida, os animais foram sacrificados e foi
feita a coleta de sangue, rins e figado para avaliacdo do estresse oxidativo pelo
método do &cido tiobarbitdrico. Todos os protocolos foram aprovados pelo CEUA-
UFPB (parecer n® 090/2016). O tratamento com TRV120027 n&o induziu alteracdes
significativas na pressado arterial dos animais normotensos (WKY-C: 119 £ 6 vs.
WKY+TRV: 108 + 5 mmHg), mas foi eficiente em reduzir a pressdo arterial nos
animais SHR+TRV quando comparados ao grupo SHR-C (160 £ 5 vs.181 + 3 mmHg,
respectivamente, p<0,05), ndo foi observada diferenca significativa na frequéncia
cardiaca entre os grupos avaliados. O tratamento melhorou o ténus cardiaco vagal nos
animais SHR+TRV quando comparados ao grupo SHR-C (AFC =+83 £ 1 vs. +54 + 3
bpm, respectivamente, p< 0,05), assim como melhorou o tdnus vasomotor simpatico
(APAM = -47 + 2 vs. -64 + 5 mmHg, p< 0,05). Adicionalmente, nos animais SHR
tratados houve melhora na sensibilidade do barorreflexo induzido (SHR-C: -1,4 + 0,2
vs. SHR+TRV: 2,4 = 0,3 bpm/mmHg, p<0,05). e espontdneo (SHR-C: 0,5 £ 0,1 vs.
SHR+TRV: 1,8 + 0,2, ms/mmHg, p<0,05). O TRV120027 também foi capaz de reduzir
0S niveis séricos e renais de MDA nos animais SHR+TRV quando comparados ao
grupo SHR-C (Soro: 0,37 + 0,05 vs. 2,58 + 0,08 nmol/ml; Rins: 8,18 + 0,03 vs. 11,7 +
0,05 nmol/mg do 6rgao). Os resultados obtidos demonstram que o TRV120027,
atuando no Sistema Nervoso Central, é capaz de reduzir a PA de ratos
espontaneamente hipertensos, melhorar a funcdo autonbmica, restaurar a
sensibilidade do barorreflexo e reduzir o estresse oxidativo periférico presente nesses
animais. Esses dados reforgam o envolvimento da via dependente da proteina Gga1
acoplada ao AT1R no processo hipertensivo e apontam para o potencial benéfico do
agonista tendencioso TRV120027 contra a hipertenséo e eventos a ela relacionados
ao ativar a via da B-arrestina acoplada ao mesmo receptor, de maneira tendenciosa.

Palavras-chave: Hipertensdo; Barorreflexo; Estresse oxidativo; Angiotensina I,
TRV120027.
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ABSTRACT

Arterial hypertension (AH) is a disorder that results from impairment in blood pressure
control mechanisms, among which the baroreflex and the Renin Angiotensin
Aldosterone System (RAAS) stand out. The actions of Angiotensin Il in the AT,
receptor type (ATiR) are determinants for the elevation of arterial pressure via Ggu1
protein-coupled AT:R activation. Because of this, AT:R antagonists have been good
options for HA treatment, but with undesirable side effects. TRV120027 is an AT:
receptor biased agonist, in other words, it is capable of binding to AT:R without
activating Ggi1 protein, but rather some MAPKs and [-arrestin, promoting
cardioprotective effects. Studies point to TRV120027 as a potential drug for the
treatment of heart failure, but nothing has been reported regarding the effects of this
compound on hypertension. The aim of the present study was to investigate the effects
of TRV120027 on arterial pressure and its autonomic modulation, baroreflex sensitivity
and serum and tissue oxidative stress in normotensive Wistar Kyoto (WKY) and
spontaneously hypertensive (SHR) rats. The WKY and SHR rats were divided into four
groups: WKY and SHR untreated (WKY-C and SHR-C) and treated with TRV120027
(WKY+TRV and SHR+TRV). Treatment with TRV120027 was performed
intracerebroventricularly using osmotic minipumps implanted towards the lateral
ventricle of the animals, through which the compound was injected for 14 days
(20 ng/h/day). On the 13th day, catheters were implanted in the femoral vein and artery
of the animals for drug administration and evaluation of cardiovascular parameters,
respectively. After that, the animals were sacrificed and blood, kidneys and liver were
collected to evaluate oxidative stress by the thiobarbituric acid method. All protocols
were approved by CEUA-UFPB (N. 090/2016). Treatment with TRV120027 did not
change the arterial pressure of hormotensive animals (WKY-C: 119 £+ 3 vs. WKY+TRV:
108 £+ 3 mmHg), but was effective in reducing arterial pressure in SHR+TRV animals
when compared to SHR-C group (160 + 5 vs .181 + 3 mmHg, respectively, p <0.05), no
significant difference in heart rate was observed between the groups evaluated.
Treatment improved the cardiac vagal tone in SHR+TRV when compared to SHR-C
(AHR = +83 = 1 vs. +54 + 3 bpm, p <0, 05), as well as improved the sympathetic
vasomotor tone (APAM = -47 + 2 vs. -64 + 5 mmHg, p< 0,05). In addition, in SHR+TRV
there was an improvement in the induced (SHR-C: -1,4 + 0,2 vs. SHR+TRV: 2,4 £ 0,3
bpm/mmHg, p<0,05) and spontaneous (SHR-C: 0,5 + 0,1 vs. SHR+TRV: 1,8 £ 0,2,
ms/mmHg, p<0,05) baroreflex sensitivity. The TRV120027 was also able to reduce
serum and renal MDA levels in SHR+TRV animals when compared to SHR-C group
(Serum: 0.37 £ 0.05 vs. 2.58 + 0.08 nmol/ml; Kidneys: 8.18 + 0.03 vs. 11.7 + 0.05
nmol/mg organ). The results obtained demonstrate that TRV120027, acting in the
Central Nervous System, is able to reduce the arterial pressure in spontaneously
hypertensive rats, improve autonomic function, restore baroreflex sensitivity and
reduce peripheral oxidative stress present in these animals. These data reinforce the
involvement of Gga1 protein-dependent pathway coupled to AT:R in the hypertensive
process and point to beneficial potential of the biased agonist, TRV120027, against
hypertension and related events by activating B-arrestin pathway-coupled to AT:R in a
biased way.

Keywords: Arterial hypertension; Baroreflex; Oxidative stress; Angiotensin |I;
TRV120027.
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1. INTRODUCAO

A hipertensédo arterial (HA) € um estado clinico multifatorial caracterizado
pela elevacdo sustentada dos niveis de pressdo sanguinea. Um individuo é
considerado hipertenso se apresentar valores constantes de pressao arterial
sistélica maior ou igual a 140 mmHg e/ou presséo arterial diastélica maior ou igual
a 90 mmHg (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo, 2016). Frequentemente a
HA esta associada a disturbios metabdlicos, alteracfes funcionais e/ou estruturais
de orgaos-alvo, sendo agravada pela presenca de dislipidemias, obesidade e
intolerancia a glicose (MANCIA e cols, 2013; WHO, 2013; VII Diretrizes Brasileiras
de Hipertensédo, 2016). Estudos apontam a elevacdo da pressao arterial (PA)
como o principal fator de risco para a morbidade e mortalidade mundial entre
homens e mulheres devido a doencas cardiovasculares (DCVs) (SARGANAS e
NEUHAUSER, 2016; CHIUVE e cols., 2014; HUYNH, REID, e cols., 2014).

A HA pode ser classificada em priméria ou secundaria, a hipertensao
primaria, também chamada de hipertensao essencial € aquela cuja causa néo é
definida, acometendo 95% dos individuos hipertensos, ja a hipertensao
secundéaria tem sua etiologia definida, o que € importante para direcionar o
tratamento (OPARIL, 1996; LESSA, 1998; VII Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo, 2016; SILVA, 2006). A grande dificuldade esta no tratamento da
hipertenséo priméaria devido a complexidade dos mecanismos subjacentes a esta
desordem, os quais decorrem do desequilibrio em um ou mais mecanismos de
controle da PA.

A PA é determinada pelo produto do débito cardiaco (DC) pela resisténcia
vascular periférica total (RVPT). O DC consiste no volume de sangue ejetado pelo
coracdo a cada minuto, expresso como produto do volume sistélico (VS, em mL)
pela frequéncia cardiaca (FC, em bpm); e a RVPT é determinada pelo ténus dos
vasos sanguineos (GUYTON, 2006; OATES apud HARDMAN e cols, 1996).

O controle da PA envolve uma agao integrada do sistema cardiovascular
com os sistemas renal, nervoso, imunolégico e enddcrino, bem como a acéo de
varios hormonios e vias de sinalizacdo (McARDLE e cols., 2003; COWLEY, 2006,
GUYTON, 2006). Esse conjunto atua por mecanismos de retroalimentacdo que
monitoram e ajustam a PA em curto e longo prazo (KRIEGER, 1964; BRISTOW e
cols, 1969; DAMPNEY, 1994; DAMPNEY e cols., 2002).
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Em curto prazo, a PA é regulada por mecanismos neurais de controle, ja
no controle em longo prazo da PA, os rins desempenham papel central por meio
do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) e outros mecanismos renais
(RABINOVITCH, FRIEDMAN, e cols., 2015; KOBORI, NANGAKU e NISHIYAMA,
2007).

1.1. Controle neural da presséao arterial - Barorreflexo

O controle em curto prazo da PA é modulado pelo sistema nervoso
central (SNC) via reflexos cardiovasculares, caracterizados por promoverem
ajustes rapidos de PA e frequéncia cardiaca (FC). Dentre eles, destaca-se o
barorreflexo, capaz de monitorar a PA batimento a batimento, alterando quando
necessario, o tbnus simpatico e parassimpatico direcionado ao cora¢do e vasos
sanguineos para que a pressao arterial seja mantida dentro dos niveis normais
(BATLOUNI, 2001; CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; RABINOVITCH,
FRIEDMAN, e cols., 2015).

O barorreflexo ocorre por meio dos barorreceptores (baro do grego:
pressdo), mecanorreceptores localizadas no arco aoértico e no seio carotideo,
especializados em responder ao grau de estiramento dos vasos decorrente das
variacbes na pressdo sanguinea (IRIGOYEN e cols., 2001; KRIEGER, 1964;
CAMPAGNOLE-SANTOS, HAIBARA, 2001; DAMPNEY e cols., 2002).

Quando ha uma elevacéo subita da pressao arterial ocorre um aumento
na frequéncia de disparo dos barorreceptores arteriais, esse estimulo é conduzido
ao SNC pelo nervo depressor aértico, o qual se junta ao nervo vago, e pelo nervo
do seio carotideo, o qual se junta ao nervo glossofaringeo. O nucleo do trato
solitario (NTS), localizado no bulbo, é o local onde ocorre a primeira sinapse das
aferéncias oriundas dos barorreceptores arteriais. Do NTS partem duas vias
distintas: a via parassimpato-excitatéria e a via simpato-inibitéria. Na via
parassimpato-excitatéria, neurébnios do NTS enviam projecdes excitatérias ao
nacleo ambiguo (NA), onde encontram-se 0s corpos celulares de neurdnios pré-
ganglionares parassimpaticos. Na via simpato-inibitéria neurdnios do NTS enviam
projecOes excitatérias para a regiao caudal ventrolateral do bulbo (CVLM), na qual
encontram-se neurénios GABAérgicos que enviam projecdes inibitérias para a

regido rostral ventrolateral do bulbo (RVLM), esta possui neurdnios pré-
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autonémicos simpaticos com atividade marcapasso, uma vez inibidos pelo CVLM,
a atividade simpatica direcionada a periferia é reduzida (CORREA e cols, 2008;
DAMPNEY, 1994). A reducdo da atividade simpética associada ao aumento da
atividade parassimpatica direcionada ao coracao e vasos reduz a pressao arterial
até os valores normais. Por outro lado, quando ha uma reducdo na PA, os
barorreceptores nédo sao ativados, favorecendo a simpato-excitacdo e a
parassimpato-inibicdo com o aumento da PA aos valores considerados normais.

Os componentes e as vias do barorreflexo estdo demonstrados na Figura 1.

Nervo
glossofaringeo Vasos
v
Barm:remptcrres- Fibras simpdticas
carotideos N
Barorreceptores
aorticos

Figura 1: Aferéncias, eferéncias e regides integradoras do barorreflexo. NTS, nicleo do trato
solitéario; CVLM, bulbo ventrolateral caudal; RVLM, bulbo ventrolateral rostral; CIL, coluna
intermédio lateral; NA, nicleo ambiguo. GT, glutamato. Figura adaptada (ACCORSI-MEDONCA e
cols., 2005)
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1.2. SRAA e amodulacao da presséao arterial

O Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) desempenha
importante papel na modulacédo da presséo arterial em longo prazo. A chave para
a modulacéo de suas atividades esta na variacdo da sintese e secrecao de renina
pelas células justaglomerulares. A diminuicdo na pressdo arterial, na perfusédo
renal e/ou o aumento da atividade simpatica induzem a liberacdo da renina na
circulacdo (GUYTON e cols., 1972).

Uma vez na circulagcéo, a renina cliva o angiotensinogénio, produzido no
figado, originando um decapeptideo chamado angiotensina |, este sofre a a¢do da
enzima conversora de angiotensina (ECA) formando um octapeptideo
denominado angiotensina Il (Ang-Il), considerado o principal peptideo do SRAA
(CAMPOS, 2009; SANTOS, 2013; ROMERO e cols. 2015).

A Ang-ll exerce seus efeitos ligando-se a dois tipos de receptor, 0o ATi1 e 0
AT2. Eles estédo localizados em todo o organismo, sendo a expressdo do AT2R
maior no periodo fetal, diminuindo apdés o nascimento, ou em estados patolégicos
(MEHTA; GRIENDLING, 2006). A maioria dos efeitos conhecidos da Ang-ll sdo
mediados pelo AT1R, que € amplamente distribuido em todos os érgaos, incluindo
vasos sanguineos, glandulas adrenais, coracdo e sistema nervoso (SADJATI e
cols., 2002; CAMPQOS, 2009; CAMPOS e cols., 2011).

A interagdo da Ang Il ao AT1R promove entre outros efeitos, elevacdo da
atividade simpética, retencdo de soOdio e &gua, secrecdo de aldosterona,
vasoconstriccdo, e aumento da liberacdo de vasopressina, contribuindo assim
para a elevacédo da pressao arterial (WERNER e cols., 2008).

Além dos efeitos periféricos induzidos pela Ang-ll para a elevacdo da PA
(NAKASHIMA e cols., 2006; YAN e cols., 2003; SOWERS e cols., 2004; KAWAI e
cols, 2017), estudos tém mostrado que o efeito hipertensivo induzido pela Ang-Il
circulante é parcialmente mediado pelo SNC (BICKETON, 1960; ZIMMERMAN e
cols., 2002; 2004; SAXENA, 1992; AVERILL, 2000).

Acredita-se que, em condigbes normais, a Ang-ll circulante atua em
receptores AT1 presentes nos 6rgaos circunventriculares (OCVS), desprovidos de
barreira hematoencefélica, tais como o 6rgdo subfornical (SFO). Esta acédo
promove uma producao local de Ang-ll em regides centrais protegidas pela

barreira hematoencefalica, onde componentes do SRAA séo expressos, incluindo
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areas de controle cardiovascular como o nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) e 0 RVLM (COBLE e cols., 2015; PHILLIPS; SUMNERS, 1998; SAKAI,
2007; NUNES; BRAGA, 2011; SAAVEDRA, 2005).

Os OCVs enviam projecdes ao PVN, importante ndcleo para a modulagéao
auton6mica cardiovascular, neurbnios pré-simpaticos do PVN projetam-se para o
RVLM a fim de modular a descarga simpatica para a periferia (BAINS e cols.,
1992; KOSHIYA; GUYENET, 1996; STERN e cols., 2016). A partir desses e
outros estudos, o0 nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a sugerir que a
sinalizacdo mediada pela Ang-ll no eixo SFO-PVN-RVLM esta relacionada com o
aumento da atividade simpatica, a reducdo na sensibilidade do barorreflexo e a
hipertensdo (BRAGA e cols., 2011).

1.3. Sinalizacdo da Ang-ll no receptor ATz

O receptor AT1 para a Ang-Il pertence ao grupo dos receptores acoplados
a Proteina G (GPCRs), ou receptores de sete dominios transmembranares
(7TMRS), assim denominados por sua estrutura contendo sete segmentos a-
hélice que atravessam a bicamada lipidica. Esses receptores sdo largamente
conhecidos por suas inumeras funcdes, podendo ser ativados por uma enorme
diversidade de ligantes tais como: neurotransmissores, peptideos, lipideos,
carboidratos e glicoproteinas que levam a ativacdo de proteinas G
heterotriméricas seguida pelo recrutamento de B-arrestinas (MAUDSLEY e cols.,
2012; MAUDSLEY e cols., 2005, VENKATAKRISHNAN e cols. 2013; IKEDA e
cols., 2015).

A via de sinalizacdo classica acoplada ao AT:iR envolve a ativacao da
Proteina Gg11 € consequentemente da fosfolipase C (PLC), esta é responsavel
por clivar o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), produzindo trifosfato de inositol
(IP3) e diacilglicerol (DAG), o IP3 estimula a liberacdo de calcio do reticulo
endoplasmatico pela ativacdo dos receptores sensiveis ao IP3. O DAG junto com
o calcio promove a ativacdo de proteina cinase C (PKC), responsavel por
fosforilar diversos alvos gerando uma variedade de efeitos (COLLIER e cols.,
2000; WEBB, 2003). Dentre os alvos da PKC convém destacar a enzima NADPH

oxidase, principal enzima responsavel pela producdo de anions superoxido e
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consequentemente outras espécies reativas de oxigénio (EROs) (ERDOS e cols.,
2006).

A ativacdo da NADPH oxidase pela Ang-ll continua em investigacao e
sabe-se hoje que outras proteinas como a PIsK e MAPKs podem estar envolvidas
nesse efeito (MEHTA; GRIENDLING, 2006; BRAGA e cols., 2011). Algumas
MAPKs podem ainda ativar fatores de transcricdo nuclear como a proteina
ativadora 1 (AP-1) e o NFkB, que modulam positivamente a expressao de
receptores ATi1. A Figura 2 apresenta este conjunto de vias ativadas pela Ang-II
no eixo SFO-PVN-RVLM.

SFO PVN RVLM

€ ], —> camn

S
e

Figura 2: A, a Ang-ll no eixo SFO-PVN-RVLM. Diagrama mostrando quatro se¢des coronais onde
0 6rgao subfornical (SFO), o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e o bulbo ventrolateral
rostral (RVLM) foram destacados em cinza. B, Mecanismos envolvendo a producéo de espécies
reativas de oxigénio induzida pela Ang-Il e seu papel na célula neuronal. AP-1 = proteina ativadora
1; CaMKIl = proteina quinase Il dependente de calcio / calmodulina; DAG = diacilglicerol; IPs =
inositol 1,4,5-trisfosfato; NFkB = fator nuclear kappa-leve-cadeia-potenciador de células B
ativadas; PLC = fosfolipase C (BRAGA e cols., 2011).

A geracdo de EROs em regides como o SFO, PVN e RVLM, é hoje
considerada o principal fator responsavel pelos efeitos da Ang Il na hiperatividade

simpética, disfuncdo do barorreflexo e no desenvolvimento e manutencdo da
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hipertenséo arterial (BRAGA e cols, 2011; CHENG e cols, 2010). O aumento na
atividade nervosa simpética decorrente das EROs ocorre, pelo menos em parte,
devido a mudangas no funcionamento de canais iGnicos, especialmente canais
para célcio e potassio, alterando as propriedades de disparo neuronal nessas
regides (GUYENET, 2006; ZIMMERMAN, 2002; 2004; BRAGA e cols., 2011).

Apesar da maioria dos efeitos conhecidos da Ang-ll serem mediados pela
ativacdo da Proteina Gg11 acoplada ao ATiR, sabe-se que a rede de eventos
desencadeada por GPCRs é complexa e geralmente envolve mdiltiplas vias de
sinalizacao intracelular e nem todas as sinalizacbes induzidas por GPCRs
derivam da ativacao da proteina G (VIOLIN e cols., 2010, 2014).

As vias alternativas ativas por GPCRs mais gerais sdo mediadas por [3-
arrestinas, que se ligam a receptores ativados para dessensibilizar a sinalizacao
da proteina G, promover a internalizacdo do receptor e ativar cascatas distintas
de transducédo de sinal (REITER; LEFKOWITZ, 2006; DEWIRE e cols., 2008). A
maioria dos GPCR ir4 acoplar-se a pelo menos uma proteina G e uma B-arrestina
(SCHMID e BOHN, 2009).

Arrestinas sdo proteinas citoplasmaticas, sobre as quais foram descritas
quatro isoformas, duas expressas exclusivamente na retina, arrestina 1 e 4; e
duas expressas ubiquamente, arrestinas 2 e 3, também conhecidas como [3-
arrestina 1 e B-arrestina 2 (LUTTRELL; LEFKOWITZ, 2002; REITER e cols.,
2006).

Estudos comprovaram que a sinalizacdo do receptor AT: pode ser
separada em dois componentes principais, via proteina Gga11 e via B-arrestinas 1 e
2 (TOHGO e cols., 2002; WEI e cols., 2003; AHN e cols., 2004; HUNYADY e
CATT, 2006). O recrutamento de B-arrestinas pela ativacdo do AT:iR induz a
internalizacdo e dessensibilizacdo do receptor, bem como a ativagcdo de outras
vias de sinalizacéo intracelular, promovendo uma regulacdo negativa do receptor
e efeitos opostos aos induzidos pela Ang-ll mediante a ativacdo da proteina Ggu1
(MEHTA; GRIENDLING, 2006; TILLEY, 2011).

Uma recente publicagdo de Wang e cols (2017) relatou que na
hipertensdo ha um decréscimo na expressao da B-arrestina 2 no RVLM e a sua
superexpressao nesta regido era capaz de reduzir a pressao arterial, frequéncia
cardiaca e a atividade nervosa simpatica em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR).



27

E importante relatar que a sinalizacdo mediada pela B-arrestina acoplada
ao o ATiR tornou-se relevante na busca de novas terapias contra doengas
cardiovasculares, e portanto, o conceito de agonista tendencioso emergiu como
um novo paradigma (NOOR e cols., 2010; VIOLIN e cols., 2013; WHALEN e cols.,
2011).

O agonista tendencioso € um composto que pode ativar seletivamente um
subconjunto de vias pertencentes a sinalizacdo normal de um receptor (WEI e
cols., 2003; GESTY-PALMER e cols., 2006; MAILMAN, 2007; AHN e cols., 2009,
ZIDAR e cols., 2009). Esses ligantes sdo agonistas quando estimulam
determinadas vias do receptor, mas S&o antagonistas ou mesmo agonistas
inversos quando inibem outras vias do receptor (VIOLIN e LEFKOWITZ, 2007,
KENAKIN, 2009).

O receptor ATiR tem sido uma rica fonte de descobertas sobre os
agonistas tendenciosos, permitindo a sintese de vérios analogos da Ang-Il,
capazes de ativar seletivamente a via da B-arrestina (WEI e cols., 2003; AHN e
cols., 2004).

1.4. Agonistas tendenciosos para o receptor ATz

A ativacdo da B-arrestina pelo ATiR promove todas as fun¢des inerentes
a esta classe de proteinas: dessensibilizacdo, internalizagcdo do receptor e
sinalizacao intracelular (VIOLIN e cols., 2006; KULE e cols., 2004; BARNES e
cols., 2005; DEWIRE e cols., 2008; DEWIRE e cols. 2011).

Fisiologiamente, apés a ativacéo da protéina Gg11 pelo acoplamento Ang-
[I/AT1R e consequentes respostas intracelulares, a regido C-terminal do receptor é
fosforilada por acdo de quinases de receptores acoplados a proteina G (GRKS),
processo que estimula o recrutamento das arrestinas, como demonstrado na

Figura 3.
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Ang Il

Figura 3: llustracdo mostrando a ativagao da via cldssica e da via da - arrestina pelo receptor
AT:R (Adaptada DEWIRE e cols., 2011).

As arrestinas por sua vez medeiam a formacdo de vesiculas,
internalizacdo e consequentemente dessensibiliacdo desses receptores, como
demonstrado na figura abaixo (DAWSON e cols., 1992; LOHSESB e cols., 1992,
PIPPIG e cols., 1993).
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Figura 4: llustracdo mostrando a ativacdo da via da g- arrestina e como acontece a internalizacao
do receptor (Adaptada VIOLIN e cols., 2013).

Estudos realizados com analogos para Ang Il (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-
Pro-Phe) descreveram sua interessante capacidade seletiva na ativagéo da via da
B-arrestina. O primeiro peptideo e mais utilizado foi o Sl (Sar-Arg-Val-lle-lle-His-
Pro-lle) descrito por Holloway e cols (2002). Este péptidio foi inicialmente descrito
por promover fosforilacdo e internalizacdo do ATiR e ativagdo da ERK
(HOLLOWAY, 2002), o composto foi capaz de reduzir a apoptose (AHN e cols.,
2009; RAKESH e cols., 2010) estimular a quimiotaxia, (HUNTON e cols., 2005;
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SUN e cols., 2000) promover sintese, crescimento e proliferacao celular (DEWIRE
e cols., 2008; AHN e cols., 2009; KIM e cols., 2008) e a contratilidade cardiaca
(RAJAGOPAL e cols., 2006).

Recentemente foram desenvolvidos outros agonistas tendenciosos para o
AT1R chamados TRV, dentre eles temos o0 TRV120023, TRV120026, TRV120034,
TRV120044, TRV120045, TRV130, TRV100 e o TRV120027 (KIM e cols.2012,
VIOLIN e cols., 2014, VIOLIN e cols., 2013, MONASKY e cols., 2013, STRACHAN
e cols., 2014). Estudos revelaram um potencial cardioprotetor para alguns dos
compostos citados, e o TRV120027 ganhou destaque sendo amplamente

estudado.

1.5. TRV120027

O TRV120027 (Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-DAla-OH) foi sintetizado pela
substituicdo do aspartato (Asp) na posicao 1 e da fenilalanina (Phe) na posicao 8
da Ang-ll. Esse composto € 30 vezes mais potente que 0 agonista tendencioso Sll
e tem sido estudado in vivo e in vitro em ratos e cédes, como também em humanos
para o tratamento da insuficiéncia cardiaca (VIOLIN e cols., 2010; BOERRIGTER,
2011, 2012).

Violin e cols (2010) relataram que o TRV120027, semelhante aos
antagonistas do AT1R, bloqueou a ativacdo da proteina G mediada pelo receptor,
mas, ao contrario dos antagonistas, o TRV120027 estimulou o recrutamento de -
arrestina para o AT:R, promovendo a sua internalizacdo. Além disso, o
TRV120027 ativou um padrdo Unico de sinalizacdo incluindo as proteinas
ERK1/2, Src e eNOS, FAK e c-Jun, compativeis com o recrutamento de [-
arrestina.

Devido as suas propriedades farmacolégicas, o TRV120027 atua como
um bloqueador convencional de receptores ATi, inibindo a vasoconstricdo
mediada pela Ang Il ao ativar a proteina Gg11, a0 mesmo tempo que induz
vasodilatacdo e melhora a contratilidade dos cardiomiécitos através da ativagédo
de vias dependentes da B-arrestina (BOERRIGTER, 2011; VIOLIN e cols., 2010).

Nos modelos animais de insuficiéncia cardiaca, o TRV120027 mostrou
ser um potente vasodilatador ao passo que aumenta o débito cardiaco, preservou

a taxa de filtragdo glomerular enquanto diminuiu a resisténcia vascular renal e
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aumentou o fluxo sanguineo neste 0Orgao, diminuindo a retencdo de liquido
(BOERRIGTER e cols., 2011; 2012).

Adicionalmente, o TRV120027 apresentou efeito hipotensor em cées
normais e com insuficéncia cardiaca bem como em ratos normotensos
(BOERRIGTER e cols, 2011; 2012; Violin e cols., 2010). Soergel e cols. (2013)
demonstraram que o TRV120027 é seguro e promove reducao na pressao arterial
em humanos saudaveis com elevados niveis de renina plasmatica e em pacientes
com insuficiéncia cardiaca estavel.

A figura abaixo sumariza os efeitos fisiolégicos promovidos pelo
TRV120027, este agindo pela via de sinalizacdo da B-arrestina bloqueia o efeito
do SRAA/ANg Il na vasculatura e rim, enquanto protege ou aprimora 0s sinais de
contratilidade cardiaca (VIOLIN e cols., 2013).
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Figura 5: Efeitos da p-arrestina na via do AT:R. TRV120027 se liga no receptor ATy, prevenindo a
ligacdo da Angll circulante, evitando que o AT1R se ligue a proteina G e promova vasoconstric¢ao
e retencdo de agua e sodio, diminuindo a pressédo arterial e diminuindo a retencdo de liquido
quando os niveis de Angll estejam aumentados. Ao mesmo tempo o TRV120027 promove o
engajamento de quinases de GPCR(GRKSs), que fosforilam o ATiR para facilitar a ligacdo da B-
arrestina promovendo sinais independentes de proteina G que aumentam a contratilidade e
previnem a apoptose cardiaca para preservar o débito cardiaco em face do estresse
hemodinamico e / ou metabdlico. (Adaptada VIOLIN e cols., 2013)

Embora a administracdo periférica do TRV120027 tenha induzido efeitos
hipotensores em animais e humanos normotensos, nenhum estudo avaliando o

papel deste agonista tendencioso foi realizado na presenca da hipertensao.
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2. JUSTIFICATIVA

As DCVs configuram a principal causa de morte em todo o mundo. Cerca
de 17 milhdes de pessoas morrem anualmente por alguma DCV e a HA é
responsavel por mais de 50% desses 6bitos (9,4 milhdes de mortes por ano),
sendo, portanto, um grave problema de saulde publica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

As mudancas no estilo de vida das populacdes tém aumentado a
incidéncia da HA nos Uultimos anos. Apesar dos avancos ocorridos na
compreensao dos mecanismos determinantes da hipertensdo e na obtencéo de
terapias contra esta desordem, dados demonstram que 29,2% da populacéo
adulta mundial deverdo ter essa condicdo até o ano de 2025 (KEARNEY e cols.,
2005; WHO, 2013). Além disso, muitos individuos ndo conseguem manter os
niveis de pressao arterial sob controle apesar do tratamento (OPARIL e cols.,
2005). Essa dificuldade ocorre devido a complexidade dos fatores que
determinam o processo hipertensivo, justificando a importancia de mais estudos
com este foco.

O SRAA é estreitamente relacionado a hipertenséo e outras DCVs. Como
visto anteriormente, efeitos centrais e periféricos induzidos pela Ang-ll no ATiR
sdo determinantes para o desenvolvimento e manutencdo da hipertenséo, e a
sinalizacao deste octapeptideo tem sido extensivamente investigada na busca de
novas abordagens terapéuticas. A relevancia das vias de sinalizacdo
independentes da proteina G acoplada ao AT1R, em especial a via envolvendo a
B-arrestina ganhou importancia pelo fato dos efeitos provocados serem muitas
vezes contrarios aos induzidos pela proteina G, o que possibilitou a sintese e o
estudo de ligantes tendenciosos para o ATiR. Dentre eles, destaca-se o
TRV120027, capaz de reduzir a pressdo arterial e induzir outros efeitos
cardioprotetores pelo recrutamento da [-arrestina (VIOLIN e cols., 2010;
BOERRIGTER, 2011, 2012; SOERGEL e cols., 2013).

Considerando as propriedades farmacolégicas do TRV120027, os efeitos
cardioprotetores atribuidos a B-arrestina e o envolvimento da B-arrestina 2 central
na redugédo da pressao arterial, frequéncia cardiaca e atividade simpatica, como

relatado por Wang e cols. (2017), nés utilizamos o TRV120027 para melhor
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entender o papel da sinalizacdo tendenciosa de receptores AT: localizados no
SNC na hipertenséo.

A nossa hipotese é que a administracdo central do TRV120027 pode
reduzir a pressao arterial e a atividade nervosa simpatica, promovendo efeitos
periféricos cardioprotetores na presenca da hipertensdo. Para testar nossa
hipotese, utilizamos ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e seus controles
normotensos Wistar Kyoto, nos quais o TRV120027 foi infundido centralmente por
14 dias, seguido de estudos in vivo e in vitro para a avaliagdo dos efeitos

cardiovasculares induzidos por este tratamento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pela administracdo
intracerebroventricular do TRV120027 em ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY)

e espontaneamente hipertensos (SHR).

3.2. Objetivos Especificos

» Avaliar se os efeitos da administracdo intracerebroventricular do

TRV120027 reduz a pressao arterial (PA) e a frequéncia cardiaca (FC).

> Avaliar se os efeitos da administracdo intracerebroventricular do
TRV120027 melhora o balanco autonémico e a sensibilidade do

barorreflexo.

> Avaliar se o efeito da administragdo intracerebroventricular do
TRV120027 reduz o estresse oxidativo sérico, renal e hepético nesses

animais.



Wettorial & metodlos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY) e
espontaneamente hipertensos (SHR) com 12 semanas de idade. Os ratos foram
alojados em gaiolas numa sala com temperatura controlada (21 + 2 °C),
obedecendo a um ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e racao
(Labina®, Purina). Os animais foram provenientes do Biotério Thomas George, do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e do Biotério
Central da Faculdade de Medicina/USP. Todos os experimentos desenvolvidos
neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFPB sob parecer n°090/2016 (ANEXO I).

4.2. Drogas utilizadas

Foram utilizadas as seguintes substancias: TRV120027 fornecido e
desenvolvido por Treverna Inc. (GenScript, EUA). Heparina (Parinex® 5000 U.I/ml
- Laboratério Hipolabor Brasil); cloridrato de cetamina (Quetamina® Laboratério —
Vetnil, Brasil); xilazina (Dopaser - Laboratério Calier, Espanha). Cloridrato de L (-)
fenilefrina (FEN); nitroprussiato de sodio (NPS); atropina; cloridrato de
propranolol; cloreto de hexameténio. Todas foram obtidas da Sigma-Aldrich®.
Buprenorfina e Pentabibtico Veterinario de amplo-espectro (Fort Dodge, SP,

Brasil);

4.3. Grupos experimentais e desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos:

1. WKY-C: ratos Wistar Kyoto sem tratamento

2. WKY+TRV: ratos Wistar Kyoto tratados com o TRV120027

3. SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos sem tratamento

4. SHR+TRV: ratos espontaneamente hipertensos tratados com o
TRV120027.



38

O tratamento com o TRV120027 foi realizado por infuséao
intracerebroventricular (ICV), utilizando-se minibombas osméticas (ALZET modelo
1002, taxa de infusdo, 0.25 pl/h) para a infusdo continua do composto
(20 ng/hora/dia) durante um periodo de 14 dias.

A Figura 6 apresenta o desenho experimental do estudo realizado com os

quatro grupos de animais.

Implantacdo ., . .
dos cateteres Eutanasia

< Registro de PAe FC Coleta de sangue e
Implantagdo de ) S
mir?i bgombas Avaliacdo do barorreflexo ~ retirada dos orgaos
osméticas e balango autonémico. para o TBARS.

Figura 6: llustracéo temporal e de eventos realizados durante o procedimento experimental.

4.4. Implante das minibombas osmoéticas

Apos anestesiados com cetamina (75 mg/Kg, i.p.) + xilazina (20 mg/Kg,
i.p.), os animais foram colocados em decubito ventral no aparelho estereotéxico
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, Estados Unidos), a regido superior da cabeca
do animal foi tricotomizada e fixada por meio de duas barras auriculares ao
estereotaxico. Em seguida foi realizada uma incisdo na regido do escalpo,
expondo a regido superior do cranio subjacente (Figura 7A). A torre do
estereotaxico foi posicionada em angulagéo zero e a cabeca do animal ajustada
até que os pontos Bregma e Lambda fossem localizados no mesmo plano
horizontal. Em seguida, foram realizadas as leituras dos parametros antero-
posterior (AP) 0,5mm; latero-lateral (L) +1,4mm; e dorso-ventral (DV) 3,9 mm,

tomando-se como referéncia o bregma, e com o auxilio de um atlas estereotaxico
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(Paxinos & Watson 1996), os pontos de introducdo das canulas guia foram
determinados.

Foi implantada uma cénula guia em direcéo ao ventriculo lateral, a qual foi
fixada com auxilio de uma cola prépria (Figura 7B). Acoplada a canula guia, a
bomba de infusdo foi acomodada subcutaneamente no dorso do animal (Figura
7C). Cada minibomba foi preenchida de forma que a taxa de liberacdo foi 20
ng/hora/dia, durante 14 dias e no décimo terceiro dia foi feita a implantacdo dos

cateteres.

Figura 7 — Implantacdo de minibombas osméticas. A. incisao na regido do escalpo; B. fixacéo da
céanula; C. acomodacao subcutanea da minibomba (GALVAO, 2016).

Apos o procedimento cirdrgico, foi administrada a buprenorfina
(0,5 mg/kg, sc) e o Pentabibtico Veterinario (0,1 ml/100 g, im) como profilaxia
analgésica e antimicrobiana. Os animais foram acompanhados para a observacao
de qualquer sinal de dor ou estresse durante o periodo de tratamento e

continuaram recebendo agua e racao ad libitum.

4.5. Implantagdo de Cateteres Vasculares e registro dos parametros

cardiovasculares

Na confeccdo dos cateteres foram utilizados tubos de polietileno PE-10
(diametro externo e interno de 0,61 e 0,28 mm, respectivamente) conectados a
tubos PE-50 (didmetro externo e interno de 0,96 e 0,58 mm, respectivamente).

Para a implantagcéo, no 13° dia de tratamento os animais foram novamente
anestesiados com cetamina e xilazina (75 e 10 mg/kg, i.p.), em seguida, foram
colocados em decubito dorsal sobre uma prancha cirdrgica. Por meio de incisao

na regido femoral localizou-se o feixe vasculo-nervoso femoral. Artéria e veia
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femorais foram identificadas e dissecadas. As extremidades PE-10 dos cateteres
foram introduzidas em direcdo a aorta abdominal, via artéria femoral, para registro
dos parametros cardiovasculares e em direcdo a veia cava caudal, por meio da
veia femoral, para administracdo das drogas, os cateteres foram fixados por
linhas cirdrgicas e tunelizados subcutaneamente na regido dorsal, onde foram
exteriorizados (Figura 8). Os cateteres foram preenchidos com solucdo salina
(NaCl 0,9%) heparinizada afim de evitar obstrucoes.

g

e
/

\
o

Figura 8: llustracdo do procedimento de implantacdo dos cateteres vasculares. A, identificacéo e
disseccdo da artéria e veia femoral, locais de insercdo dos cateteres. B, exteriorizagdo dos
cateteres na regiao dorsal do animal.

Afericbes da PA e FC foram realizadas 24 horas apos a implantacdo dos
cateteres em animais conscientes e com livre movimentacéo (Figura 8). O cateter
arterial foi conectado a um transdutor de pressdo (Modelo BRPL2, World
Precision Instruments, Sarasota, Florida, EUA) acoplado a um amplificador e
conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados (PowerLab, ADInstruments, New
South Wales, Australia). Como software de aquisicdo e analise foi utilizado o
LabChart 5.0, que permite obter os valores de pressdo arterial sistélica e
diastélica (PAS e PAD), dos quais derivaram os valores de pressao arterial média

(PAM) e frequéncia cardiaca (FC), como demonstrado na Figura 9.
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Figura 9: Equipamento utilizado para medida de PA e FC (CAVALCANTI, 2016).

4.6. Avaliacdo do efeito do TRV120027 sobre a sensibilidade do barorreflexo

Diversos métodos s&o utilizados para avaliar experimentalmente o
barorreflexo, dentre eles, o mais frequente trata-se do método de Oxford que
consiste na ativacdo desse reflexo por drogas vasoativas, o que permite verificar
as mudancas na FC em resposta a manipulacfes farmacolégicas que aumentam
ou diminuem a PA (BRAGA e cols., 2008).

Apés 60 minutos de estabilizacdo, variagbes na pressdo arterial foram
provocadas pela administracdo in bolus de fenilefrina (8 pg/Kg), agonista ai-
adrenérgico, e nitroprussiato de sédio (25 pg/Kg), um doador de NO, os quais
promoveram elevacdo ou reducdo da PA, respectivamente. A resposta reflexa na
FC apo6s a administracdo dessas drogas foi observada.

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada por meio da avaliagdo do ganho
do sistema, isto é, da relagéo entre a variacdo de FC (bpm) e a variacdo de PAM
(mmHg) (Ganho = AFC/APAM), sendo avaliado pela seguinte formula:

e Is= Indice de sensibilidade;

AFC .
lz= e AFC = Variacdo da FC (bpm);

~ APAM
e APAM= Variagdo da PAM (mmHg);
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Todos os dados de cada grupo foram analisados por regressao linear
usando o programa GraphPad Prism e o slope da regressao linear forneceu o
ganho do barorreflexo de cada grupo.

Foi avaliada também a sensibilidade do barorreflexo espontaneo (SBRE),
como previamente descrito (BRAGA e cols, 2008; FAZAN e cols, 2001). Uma
sequéncia de barorreflexo foi definida como uma sequéncia de pelo menos quatro
batidas do coragcdo em que PAS e intervalo de pulso (IP) estavam aumentados
(sequéncias altas, high sequences) ou diminuidos (sequéncias baixas, low
sequences). O ganho da resposta barorreflexa foi calculada e expressa em
intervalo de pulso por variagcbes de pressdao (ms/mmHg). Tragados foram
analisados usando o software HeMoLab (gentilmente fornecido pelo Dr. Harald

Stauss, Universidade de lowa, versao 9.3).

4.7. Avaliagéo do efeito do TRV120027 sobre o balan¢go autonémico

A fungdo autonGmica foi avaliada utilizando as seguintes ferramentas
farmacoldgicas: o propranolol (5mg/kg), bloqueador dos receptores -
adrenérgicos; atropina (2 mg/kg), blogueador dos receptores muscarinicos; e o
hexametdnio (30 mg/kg), bloqueador dos receptores nicotinicos ganglionares.
foram calculados e expressos como AFC (bpm). Cada administracao foi separada
por um periodo de recuperacao de pelo menos 3 horas.

Mudancas na frequéncia cardiaca (AFC) ou pressao arterial média (APAM)
foram calculadas apds a administracdo desses bloqueadores e comparadas entre

0S grupos avaliados.

4.8. Avaliacao do estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado medindo-se os niveis de malondialdeido
(MDA), produto final da peroxidagéo lipidica que reage com o acido tiobarbitarico
para produzir um complexo de cor vermelha, este pode ser quantificado por
espectrofotometria com pico de absorbancia a 532 nm (GUTTERIDGE, 1981;
RIOS e cols., 2010; MONTEIRO e cols., 2012).

ApOs eutanasia dos animais o sangue foi coletado em tubos contendo

anticoagulante, centrifugado em 5000 rpm, 4°C, por 10 minutos para obtencéo do
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soro. Da mesma forma, foram retirados os rins e o figado, os 6rgaos foram
lavados com solugéo salina para minimizar a interferéncia da hemoglobina com
radicais livres e para remover o sangue aderido aos tecidos. Em seguida, foram
triturados, homogeneizados com a ajuda de um homogeneizador de tecido e
tampéo KCI 10%. Para cada 100 mg de tecido foi utilizado 1 ml de KCI.

A metodologia utilizada para quantificar o MDA foi a mesma para o soro e
0s o6rgaos: 250 pL do homogenado dos 6rgédos ou 250 pL do soro foram coletados
e incubados a 37 °C por 1 hora em banho aquecido. Depois 400 pyL de acido
perclérico (35%) foi adicionado com fungéo de solucéo extratora e lisante celular,
a mistura foi centrifugada a 600 g (centrifuga Hermle Z326K) por 20 minutos a
4°C. Em seguida, 400 pL do sobrenadante foi removido, misturado com 400 pL de
acido tiobarbitarico (0,6%) e incubado a 100°C por 1 hora em banho aquecido.
Apos arrefecer, a absorbancia foi mensurada no equipamento de analise
bioguimica Chem Well T (Figura 10) no comprimento de onda de 532 nm. Uma
curva padrao de MDA foi construida com concentragdes entre 0 e 100 nmol/ml
antes da leitura das amostras. Os resultados foram expressos como nmol de

MDA/mg de tecido para os 6rgédos ou nmol de MDA/ml de soro.

Figura 10: Equipamento de andlise bioquimica Chem Well (CAVALCANT]I, 2016).

4.9. Andlise Estatistica
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Os dados foram expressos como meédia = erro padrdo da meédia. Foi
realizado o ANOVA One Way, seguido do pés-teste de Tukey. O nivel de
significancia foi estabelecido em 95%, sendo as diferengas consideradas
significativas quando p<0,05. O programa utilizado foi o GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. A administracao intracerebroventricular do TRV120027 (20 ng/hora/dia)

reduz a pressao arterial em ratos SHR
O Grafico 1 mostra os tracados representativos da pressao arterial pulsatil

(PP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) basais de um

animal de cada grupo estudado (WKY-C, WKY+TRV, SHR-C, SHR+TRYV).

WKY-C  WKY+TRV SHR-C SHR+TRV

250 =

PP
(mmHg)

250 g

PAM
(mmHg)

600 p=

FC

(bpm)

A g I A i A

Pl A deivapede

O-

0 imin

Grafico 1: Tracados representativos de um animal de cada grupo mostrando a pressédo arterial
pulsatil (PP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

ApOs o periodo de estabilizacdo, a pressdo arterial e a frequéncia
cardiaca basais foram analisadas em todos os grupos. Como ja esperado, 0s
ratos SHR-C apresentaram niveis elevados de PAM quando comparados aos
ratos WKY-C (181+ 3 vs. 119 + 6 mmHg, p<0,05). O tratamento ICV com o
TRV120027 (20 ng/hora/dia) por 14 dias foi capaz de reduzir a PAM dos animais
SHR+TRV em relacdo ao grupo SHR-C (160+5 vs.181+3 mmHg, p<0,05). Nao
houve diferenca entre os niveis de presséao arterial do grupo WKY-C e WKY+TRV
(108+5) (Grafico 2).
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Como pode ser observado no Grafico 3, a frequéncia cardiaca nao foi
alterada significativamente entre os grupos, WKY-C (319 + 10 bpm), WKY+TRV
(327 £17 bpm), SHR-C (344 = 5 bpm) e SHR+TRV (349 + 5 bpm).
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Grafico 2: Pressdo arterial média basal dos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9), SHR-C
n=9), SHR +TRV (n=6) que receberam infusdo ICV do TRV120027 (20 ng/hora/dia) por 14 dias.
Os resultados foram expressos como média + e.p.m. a, p<0,05 vs. WKY — C; b, p<0,05 vs. SHR-C.
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Grafico 3: Frequéncia cardiaca basal dos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRYV (n=9), SHR-C (n=9) e
SHR+TRV (n=6) que foram tratados com TRV120027 (20 ng/h/dia) por 14 dias. Os resultados
foram expressos como média + e.p.m.
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5.2. A administracédo intracerebroventricular de TRV120027 (20 ng/hora/dia)

melhora a fungdo autonémica em ratos SHR

ApoOs a administracdo da atropina (2 mg/kg) observamos que o tonus
vagal cardiaco estava reduzido nos animais SHR-C quando comparados aos
animais WKY-C (AFC: +54 + 3 vs. +71 £ 4 bpm, p<0,05), ao passo que o ténus
simpatico cardiaco estava aumentado (AFC: -282 + 15 bpm vs. -188 + 16 bpm,
respectivamente, p<0,05). O tratamento com o TRV120027 durante 14 dias
restaurou o tonus vagal nos animais SHR-C (+83 = 1 vs. +54 = 3 bpm, p<0,05),
ndo houve diferenca no ténus simpatico cardiaco dos animais SHR tratados com
o TRV120027 quando comparados ao grupo hipertenso controle (-249 + 24 vs. -
286 = 17 bpm) (Graficos 4 e 5).
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Grafico 4: Variacdes na frequéncia cardiaca ap6s administracéo intravenosa de atropina (2mg/kg)
nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9), SHR-C (n=9) e SHR+TRYV (n=6). Os resultados foram
expressos como média + e.p.m.; a, p<0,05 vs. WKY-C; b, p<0,05 vs. SHR-C.
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Propranolol
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Grafico 5: Variagbes na frequéncia cardiaca apés administracdo intravenosa de propranolol
(5mg/kg) nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9), SHR-C (n=9) e SHR+TRV (n=6). Os
resultados foram expressos como média + e.p.m.; a, p<0,05 vs. WKY-C.

As variac6es na PAM promovidas pela administracdo do hexameténio (30
mg/kg) confirma o tdbnus vasomotor simpatico aumentado nos animais SHR-C em
relacdo aos ratos WKY-C (-64 + 5 vs. -37 + 5 mmHg, p < 0,05). O tratamento com
o TRV120027 foi capaz de reduzir o tdnus vasomotor simpéatico aumentado na

hipertensdo SHR (-47 + 2 mmHg), como pode ser visualizado no Grafico 6.
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Gréfico 6: Variagdo da pressdo arterial média (A mmHg) apds a administragéo intravenosa de
hexametdnio (30mg/kg) nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9), SHR-C (n=9) e SHR+TRV
(n=6). Os resultados foram expressos como média = e.p.m.; a, p<0,05 vs. WKY-C; b, p<0,05 vs.
SHR-C.

N&o houve diferenca no tbnus simpatico entre os animais WKY-C e
WKY+TRV, ao contrario do ténus vagal cardiaco, o qual foi significativamente
melhorado nos animais WKY tratados com o TRV120027 quando comparados ao
grupo normotenso controle (WKY+TRV: +110 £ 5 vs. WKY-C: +71 £ 4 bpm,

p<0,05), como pode ser visualizado no grafico 4.

5.3. A administracdo intracerebroventricular do TRV120027 melhora o

barorreflexo em ratos SHR

Inicialmente, o barorreflexo dos animais foi avaliado pela injecao
intravenosa de fenilefrina (FEN = 8 mg/kg) e nitroprussiato de sodio (NPS = 25
mg/kg). Os ratos SHR-C apresentaram diminuicdo na sensibilidade do
barorreflexo de maneira significativa quando comparados aos ratos WKY-C (-1,4
+ 0,2 vs. -3,3 £ 0,3 bpm/mmHg, respectivamente, p< 0,05). O grupo SHR+TRYV (-
24 + 0,3 bpm/mmHg) também apresentou diferengas significativas na
sensibilidade do barorreflexo quando comparados ao SHR-C, como mostrado no
Gréfico 7.

Além disso, os animais SHR-C apresentaram redu¢do na sensibilidade do
barorreflexo espontaneo quando comparados ao grupo WKY-C (0,5 + 0,1 vs. 1,6
+ 0,1 ms/mmHg, respectivamente, p<0,05) e essa reducéo foi restaurada apdos o
tratamento ICV com o TRV120027 (1,8 + 0,2 ms/mmHg, p<0,05) (Gréfico 8).
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Grafico 7: Efeito do tratamento ICV com o TRV120027 (20 ng/h/dia) por 14 dias na sensibilidade
do barorreflexo ativado farmacologicamente com injecdo em bolus de FEN e NPS nos grupos
WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9), SHR-C (n=9) e SHR+TRV (n=6). Os resultados foram expressos
como média + e.p.m. a, p<0,05 vs. WKY-C.
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Grafico 8: Efeito do tratamento ICV com TRV120027 (20 ng/h/dia) por 14 dias na sensibilidade do
barorreflexo espontaneo nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9), SHR-C (n=9) e SHR+TRV
(n=6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m.; a, p<0,05 vs. WKY-C; b, p<0,05 vs
SHR-C.

5.4. A administragao intracerebroventricular do TRV120027 reduz o estresse
oxidativo em ratos SHR
A quantificacdo do MDA nos grupos de animais avaliados esta

demonstrada nas figuras abaixo. Como pode-se observar, houve um aumento na
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concentracdo de MDA em animais SHR-C em comparacédo com o grupo WKY-C,
tanto no soro (2,58 + 0,58 vs. 0,20 + 0,08 nmol/mL, p<0,05) (Gréfico 9) quanto nos
rins (11,7 £ 1,2 vs. 9,2 + 0,4 nmol/mg, p<0,05) (Grafico 10), o que confirma a
elevacdo do estresse oxidativo na presenca da hipertenséo.

O tratamento ICV com o TRV120027 (20 ng/h/dia) durante 14 dias, reduziu
significativamente os niveis séricos de MDA nos ratos SHR+TRV (0,37 £ 0,31 vs.
2,58 + 0,58 nmol/mL, p<0,05). Nao foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos WKY-C e WKY+TRYV (0,02 + 0,08 vs. 0,34 = 0,08 nmol/mL). Efeito
semelhante foi observado para os niveis de MDA em tecido renal de animais SHR
(SHR-C: 11,7+ 0,05 vs. SHR+TRV: 8,18 + 0,45nmol/mg, p<0,05) e WKY (WKY-C:
9,25+ 0,43 vs. WKY+TRV: 8,06 + 0,90nmol/mg)

N&o foram encontradas diferencas entre os niveis hepaticos de MDA no de
ratos SHR-C e WKY-C (8,73 + 0,61 vs. 7,42 + 0,57 nmol/mg, respectivamente). O
tratamento com o TRV120027 também ndo promoveu alteracdes significativas
nos niveis de MDA nos grupos SHR e WKY tratados (7,31 + 0,94 e 8,13 + 0,65

nmol/mg, respectivamente), como pode ser visualizado no Grafico 11.

MDA
(nmol/mL)
N
1

Grafico 9: Niveis séricos de MDA (nmol/mL de soro) nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9),
SHR-C (n=9) e SHR+TRV (n=6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m.; a, p<0,05
vs. WKY-C; b, p<0,05 vs SHR-C.
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MDA (nmol/mg de 6rgéo)

Grafico 10: Niveis renais de MDA (nmol/mg do 6rgao) nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV (n=9),
SHR-C (n=9) e SHR+TRV (n=6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m.; a, p<0,05
vs. WKY-C; b, p<0,05 vs SHR-C.
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Gréafico 11: Niveis hepaticos de MDA (nmol/mg do 6rgéo) nos grupos WKY-C (n=9), WKY+TRV
(n=9), SHR-C (n=9) e SHR+TRYV (n=6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m.
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6. DISCUSSAO

Observamos nesse estudo que o tratamento ICV com TRV120027
(20 ng/hora/dia) durante 14 dias, foi capaz de reduzir a pressdo arterial média,
melhorar a funcdo autonémica, melhorar a sensibilidade do barorreflexo e reduzir
0 estresse oxidativo sérico e renal de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

O modelo de hipertenséo utilizado foi desenvolvido por Okamoto e Aoki
(1963) e apresenta caracteristicas fenotipicas semelhantes aquelas observadas
na hipertensédo primaria humana (PINTO e cols., 1998). Nesse modelo, os niveis
de pressao arterial comecam a aumentar a partir da 5% semana, apresentando
niveis considerados de hipertensdo espontanea entre a 72 e a 152 semana
(YAMORI, 1984; MCGUIRE, TWEITMEYER, 1985). A elevagcdo da atividade
simpatica precede a elevacdo da PA uma vez que a hipertensdo pode ser
prevenida por imunossimpatectomia (TRIPPODO; FROHLICH, 1981). Além da
hiperatividade simpéatica (MCCARTY e cols., 1987; TUCKER; JOHNSON, 1984,
YE e cols., 2013; LI e cols., 2015), ratos SHR também apresentam hiperativacéo
do SRAA (PHILLIPS; KIMURA, 1988; NARUSE e cols., 1985; YONGUE e cols.,
1991). Esses fatores embasaram a escolha desse modelo experimental para o
nosso estudo.

Apés a instalacdo da hipertensdo, surgem outras complicagbes como
disfuncbes cardiaca, renal e endotelial, acidentes vasculares, aterosclerose e
outras. Por este motivo, utilizamos apenas animais com 12 semanas de idade,
quando a hipertensdo j4 estava presente, porém sem as complicacfes
decorrentes do processo hipertensivo (PINTO e cols., 1998; FAZAN e cols., 2001;
THOMAS, 1997).

Como esperado, os ratos SHR-C avaliados apresentaram niveis de PAM
significativamente elevados quando comparados aos WKY-C. A frequéncia
cardiaca por sua vez nao foi diferente entre esses grupos, o que condiz com o
estudo de Dickhout e Lee (1998), eles acompanharam as alteracbes de PA e FC
em ratos SHR e WKY e observaram que nos animais SHR h& uma taquicardia
pré-hipertensiva e o0 aumento da FC é concomitante ao aumento da PA até a
guarta semana de vida, a partir dai a PA continua aumentando ao passo que a FC
comeca a reduzir até se equiparar aos valores apresentados pelo grupo WKY.

Corroborando com esses estudos, Smith (1979) jA demonstrara que nos ratos
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SHR, o débito cardiaco estava elevado na fase pré-hipertensiva voltando ao
normal apds o estabelecimento da hipertenséo.

O nosso estudo foi o primeiro a avaliar o efeito do TRV120027 em ratos
com hipertensdo espontanea, o efeito anti-hipertensivo do composto foi restrito a
este grupo, uma vez que nao houve alteracdes nos niveis de PAM em ratos
normotensos WKY. Nossos dados corroboram em parte com os de Violin e cols.
(2010), os quais demonstraram que a administragcédo intravenosa do TRV120027
reduziu a pressdo arterial, porém em animais normotensos. Assim cComo 0S
nossos dados, o TRV120027 também n&o alterou a FC desses animais. Convém
relatar que além do modelo animal utilizado, a rota de administracdo empregada
no nosso estudo foi diferente da empregada por Violin e cols. (2010), uma vez
gue administramos o composto no ventriculo lateral. Além disso, Violin e cols.
(2010) usaram ratos Sprague-Dawley sob anestesia, essas diferencas entre
linhagem e métodos empregados podem ser responsaveis pelas diferencas
encontradas.

Violin e cols. (2010) compararam o TRV120027 com o telmisartana e
losartana e viram que o0 primeiro composto, notavelmente especifico para o AT:1R,
reduziu o local de ligacdo da Ang Il ao passo que promoveu a ativagado da [-
arrestina e eNOS independente da ativacdo da proteina G acoplada a este
GPCR. O ligante tendencioso estimulou a contratilidade dos cardiomidcitos e
melhorou a performance cardiaca, o que nao foi observado com os antagonistas
do ATiR. A B-arrestina causa a dessensiblizacéo e internalizacdo dos receptores,
e ativa vias de sinalizacdo envolvendo MAPKs (MCDONALD, 2000). Por esse
mecanismo 0s AT1Rs séo sequestrados em endossomas e reciclados lentamente
ou sofrem degradacdo (RANKOVIC e cols., 2016).

A dessensibilizacdo de receptores depende classicamente de duas
etapas sequenciais (BARKI-HARRINGTON, ROCKMAN, 2008; HEIZTLER e cols.,
2012). A etapa inicial requer a fosforilacdo de residuos de serina e treonina dos
receptores pelas quinases de receptores acoplados a proteina G (G protein-
coupled receptor kinases — GRKs), em especial pelas GRKs 2, 3, 5 e 6 que séo
amplamente expressas (ZHENG e cols., 2010). De maneira geral, a fosforilagdo
pelas GRKs aumenta ainda mais a afinidade das B-arretinas pelo receptor
ativado, apesar de haver evidéncias advindas de receptores mutantes de que a

fosforilacdo pelas GRKs pode ser desnecessaria para o recrutamento das B-
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arrestinas (HEITZLER e cols., 2012). Outro importante papel das B-arrestinas é a
internalizagdo ou endocitose dos GPCRs. As [-arrestinas funcionam como
proteinas adaptadoras que associam o0s receptores & maquinaria de endocitose
dependente de clatrina. As B- arrestinas se ligam a clatrina através da proteina
adaptadora AP-2, que também estad envolvida na iniciacdo da invaginacdo da
membrana plasmatica revestida de clatrina (BARKI-HARRINGTON, ROCKMAN,
2008; LUTTRELL, LEFKOWITZ, 2002). A endocitose da vesicula revestida de
clatrina € dependente da dinamina que também se liga ao complexo da proteina
adaptadora AP-2 (LUTTRELL, LEFKOWITZ, 2002). Uma vez internalizado, os
GPCRs sofrem reciclagem para a membrana plasméatica ou degradacao.

As B-arrestinas também atuam como proteina de suporte (scaffold
protein) para outras vias de sinalizagdo funcionando como uma estrutura a qual
outras proteinas de uma cascata de sinalizacdo podem se ligar para aumentar a
sua eficiencia elou especificidade (HALL, LEFKOWITZ, 2002). Uma das
sinalizagfes via B-arrrestina mais estudada € a das MAPKs, ERK1/2. Entretanto,
€ importante observar que ha uma diferenca espaco-temporal entre as ERKs
fosforiladas via B-arrestina e as ERKs fosforiladas por mecanismos dependentes
de PKC (via proteina G), levando a ativacdo de fatores de transcricdo de forma
diferenciada. A fosforilagdo da ERK via proteina G € rapida e é translocada para o
ndcleo enquanto a fosforilacdo de ERK via B-arrestina é mais lenta e a kinase é
retida no citosol (CERVANTES e cols., 2010). Recentemente foi proposto que as
B-arrestinas além de impedir a formacdo de segundos mensageiros, podem atuar
como proteina de suporte para fosfodiesterases e diacilglicerol kinases (DGKSs)
aumentando a eficiéncia da degradacdo de segundos mensageiros AMPc e
diacilglicerol (DAG), respectivamente (BARKI-HARRINGTON, ROCKMAN, 2008;
SHENOY, LEFKOWITZ, 2011). Esse leque de informagdes demonstra a
potencialidade da [B-arrestina em desencadear diversos efeitos intracelulares, o
que inclui a melhoria no funcionamento do musculo cardiaco, como visto por
Violin e cols. (2010).

Devido a isso e ao fato do TRV120027 ser capaz de ativar a B-arrestina
ao se ligar no AT1R, pesquisadores vém realizando estudos in vivo e in vitro sobre
o TRV120027 na insuficiéncia cardiaca (IKEDA e cols., 2005; VIOLIN e cols.,
2010; GREENBERG, 2016; BOERRIGTER e cols., 2011). N6s ndo avaliamos 0s

efeitos do TRV120027 na contratilidade cardiaca uma vez que o nosso objetivo foi
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entender o efeito central da ativacdo tendenciosa da B-arrestina na modulacdo
autondmica da PA e FC, sensibilidade do barorreflexo e no estresse oxidativo
periférico.

Apos verificarmos o efeito do TRV120027 sobre a PA e FC, investigamos
o efeito central deste composto na funcdo autonémica dos animais. Observamos
que nos animais SHR-C ha um aumento no ténus simpatico, tanto cardiaco como
vascular, quando comparados aos animais WKY-C. Esses dados corroboram com
a literatura, uma vez que € bem reconhecida a hiperatividade simpatica nesse
modelo de hipertensdo (MCCARTY e cols., 1987; TUCKER; JOHNSON, 1984; YE
e cols., 2013; LI e cols., 2015; LUNDIN; RICKSTEN; THOREN, 1984). A elevacio
da atividade simpatica foi associada a reducdo do ténus vagal nesses animais. O
tratamento com o TRV120027 aumentou significativamente o ténus vagal
engquanto reduziu modestamente o tbnus vasomotor simpatico, sugerindo que a
ativagdo tendenciosa da -arrestina acoplada a receptores AT1 centrais melhora a
funcdo autondmica na presenca da hipertenséo. Os dados sugerem ainda que o
efeito anti-hipertensivo do TRV120027 esta associado, pelo menos em parte, com
o melhoramento da modulacdo autonémica cardiovascular.

Além da disfuncdo autondémica, varios estudos demonstraram um
decréscimo na sensibilidade do barorreflexo em varias formas de hipertenséo,
inclusive no modelo SHR (HESSE e cols., 2007; XIE e cols., 2006; GUIMARAES
e cols., 2012; GRASSI e cols., 2006; 2014; KONRADY e cols., 2011). Varios
estudos revelam que as acodes induzidas pela Ang-Il ao longo do eixo formado
pelo érgao subfornical, nacleo paraventricular do hipotalamo e bulbo ventrolateral
rostral (SFO-PVN-RVLM) sdo responsaveis pela hiperatividade simpéatica e
reducdo na sensibilidade do barorreflexo em ratos SHR, e este efeito ocorre, pelo
menos em parte, devido a geracdo de EROs dependente da ativacao da proteina
Ggn1 acoplada ao ATiR, como explicitado na secgcdo 1l.Introducéo (Figura 2)
(NISHIHARA e cols., 2012, XIE e cols., 2006; ITO e cols., 2002; ZIMMERMAN e
cols., 2002; 2004; LASSEGUE; GRIENDLING, 2004; BRAGA e cols., 2011).

A ativagdo da NAPH oxidase pela Ang-ll, mediante ativagdo da Proteina
Gg1 promove a conversao parcial do oxigénio molecular em EROs e essas
espécies sdo importantes mensageiros secundarios para o desenvolvimento de
doencas de origem central como a hipertensao arterial, doenca de Parkinson e
doenca de Alzheimer (OLANOW, 1990; NUNOMURA e cols., 2001; ZIMMERMAN
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e cols., 2002). Quando o equilibrio entre moléculas oxidantes e anti-oxidantes &
perdido, o estresse oxidativo, principalmente o Oz causa danos sérios no SNC,
provenientes de mudancas nos canais i6nicos de grande importancia (Ca?* e K*),
que levam a alteracdo do perfil de disparo neuronal induzindo descontrole nas
funcdes neurais (HIROOKA, 2008; YAN; WANG; ZHU, 2013; HURR e YOUNG,
2015). Essas acdes em areas de modulag¢édo autonémica simpética como o PVN e
0 RVLM estdo relacionadas ao aumento da descarga simpatica e danos
periféricos a nivel de vasos sanguineos e outros 0rgaos alvos da hipertenséo
como os rins (WU e cols., 2012).

Corroborando com os dados da literatura, observamos uma redugao na
sensibilidade do barorreflexo no grupo SHR-C quando comparados ao WKY-C, a
infusdo ICV do TRV120027 foi capaz de melhora-la. Respostas similares foram
encontradas em outros estudos apos infusdo ICV de antagonistas néo
tendenciosos do ATiR (KAWANO e cols., 1994; KOHARA e cols., 1993). Apesar
de ndo termos avaliado o estresse oxidativo central, n6s podemos formular a
hipétese de que o agonista tendencioso TRV120027, por antagonizar a via
dependente da proteina G acoplada ao ATiR (VIOLIN e cols., 2010) nos 6rgaos
circunventriculares, proximos ao seu local de infusdo, reduz o estresse oxidativo
no eixo SFO-PVN-RVLM e restaura a sensibilidade do barorreflexo nesses
animais.

Estudos do nosso e outros grupos de pesquisa revelaram um aumento no
estresse oxidativo periférico em ratos SHR (MONTEIRO e cols., 2012; ALVES e
cols., 2015; GUIMARAES e cols., 2012; PINO-GARCIA e cols., 2017). Acredita-se
que o proprio processo hipertensivo contribui para o aumento de EROs na
periferia, sendo este causa e consequéncia da hipertensdo (TOUYZ; BRIONES,
2011). Nesse sentido, fomos investigar o nivel de peroxidacao lipidica no soro,
rins e figado dos animais e o efeito do TRV120027 sobre este parametro.

Por meio do teste de peroxidacdo lipidica com o &acido tiobarbitlrico
(TBARS), observamos que 0 estresse oxidativo estava aumentado em animais
SHR-C quando comparado aos animais WKY-C, tanto no soro como em tecido
renal. Nossos dados corroboram com relatos anteriores, Guimaraes e cols. (2012)
demonstrou, utilizando a mesma técnica, que em animais SHR o0 estresse
oxidativo no soro esta aumentado, sendo reduzido apds tratamento com

antioxidantes administrados intravenosamente. Alves e cols. (2015) também
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demonstraram uma diminuicdo de EROs no soro de animais SHR tratados com o
Oleo de coco via oral e exercicios fisicos. Monteiro e cols. (2012) demonstraram
que a quercetina via oral reduziu o estresse oxidativo nos rins de ratos SHR e
melhorou a sensibilidade do barorreflexo nesses animais.

No presente estudo observamos que o tratamento com o TRV120027 foi
capaz de diminuir os niveis de peroxidacao lipidica no soro dos ratos SHR. Além
disso, houve uma diminuicdo do estresse oxidativo em tecido renal nos animais
SHR+TRV. Esses dados sugerem que o TRV120027 agindo centralmente
contribui para a reducdo do estresse oxidativo periférico. Entretanto, se ha algum
vazamento do TRV120027 para a corrente sanguinea ou se esses efeitos séo
dependentes exclusivamente da acéo central desse agonista tendencioso, ainda
permanece por ser elucidado. NOs acreditamos que, devido a similaridade
estrutural entre o TRV120027 e a Ang Il como também ao pequeno volume
infundido por tempo, o composto ndo atravessa a barreira hematoencefalica e
seus efeitos sdo restritos as regides proximas ao sitio de injecdo. Boerrigter e
cols. (2011) e Violin e cols. (2010) demonstraram que o TRV120027 tem uma
meia-vida muito curta (menos de 2 minutos), o que fortalece ainda mais a nossa
hipotese.

N&o observamos diferencas significativas nos niveis hepaticos de MDA
entre 0s grupos avaliados. A reducédo do estresse oxidativo no soro e rins dos
animais SHR tratados com o TRV120027 provavelmente esta relacionada a

reducdo da pressao arterial observada nesse grupo de animais.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o TRV120027,
administrado centralmente, é capaz de reduzir os niveis de presséo arterial em
ratos espontaneamente hipertensos e este efeito esté relacionado a melhora na
funcdo autonbmica e na sensibilidade do barorreflexo bem como a reducéo do
estresse oxidativo periférico presente nesses animais.

Os dados confirmam a estreita relagcédo entre as acdes desempenhadas
pelo ATiR em areas centrais e a hipertenséo arterial ao passo que ampliam nosso
conhecimento sobre os efeitos benéficos que podem ser desencadeados pela

ativacao destes receptores de maneira “tendenciosa”.
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