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RESUMO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE), uma doenga cerebrovascular, ocupa o segundo lugar
entre as causas de morte no mundo, além disso, 0s pacientes que sobrevivem ao AVE
frequentemente apresentam diferentes alteracdes fisioldgicas. Nesse sentido, investigar
estratégias que possam amenizar as consequéncias pds-AVE torna-se extremamente relevante.
Dentre as diferentes regides cerebrais acometidas esta o cortex insular, cujo dano resulta em
graves alteragdes cardiovasculares. O sistema renina-angiotensina possui dois eixos de agéo; I)
enzima conversora de angiotensina (ECA), angiotensina (Ang) Il, receptor AT1, com acgédo
vasopressora e I1) ECA2, angiotensina (1-7) (Ang-(1-7)), receptor Mas, com acdes contrarias
ao eixo da Ang Il. No presente estudo avaliamos o efeito do blogueio de receptores AT1 nas
alteracOes cardiovasculares geradas a partir da hemorragia experimental no cértex insular de
ratos Wistar (CEUA UFMG 112/2019). Os animais foram submetidos a estereotaxia para
inducéo da hemorragia experimental no cortex insular (HCI) do lado direito e apos trés dias de
tratamento com veiculo, NaCl 0,9% (0,1ml/100g), ou losartan (10mg/kg), via intraperitoneal
(ip) foram registrados os parametros cardiovasculares, frequéncia cardiaca (FC) e pressao
arterial média (PAM). O grupo submetido a HCI apresentou FC basal elevada comparados ao
controle (antes no controle; 364,71 £ 5,57 bpm vs 422,0 + 10,29 ap6s hemorragia; P<0,0001)
sem alteracdes significantes nos valores basais de PAM. O tratamento com losartan, bloqueador
do receptor AT1 no grupo HCI restaurou a FC aos valores basais e adicionalmente, diminui os
valores de pressao arterial basal (antes 111,33 + 1,66 mmHg vs 98,66 + 2,33 ap6s losartan;
P<0,0001). Estes efeitos produzidos pelo losartan foram abolidos pelo tratamento associado ao
A-779, antagonista do receptor Mas. Em conjunto com achados anteriores de nosso laboratorio,
0 presente estudo sugere que o blogueio dos receptores AT: pode reduzir o impacto da
exacerbacdo da atividade simpatica cardiaca observada apds HCI, bem como promover reducéo
dos valores basais da presséo arterial. Pelo menos parte dos efeitos produzidos pelo losartan
parecem estar relacionados a Ang-(1-7) via receptor Mas. Os dados do presente estudo sugerem

claramente que o losartan pode minimizar o risco cardiovascular apds hemorragia no ClI.

PALAVRAS-CHAVE

Aciedente Vascular Encefalico, doenca cerebrovascular, controle autondmico, sistema renina-
angiotensina, hemorragia experimental, cértex insular, alteracGes cardiovasculares, receptor AT,

losartan.



ABSTRACT

Stroke, a cerebrovascular disease, is the second leading cause of death in the world, besides,
patients who survive a stroke, often present different physiological changes. In this sense,
investigating strategies that can mitigate the post-stroke consequences, becomes extremely
relevant. Among the different brain regions affected is the insular cortex, the damage of which
results in serious cardiovascular changes. The renin-angiotensin system has two axes of action;
I) angiotensin-converting enzyme (ACE), angiotensin (Ang) 11, AT receptor, with vasopressor
action and Il) ECA2, angiotensin (1-7) (Ang- (1-7)), Mas receptor, with actions contrary to axis
of Ang Il. In the present study, we evaluated the effect of AT: receptor blockade on
cardiovascular changes generated from experimental hemorrhage in the insular cortex of Wistar
rats (CEUA UFMG 112/2019). The animals were submitted to stereotaxis to induce
experimental hemorrhage in the insular cortex (ICH) on the right side and after three days of
treatment with vehicle, NaCl 0.9% (0.1ml / 100g) or losartan (10mg / kg) were registered
cardiovascular parameters, heart rate (HR) and mean arterial pressure (MAP). The group
submitted to ICH showed a high baseline HR compared to the control (before in the control;
364.71 £ 5.57 bpm vs 422.0 + 10.29 after hemorrhage; P <0.0001) without significant changes
in the baseline values of PAM. Treatment with losartan, AT receptor blocker in the HCI group
restored HR to baseline values and additionally, decreased baseline blood pressure values
(before 111.33 + 1.66 mmHg vs 98.66 + 2.33 after losartan; P <0.0001). These effects produced
by losartan have been abolished by the treatment associated with A-779, the Mas receptor
antagonist. Taken together with previous findings from our laboratory, the present study
suggests that AT: receptors blockade may reduce the impact of cardiac sympathetic activity
exacerbation observed after ICH, as well as promoting a reduction in baseline blood pressure
values. At least part of the effects obtained by losartan seems to be related to Ang- (1-7) via the
Mas receptor. The data from the present study clearly suggest that losartan can minimize
cardiovascular risk after ICH.

KEYWORDS

Stroke, cerebrovascular disease, autonomic control, renin-angiotensin system, experimental

hemorrhage, insular cortex, cardiovascular changes, AT1 receptor, losartan.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é considerado uma doenca cerebrovascular
(Caplan et al., 1982; Virani Salim S. et al., 2020), de especial relevancia. Em uma definicéao
atualizada para o século XXI feita pela American Heart Association, o AVE foi classificado
como um déficit neurolégico atribuido a uma leséo focal aguda do Sistema Nervoso Central
(SNC). O AVE hemorragico é caracterizado como uma doenca heterogénea resultante de
hemorragia focal no parénquima cerebral, no sistema ventricular ou no espaco subaracndideo
(Sacco et al., 2013). A hemorragia ocorre a partir da ruptura dos vasos cerebrais,
frequentemente como resultado da hipertenséo, em que 0 sangue exerce pressao excessiva nas
paredes arteriais ja danificadas por aterosclerose, aneurisma ou malformacao arteriovenosa. Na
hemorragia o cérebro fica exposto aos efeitos dos produtos do sangue que causam irritacdo no
tecido (Frizzell, 2005; Perna and Temple, 2015). Os AVEs isquémicos séo caracterizados por
infartos cerebrais resultantes da oclusdo de um vaso, geralmente artérias, resultados do
desenvolvimento aterosclerético de trombos e émbolos que levam a deficiéncia de oxigénio
(Adams et al., 1993; Frizzell, 2005). A isquemia tem como alvo a microvasculatura, onde as
respostas inflamatdrias sdo iniciadas e contribuem para a lesdo do tecido (del Zoppo and
Hallenbeck, 2000). Os AVEs causam morte das células cerebrais devido a auséncia de oxigénio
guando hé interrupcdo do fluxo sanguineo por bloqueio ou ruptura do vaso o que também pode
desencadear outras doencas como deméncias e depressdo (Johnson et al., 2016). Estudos da
doenca, mostram que cerca de 90% do risco de AVE pode ser atribuido a fatores de risco como
(hipertens&o, obesidade, hiperglicemia, hiperlipidemia e disfuncéo renal) e, 74% destes, podem
ser atribuidos a fatores de risco comportamentais determinados pelo estilo de vida, como
tabagismo, sedentarismo e uma dieta pouco saudavel. Globalmente, 29% do risco foi atribuivel
a poluicdo do ar (Benjamin et al., 2019).

Cerca de 15 milhdes de pessoas por ano, no mundo, sdo acometidas por um AVE. O
tabagismo e a hipertenséo séo relevantes fatores de risco, sendo que, para cada 10 individuos
gue foram a @bito por AVE, 4 deles poderiam sobreviver caso a pressdo sanguinea fosse
devidamente regulada (Anon, n.d.). Estima-se que mais de dois tercos dos sobreviventes de

AVE requerem cuidados meédicos diarios e mais da metade ficam incapacitados, além do fato
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de que o AVE aumenta as chances de deficiéncia fisica mais marcadamente do que qualquer
outra condicdo (Adamson et al., 2004; Arroja et al., 2016). No Brasil, s6 em 2016, foram
registrados mais de 107 mil ébitos por AVE e boa parte dos pacientes que sobreviveram
apresentaram incapacidades. (de Santana et al., 2018). O envelhecimento da populacdo global
e 0 acumulo de fatores de risco contribuem para um risco crescente de AVE ao longo da vida.
O risco médio global de AVE aumentou de 22,8% em 1990 para 24,9% em 2016 (Anon, n.d.),
ocupando o segundo lugar como causa morte e 0 terceiro entre as doencas que causam
incapacidades (Strong et al., 2007; Feigin et al., 2015, Anon, n.d.). E pertinente ressaltar que,
neste momento, devido a pandemia causada por infe¢des do SARS -CoV-2, a ciéncia volta sua
atencdo as doencas cerebrovasculares, especialmente eventos de AVE em observages clinicas
gue apontam um aumento de AVE agudo em pacientes graves com Covid-19, associado a,
aumento da inflamacdo e tendéncia a uma maior mortalidade, o que necessita ser melhor
estudado (Aggarwal et al., 2020; Dhamoon et al., 2021). Estudos relatam pacientes jovens com
oclusdo da artéria cerebral média do lado direito e aumento de AVE hemorragicos em pacientes
com SARS-CoV-2 (Oxley et al., 2020; Mishra et al., 2021), além de estados pré-tromboticos e
DIC (coagulacdo intravascular disseminada) com lesdo cerebrovascular direta e eventos
hemorragicos (devido a terapia anticoagulante), resultando em aumento de AVE hemorragicos
e risco maior de morte em pacientes internados com covid-19 (Fayed et al., 2020; Zhang et al.,
2020; Melmed et al., 2021).

Durante as primeiras semanas, complicacdes cerebrais podem ser responsaveis pela
mortalidade, entre elas, um quadro conhecido como herniagéo transtentorial (Oppenheimer and
Hachinski, 1992), causado por aumento da pressdao intracraniana, consequéncia do edema
cerebral agudo (Parizel et al., 2002). Além disso, é reportado casos de pacientes com depressdo
p6s-AVE agudo que pode estar relacionada a lesdo anterior do hemisfério esquerdo (Starkstein
etal., 1988). Varios estudos relatam o estresse pds-AVE em pacientes com estados de ansiedade
ndo especifico e estresse pos-traumatico (Bruggimann et al., 2006; Edmondson and Cohen,
2013), parte destes, devido a situacdo de incapacidade e dependéncia em que o paciente se
encontra. (Oppenheimer and Hachinski, 1992).

Consequéncias sisttmicas comuns séo infeccdes pulmonares, urinaria e outras (com
importancia devido a complicagdes que levam a morte); febre; embolia pulmonar;
hiperglicemia transitoria ou crénica em pacientes que ndo eram diabéticos antes do acidente
vascular (Oppenheimer and Hachinski, 1992). Outras complica¢Ges podem ainda ocorrer, como
insuficiéncia renal (Doshi et al., n.d.), que além de piorar a hipertensdo em pacientes que ja

eram hipertensos, pode levar alguns pacientes a se tornarem hipertensos ap0s o evento, e ainda,
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gerar outras complicacfes, como disfungdes, arritmias e insuficiéncia cardiaca (Oppenheimer
and Hachinski, 1992; Chen et al., 2017).

1.2 - 0 CORTEX INSULAR

O cortex insular (CI) ou insula em humanos esta localizado profundamente na fissura
Sylviana, caracterizado pela primeira vez por Reil (1809), ocupa cerca de 2% do total da area
cortical (Baier et al., 2014; Oppenheimer and Cechetto, 2016; Gogolla, 2017). E uma regi&o do
cortex filogeneticamente antiga, posicionada na porcdo telencefélica, transicdo entre o
alocortex (sistema olfatério, hipocampo) e neocértex (frontal, parietal e lobos temporais), 0 seu
suprimento arterial tem origem na artéria cerebral média (Tokgodzoglu et al., 1999; Raghu et
al., 2019).

O Cl esté presente no cérebro de todos os mamiferos (Oppenheimer and Cechetto, 2016)
e recebe atencédo especial por sua funcdo devido a estudos que apontam seu papel no controle
autonémico e visceral (Allen et al., 1991a). Através de estimulos elétricos no CI de ratos, gatos,
cdes, macacos e humanos verificou-se resposta autondmica com alteracfes cardiovasculares,
respiratorias, na motilidade gastrica e outras areas do corpo (Cechetto, 1990). Dentro da insula
de varias espécies estdo localizadas sub-regies envolvidas na regulacdo cardiaca e na pressao
sanguinea. Assim como nos humanos, em ratos a insula é dividida em trés regides: agranular,
disgranular e granular, diferenciadas microscopicamente por sua estrutura celular
(Oppenheimer and Cechetto, 2016). Estudos experimentais e clinicos revelam que dentre as
areas do hemisfério cerebral envolvidas no controle autonémico do coracdo, como a amigdala
e o hipotalamo lateral, o CI € uma importante regido cortical do territdrio da irrigacdo da artéria
cerebral média relacionada a regulacéo simpatica e parassimpatica cardiovascular (Tokgdzoglu
et al., 1999; Fink et al., 2005). A insula recebe aferéncias topograficamente organizadas, dos
principais sitios viscerais e limbicos no cérebro de ratos, sugerindo a importancia do Cl na
integracdo e controle nos sistemas autbnomo e limbico (Allen et al., 1991b; Marins et al.,
2016b). Estudos anteriores sugeriram uma lateralizacdo nas regides da insula envolvidas com
o controle cardiovascular, sendo o lado direito posterior da insula relacionado ao controle
simpatico e o lado esquerdo posterior associado ao parassimpatico (Oppenheimer, 2007).

Em humanos, durante estimulacdo em pacientes epilépticos, em procedimentos

intraoperatdrios na insula, diminuicdo na frequéncia cardiaca e resposta depressora foram
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mostradas principalmente no lado esquerdo, enquanto aumento da frequéncia cardiaca e
resposta pressora foram mais pronunciadas quando a estimulagéo foi realizada no lado direito
(Oppenheimer et al., 1992). Envolvimento do CI direito em pacientes com AVE isquémico
resultou em arritmias, danos cardiovasculares, pior prognostico e morte dentro de 1 ano apés o
acidente (Colivicchi et al., 2005). Em estudo recente, Chouchou e colaboradores avaliaram
efeitos dos estimulos elétricos no ClI de 47 pacientes epilépticos e forneceram um mapa
funcional das regides exploradas. De acordo com os autores, pode haver alguma assimetria
esquerda/direita, ao observarem que a taquicardia pode ser evocada preferencialmente pela
estimulagdo da parte posterior ventral da insula no lado direito (Chouchou et al., 2019).

Em ratos, microestimulacdo no CI resultou em resposta na pressdo sanguinea e
alteracdes na frequéncia cardiaca e respiratoria (Ruggiero et al., 1987). O insulto promovido
por acido dl-homocisteico (DLH) em células do ClI direito de ratos Wistar resultou em aumento
na pressao arterial média que se tornou evidente 4 horas ap6s o tratamento (Butcher Kenneth
S. and Cechetto David F., 1995). Ap6s estimulacgdo elétrica, em ratos anestesiados, na regiao
rostral posterior da insula foi observada aceleracdo da frequéncia cardiaca, enquanto na regido
mais caudal verificou-se desaceleracdo da frequéncia cardiaca (Oppenheimer and Cechetto,
1990). Em estudo prévio de nosso laboratério, foi observada uma organizacgdo topogréfica da
regulacdo cardiovascular autonémica ao longo do eixo rostrocaudal no CI de ratos,
demonstrando que a regido intermediaria do CI posterior € predominantemente
simpatoexcitatdria, enquanto uma regido simpatoinibitéria esta localizada mais rostralmente,
ndo sendo neste estudo, no entanto, encontrada nenhuma evidéncia clara de assimetria funcional
para controle cardiovascular autonémico entre os lados esquerdo e direito do CI posterior
(Marins et al., 2016a).

1.3 — CONSEQUENCIAS DO ACIDENTE VASCULAR NO CORTEX INSULAR

Ocorréncias do acidente vascular no CI possibilitaram estudar as regifes envolvidas na
regulacdo cardiovascular ao observar as alteracfes geradas. Os desarranjos da funcéo
cardiovascular devido ao acidente vascular no Cl podem comprometer a sobrevivéncia do
individuo a longo prazo ou causar a morte subita cardiaca (Cheung and Hachinski, 2000;
Oppenheimer and Cechetto, 2016). A insula é uma area onde ocorre AVEs frequentes devido a

oclusdo/infarto na artéria cerebral média (Tokgbzoglu et al., 1999), ou por rompimento dos
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vasos causando hemorragia intracerebral (HIC) (van Bree et al., 2010; Romano et al., 2019).
Alguns relatos consideram a lateralizacdo, com o lado direito do Cl mais importante na
estabilizacéo da frequéncia cardiaca e ritmo cardiaco, portanto um AVE no lado direito causaria
maiores efeitos, como arritmias cardiacas, mediados pelo simpatico, mostrando alteracfes
cardiovasculares mais facilmente detectadas no ECG (Oppenheimer, 1992). Um estudo
realizado com humanos relacionou o AVE nos hemisférios esquerdo e direito do cérebro,
incluindo o cortex insular. Nesse estudo, morte sUbita ocorreu apenas em pacientes com leséo
no cortex insular e a maioria dos pacientes com lesdo no lado direito, sugerindo que a insula,
principalmente o lado direito, exerce um importante papel no controle autbnomo e ainda, o
AVE nessa regido aumenta o tdnus simpético e a probabilidade de arritmias cardiacas e morte
subita ((Tokgozoglu et al., 1999). O ECG de pacientes com AVE agudo no CI geralmente
resulta em anormalidades no intervalo ST e na onda T, mostrando arritmias e problemas na
repolarizacdo (Cheshire and Saper, 2006). Em um outro estudo, também com humanos, o
acidente vascular no cortex insular direito provocou alteragdes nos parametros cardiovasculares
e aumento no ténus simpatico cardiaco (Meyer et al., 2004). Paciente com AVE isquémico,
seguido de hemorragia no CI, apresentou “torsades de pointes” (arritmia ventricular, associada
a perturbacdo na repolarizagdo) desencadeada por intervalo QT prolongado (Romano et al.,
2019).

Diversas consequéncias do acidente vascular no CI séo reportadas, como por exemplo,
déficits motores e sensorias, déficit de consciéncia e distlrbios neuropsiquiatricos, ruptura das
respostas afetivas, déficit na percepcdo e reconhecimento ipsilaterais, auséncia do tato,
comprometimento da fala, alteracbes na percepcdo da audicdo, paladar, olfativas, dor e
mudancas na temperatura (Baier et al., 2014; Jones et al., 2010; Di Stefano et al., 2021). Em
um estudo com humanos p6s AVE no cortex insular, foram observadas altera¢fes na percepcao
da dor e variagdes de temperatura (frio e calor) (Starr et al., 2009), considera-se que cerca de
50% dos pacientes que sofrem AVE apresentam febre (Wrotek et al., 2011; Thomas et al., 2020)
que pode ser devido a infec¢bes, ou sem nenhum foco de infecgéo identificavel (Georgilis et
al., 1999).

Em ratos, altera¢fes autondmicas como, aumento da atividade simpatica do nervo renal
e presséo arterial média também foram relatadas como efeitos do AVE (Butcher Kenneth S.
and Cechetto David F., 1995). Estudo recente de nosso laboratorio, comparou os efeitos
cardiovasculares produzidos pela hemorragia focal no Cl de ratos em ambos os hemisférios.
Foram observados, taquicardia sustentada (mediada pelo aumento da atividade simpatica

cardiaca), reducdo na atividade simpatica renal, arritmias cardiacas e alteracdes moleculares
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cardiacas sugerindo progressao para insuficiéncia cardiaca. Interessantemente, as alteraces
observadas foram mais proeminentes quando hemorragia era no lado direito (Marins et al.,
2020).

1.4 - O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) desempenha um papel importante no controle
das funcdes cardiovascular, renal e adrenal que mantém o balango homeostatico e a pressao
arterial (Carey and Siragy, 2003). Descrito simplificadamente, o Angiotensinogénio (AGT),
uma glicoproteina que é produzida pelo figado, embora possa ser produzida também por outros
6rgdos como o cérebro, rins e coragdo, € liberada na circulacdo sanguinea (Passos-Silva et al.,
2013), pela acdo da enzima renina — outra glicoproteina que é produzida nas células
justaglomerulares das arteriolas aferentes renais (Carey and Siragy, 2003) — é hidrolisado
produzindo a Angiotensina | (Ang I) (Fontes et al., 2016). A Ang | por sua vez, é clivada pela
enzima conversora de angiotensina (ECA), produzida principalmente nos vasos pulmonares, e
é subsequentemente convertida em angiotensina Il (Ang Il) (Paz Ocaranza et al., 2020).

Os principais efeitos da Ang Il sdo mediados pelo receptor AT:. O chamado eixo
classico, que consiste nos produtos ECA /Ang Il /AT:, possui acdes vasoconstritora,
hipertensiva, fibroticas e proliferativa associados as doengas cardiovasculares, como
insuficiéncia cardiaca, AVE e outras (Sasaki and Dampney, 1990; Ferreira et al., 2011). Além
da Ang Il, outros produtos biologicamente ativos também sdo formados no SRA, a Ang I,
Ang IV e Ang-(1-7) (Fontes et al., 2016).

Através da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) a Ang Il por hidrélise forma a
Ang-(1-7) (Passos-Silva et al., 2013). A Ang-(1-7) pode ser gerada por clivagem da Ang | por
endopeptidases e oligopeptidases, como THOP, NEP, PEP ou por clivagem da Ang Il por
carboxipeptidases, como a ECA2 (Santos et al., 2018). As ac¢bes da Ang-(1-7) s&éo mediadas
por receptor Mas (Fontes et al., 2016), receptor acoplado a proteina G (GPCR) (Santos et al.,
2003), podendo se ligar também ao receptor MRGD, no entanto ainda ndo ha muita clareza
sobre a relevancia funcional desta associacdo (Tetzner et al., 2016; Paz Ocaranza et al., 2020).
Considerado o segundo eixo, ECA2/Ang-(1-7)/Mas, com agdo vasoprotetora, exerce um papel
importante contrarregulador do eixo classico e que pode trazer beneficios aos pacientes com

doencas cardiovasculares (Ferreira et al., 2010). Evidéncias atuais sugerem a ECA2 humana
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recombinante como terapia promissora em doengas cardiovasculares, a fim de diminuir
quantidades de Ang Il e aumentar Ang-(1-7) (Wysocki et al., 2010). A Ang-(1-7) apresenta
efeitos antiarritmicos e foi demonstrado que o receptor Mas no nodo sinoatrial exerce uma
papel funcional na atenuacdo de arritmias (Ferreira et al., 2011). Dados mostram ainda que a
ativagdo do eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas diminui taquicardias interferindo com a resposta
cronotrépica positiva, mediada pela estimulacdo de receptores beta adrenérgicos cardiacos,
induzida por isoproterenol em animais anestesiados e conscientes (Lima et al., 2013). Outros
importantes efeitos ocorrem no sistema renal e protecdo contra lesdo renal, no modelo de
hipertensdo (Dilauro and Burns, 2009).

Recentemente uma nova classe do SRA foi descoberta, as alatensinas, entre elas a
Alamandina, cujo receptor é o receptor D acoplado a proteina G relacionado ao Mas (MrgD),
com efeitos vasodilatadores, diminuicdo da pressdo sanguinea e do tdnus simpatico (Lautner et
al., 2013; Paz Ocaranza et al., 2020).
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Figura 1 — Sistema Renina Angiotensina - (Paz Ocaranza et al., 2020).

Considerando o acidente vascular no cortex insular, os resultados que afetam o sistema
autondmico cardiovascular e com base nas evidéncias dos efeitos da ativacdo dos receptores
AT1 e Mas, o SRA apresenta-se como um importante alvo farmacologico para o tratamento de
doencas (Victor, 2007), portanto explord-lo como alvo terapéutico utilizando drogas que
possam interferir, como inibidores dos receptores da Ang Il ou ativadores da Ang-(1-7), via
receptor Mas, poderia resultar em respostas importantes sobre a atuagéo integrada deste sistema
no controle das fungdes cardiovasculares envolvidas, bem como, um possivel tratamento para
0s pacientes. Estudo em animais modelo de AVE isquémico, por oclusdo da artéria cerebral
média no hemisfério direito, sendo o Cl também afetado, uma vez que uma por¢do grande do

hemisfério direito foi afetado pela isquemia, mostrou que a Ang-(1-7) exerce acOes
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cardioprotetoras e acOes cerebroprotetoras em casos de AVE isquémico em ratos (Mecca et al.,
2011).

1.5- ANTAGONISTAS DOS RECEPTORES AT: E MAS

1.5.1 - LOSARTAN — ANTAGONISTA DO RECEPTOR AT1 DE ANG Il

Losartan, o sal de potassio de 2-n-butil - 4- cloro - 5 - hidroximetil -1 - [(2 /- (1H -
tetrazol - 5 - il) bifenil-4-il) metil] imidazol (Wexler et al., n.d.) € uma substancia de baixo peso
molecular, ndo peptidico, antagonista do receptor AT: de Ang Il, de administracdo oral,
utilizado para bloquear os efeitos fisioldgicos induzidos pela Ang |1, sendo assim, importante
como anti-hipertensivo (Johnston, 1995). Antagonista do receptor ATy de Ang Il (Habashi et
al., 2006) é considerada uma droga eficaz, pois bloqueia os efeitos da Ang Il (Dahlof et al.,
n.d.), e, por esta razdo, utilizada no tratamento da hipertensdo e prevengdo das doencas
cardiovasculares, como o infarto do miocéardio e o AVE reduzindo a morbidade e mortalidade
cardiovascular (Dahlof et al., 2002).

Especificamente com relacdo ao AVE, losartan mostrou-se eficiente em diminuir a
pressdo sanguinea noturna ambulatorial em pacientes com historico de AVE (Okuguchi, 2002).
Adicionalmente, estudos mostram que losartan é eficiente na reducdo da fibrilacdo atrial e
também no tratamento pds-AVE em pacientes com hipertensdo, oferecendo protecdo
cerebrovascular (Kjeldsen et al., 2005; Wachtell et al., 2005). Em estudos com animais (ratos)
em um modelo de isquemia cerebral induzida por ocluséo de vasos, losartan apresentou efeito
neuroprotetor atenuando o dano neural e diminuindo morte neuronal apds administracéo
intraperitoneal (Zhang et al., 2012). Losartan foi mais eficiente em prevenir a morbidade
cardiovascular e morte, num estudo comparado com atenolol em pacientes hipertensos que
foram tratados durante 4 anos, tendo também reduzido a pressdo arterial e sendo melhor
tolerado (Dahlof et al., 2002). Semelhantemente, losartan foi mais eficaz do que o atenolol na
prevencdo da morbidade cardiovascular e morte, especialmente em casos de AVE,
independente da reducdo da pressdo arterial, alem de prevenir AVE em pacientes com
hipertrofia ventricular esquerda com espectro de risco cardiovascular (Devereux, 2003; Kizer

et al., 2005). O tratamento com bloqueador ATy, em pacientes idosos hipertensos, diminuiu em
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42% o risco relativo de acidente vascular (Papademetriou et al., 2004). Dados de um estudo
com bloqueador ATy, cujo tratamento foi realizado durante 7 dias apds AVE isquémico
resultou em melhora no prognostico, diminui¢do da morbidade e mortalidade dos pacientes,
mostrando que quanto mais cedo a inibicdo do receptor AT1 de Ang Il, melhor os efeitos e
beneficios (Schrader et al., 2003). Pré-tratamento com losartan mostrou efeitos benéficos contra
danos em AVE isquémico em ratos (Zhao et al., 2009). Além disso, estudos mostram efeitos de
cardioprotecdo ap0Os tratamento com inibidores (Xu et al.,, 2000; Dahlof et al., 2002).
Adicionalmente, evidéncias clinicas e experimentais mostram outros diversos efeitos
neuroprotetores dos tratamentos com blogueadores da Ang Il (Villapol and Saavedra, 2015).
Estudo mostrou a eficacia do losartan em epilepsia apos lesdo cerebral a fim de evitar uma
devastadora sequela neuroldgica e dano na barreira hematoencefalica (causados pos-injuria
cerebral), sendo entdo, proposto como uma nova estratégia para evitar modificacOes
neurovasculares lentas e progressivas, ressaltando que ele mostra-se promissor por produzir
varios efeitos benéficos na unidade neurovascular com diferentes mecanismos de agdo
(Friedman et al., 2014).

1.5.2 - A-779 - ANTAGONISTA DA ANG-(1-7)

@) A-779 [Asp 1-Arg 2-Val 3-Tyr 4-lle 5-His 6-
D-Ala 7, (A-779)] é um antagonista seletivo do receptor Mas do heptapeptideo Ang-(1-7).
Estudos pioneiros de Santos e colaboradores. mostraram que o A-779 seletivamente blogueou
as alteracdes de PAM produzidas pela microinjecdo de Ang-(1-7) em regides cardiovasculares
do bulbo dorsal e ventral, bem como o efeito antidiurético de Ang-(1-7) (Santos et al., 1994).
Experimentos in vitro revelaram que Ang-(1-7) diminuiu a autofagia de cardiomidcitos
induzida por Ang 11, e reduziu a remodelacéo cardiaca juntamente com a melhora da fungéo
cardiaca, sendo que quando administrado A-779, o antagonista do receptor Mas mitigou 0s
efeitos benéficos da Ang-(1-7) (Lin et al., 2016).

Mecca e colaboradores mostraram que quando administrado um ativador da ECA2 (o
que aumenta Ang-(1-7) disponivel) por infusdo intracerebroventricular antes, durante e apos o
AVE isquémico, o tamanho do infarto em ratos foi reduzido, e 0 mesmo efeito foi revertido
pela co-administragdo com o antagonista Mas A-779 (MECCA et al., 2011). Num outro estudo

0 grupo observou que ao administrar o ativador de ECA2 junto com o A-779, o volume do
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infarto foi pior comparado ao grupo que néo recebeu A-779 (Bennion et al., 2015). Estudo com
ratos SHR, com um modelo de AVE hemorrégico induzido por hipertensao, o tratamento com
Ang-(1-7) resultou em um aumento significativo na sobrevivéncia dos animais e diminuiu o
numero de hemorragias. Este efeito foi parcialmente revertido pela infusdo

intracerebroventricular do bloqueador do receptor Mas, A-779 (Regenhardt et al., 2014).

2 —JUSTIFICATIVA / OBJETIVO GERAL

Compreender os diferentes mecanismos envolvidos nas alteragdes cardiovasculares
oriundas do AVE pode revelar alternativas terapéuticas para o tratamento ou prevencdo desta
condicgdo. Neste estudo, procuramos avaliar os efeitos produzidos pelo bloqueio de receptores
AT nas alteragdes cardiovasculares resultantes da hemorragia experimental no cortex insular
de ratos. Adicionalmente, investigar a contribuicdo do receptor Mas nos efeitos resultantes do

bloqueio AT1.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil cardiovascular ap6s hemorragia experimental no Cl de ratos.

e Avaliar o perfil cardiovascular apds a hemorragia experimental no CI de ratos tratados

com losartan (bloqueador AT1).

e Avaliar o perfil cardiovascular apds a hemorragia experimental no CI de ratos tratados
com losartan (bloqueador AT1) ap6s administracdo subcutanea de A-779 (bloqueador
Mas).



28

3-METODOLOGIA

3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar pesando 280 a 350g. fornecidos pelo Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais. Os procedimentos foram realizados de acordo com as regras estabelecidas pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal - CEUA UFMG, sob o protocolo aprovado, n°
112/2019. Os animais foram mantidos em ambiente adequado com temperatura e luminosidade
controladas, com livre acesso a ragdo e agua.

Os experimentos cirurgicos e tratamentos foram realizados no Laboratério de
Hipertensdo da UFMG. A hemorragia experimental intracerebral no CI foi realizada conforme
0 método adaptado (Nakamura et al., 2008) e descrito anteriormente pelo nosso laboratério
(Marins et al., 2020) .

3.2 - ANESTESIA E ANALGESIA

Em todos os procedimentos cirdrgicos, os animais foram anestesiados com Cetamina
(80mg/Kg) e Xilazina (7mg/Kg) por via intraperitoneal (ip) a fim de serem submetidos as
cirurgias. Apds os procedimentos receberam 0,2 ml de pentabidtico veterinario 1:200000 Ul
(Fort Dodge) por via intramuscular para prevenir infec¢des, dose Unica, logo apos a cirurgia de
estereotaxia e 0,1ml/100g, de peso animal, de banamine na concentragéo de 50mg/ml (MSD)
por via subcutanea (sc) para promover analgesia logo apos a estereotaxia e pds-cirurgia de

canulacdo da artéria femoral.
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3.3—-DROGAS

Foram utilizadas: losartan antagonista do receptor AT1 (10mg/kg) por via ip e A-779
antagonista do receptor Mas (200ug/kg) por via subcutanea (sc).

Os grupos controle receberam injecdo por via ip (0,1ml/100g de peso vivo) de salina
estéril (NaCl 0,9%).

3.4 — PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.4.1 - HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO CORTEX INSULAR

Os animais foram anestesiados com Cetamina (80mg/Kg) e Xilazina (7mg/Kg) via ip,
tiveram o pelo da cabeca raspado e foram posicionados no estereotaxico e fixados pelas barras
auriculares e barras incisivas reguladas em 3,3 mm abaixo da linha intraural. O animal foi
mantido posicionado sobre uma manta aquecida, mantendo 37° C, durante todo o procedimento
cirurgico e sua temperatura foi monitorada por um termdémetro (medida de temperatura retal)
ligado a um software. Foi realizada assepsia no couro cabeludo com alcool 70%, logo apds
administrado anestésico local sc com cloridrato de lidocaina 2%-+epinefina 1:200000
(XylestesinO) para promover a reducdo do sangramento na regifo do corte devido a sua acéo
vasoconstritora e a seguir, uma incisdo mediada na pele para visualiza¢do do bregma (ponto de
referéncia para a leitura dos parametros: antero-posterior, latero-lateral e dorso-ventral). Com
uma broca foi utilizada para trepanacédo craniana, cujo orificio obedecia as coordenadas para a
localizacdo do cortex insular direito, sequindo as coordenadas antero-posterior: 0.0, latero-
lateral: 5,8 mm e dorsoventral:7,0 mm a partir do bregma, descritas no Atlas de Paxinos e
Watson (Paxinos et al., 2009). A Hemorragia Experimental no cortex insular direito foi induzida
pela nanoinjecdo (200 nl) de sangue autologo sem anticoagulante, nesta regido, em um periodo
de 1 min. Esse sangue foi retirado da cauda do rato durante o procedimento, figura (Fig.2). Na
fase de caracterizagdo/padronizacdo do modelo, o grupo controle recebeu 200 nanolitros (nl)
de salina estéril na regido do CI. Adicionalmente, para separar os possiveis efeitos dos

procedimentos cirurgicos da intervencdo no Cl um grupo sham foi adicionado. O grupo sham
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consistiu de ratos que foram submetidos a todos os procedimentos de estereotaxia com a
trepanacdo craniana utilizando uma broca para fazer o orificio, seguindo as mesmas
coordenadas a partir do bregma, sem receberem, no entanto, qualquer injecdo no ClI. Vale aqui
ressaltar que, como o grupo hemorragia experimental no cortex insular foi 0 mesmo utilizado
para comparagdo com hemorragia experimental no cortex insular com tratamento ip de
antagonistas angiotensinérgicos, todos receberam injecdo ip de veiculo salina. Assim trés

grupos experimentais foram avaliados e respectivamente denominados:

1) Sham controle sem injecdo no cértex insular, Sham — sal; n=5

2) Hemorragia experimental no cortex insular; HCI —sal; n=7.

3) Salina no cortex insular; SalCl —sal; n=7.

4) Hemorragia experimental no cortex insular tratamento com losartan ip; HCI — los;
n=~6.

5) Hemorragia experimental no cortex insular tratamento com losartan ip + A-779 sc;
HCI - los + A-779; n=6.

Logo ap6s, a regido foi suturada e finalizado com limpeza da sutura com alcool iodado.
O p6s-operatorio foi feito em ambiente aquecido até a recuperacdo anestésica e depois 0s ratos
retornaram para o biotério do laboratério onde foram mantidos em caixas de polipropileno com
livre acesso a agua e comida por um periodo de 3 dias, durante o qual eles receberam os
diferentes tratamentos, (losartan, losartan+A-779 ou veiculo i.p). No segundo dia apds a

estereotaxia os ratos foram submetidos a canulacdo da artéria femoral.
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Figura. 2 — Desenho representativo da estereotaxia e area do cortex insular direito onde foi realizada a hemorragia
experimental. Figura modificada, adaptada de MARINS et al., 2020.

3.4.2 - CANULACAO DA ARTERIA FEMORAL

Os animais foram novamente anestesiados com Cetamina (80mg/Kg) e Xilazina
(7mg/Kg) por via ip e submetidos a canulagdo da artéria femoral, com canula de polietileno 48h
apos a hemorragia experimental. As canulas foram confeccionadas a partir do aquecimento e
unido de tubo de polietileno PE-10 (4,5 cm) e PE-50 (15cm). Posteriormente foram preenchidas
com solucéo salina (0,9%) e obstruidas na extremidade livre do P-50 com alfinetes de metal. A
canulagéo ocorreu a partir de uma inciséo unilateral na regido inguinal dos ratos anestesiados
em decubito dorsal para dissecagéo e isolamento da artéria femoral onde a canula de polietileno
foi implantada até chegar a aorta abdominal, sendo amarrada e fixada. A extremidade livre foi
passada pela regido lateral e dorsal do tronco pelo espaco subcuténeo até a regido interescapular
por onde foi exteriorizada através de uma pequena incisao previamente realizada e entdo fixada
externamente também por amarragdes. Os animais foram suturados na regido inguinal e
passaram por um periodo de recuperacdo de aproximadamente 24h. A seguir a canula foi

conectada a um transdutor para registro dos parametros cardiovasculares.
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3.5 - REGISTRO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os parametros cardiovasculares foram analisados 72h apds a hemorragia experimental,
A cénula inserida na artéria foi conectada a um transdutor de pressao ligado a um amplificador
e a um sistema de conversdo analdgico-digital (MP100A-CE) para afericdo desses parametros.
Foram coletados os valores através do equipamento e do software Biopac Systems Inc. Os
registros de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram gravados e

analisados posteriormente.

3.6 — CAGE SWITCH STRESS (CSS)

Com o intuito de avaliar o efeito da Hemorragia no Cl e sua associacdo com os diferentes
tratamentos frente a uma situacdo de reatividade cardiovascular, os animais foram submetidos
ao estresse por mudanca de ambiente ou cage switch stress (CSS) (Cunha Silva and Fontes,
2019). Este paradigma consiste em transferir o rato de sua caixa original para uma caixa
contendo maravalha usada por outro animal Fig.3. O teste foi feito 24 horas ap6s a canulagédo
através da qual os parametros cardiovasculares foram monitorados. Apds estabilizacdo, os
valores basais foram coletados por um periodo de 10 minutos (min), seguidos de 10 min de
CSS e retorno a caixa original por mais 10 minutos.
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Transferéncia

Retorno

Figura. 3 — Desenho representativo do teste CSS — estresse por mudanca de ambiente.

3.7-HISTOLOGIA

Ao final do experimento, a fim de confirmar o sitio de injecdo no cérebro, todos os
animais foram anestesiados profundamente com tiopental (100mg/kg) por via ip e foi realizada
a perfusdo transcardiaca. Os animais foram submetidos a abertura da regido toracica, o esterno
foi rebatido a fim de expor o coracdo e uma agulha de grosso calibre foi introduzida no
ventriculo esquerdo, a aorta abdominal foi bloqueada com pinga hemostatica enquanto o atrio
direito seccionado. Os animais foram perfundidos com solucéo salina 0,9%. Os cérebros foram
removidos e armazenados em paraformaldeido 10% por 72 horas e posteriormente transferidos
para uma solucao de sacarose 30% por 24 - 48 horas.

No criostato (LEICA CM 1850) foram feitos cortes transversais do cérebro com
espessura de 60 um para histologia, estes foram distribuidos em placas e posteriormente
colocados em laminas gelatinizadas e corados com vermelho neutro 1% pela técnica de Nissl.

As laminas foram entdo analisadas por microscopia Optica utilizando o atlas de Paxinos e
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Watson (Paxinos et al., 2009) como referéncia para identificar a regido do cortex insular que

receberam a nanoinjecdo de sangue autélogo.

3.8 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (x £ epm). Na anélise
estatistica para comparagdo entre grupos serdo utilizados os testes t de Student ou analise de
variancia (ANOVA two-way), seguido pelo teste de Bonferroni conforme apropriado. O nivel
de significancia sera fixado em p<0,05.

Os valores de delta foram calculados, usando o primeiro valor registrado, coletado no
intervalo de 30 segundos em cada minuto durante os 10 minutos de registro CSS menos o valor
basal coletado no intervalo de 30 segundos imediatamente antes desta abordagem. Assim:

Delta =[Primeiro valor do intervalo de 30 s PAM CSS] — [Valor de PAM 30 s imediatamente
antes do CSS]

Delta =[Primeiro valor do intervalo de 30 s FC CSS] — [Valor de FC 30 s imediatamente antes
do CSS]

4 —PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1 - PROTOCOLO 1. OBJETIVO: CARACTERIZAR O PERFIL CARDIOVASCULAR APOS
HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO CI DE RATOS.

Nesta primeira etapa procuramos caracterizar o perfil cardiovascular dos animais ap6s
hemorragia experimental no Cl. Os animais foram submetidos a estereotaxia e receberam
injecdo de 200 nl de sangue autologo no CI e tratamento com salina ip durante 3 dias, sendo a
primeira dose logo ap6s a cirurgia. O grupo controle recebeu injecdo de 200 nl de salina estéril
0,9% no CI e tratamento com salina ip durante 3 dias, sendo a primeira dose também logo apds

a cirurgia. No terceiro dia os animais foram novamente anestesiados e a artéria femoral foi
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canulada. Apo6s 24h de recuperacdo a canula foi conectada ao transdutor para registro dos
parametros cardiovasculares. Durante o0 registro foram avaliados o0s parametros
cardiovasculares basais € 10 minutos ap6s foi avaliada a reatividade cardiaca ao estresse por
mudanca de ambiente (CSS). Cerca de uma hora ap6s, os animais foram anestesiados, foi
realizada perfusdo transcardiaca, retirada do cérebro para fixacdo e posterior histologia.
Esquema do protocolo apresentado na Fig. 4. Todos os procedimentos foram melhor detalhados

na metodologia, item 3.4.

« 3 dias de tratamento comegando logo apos a cirurgia
* Salina ip

* 24 horas para recuperacao

Canulacao da
artéria femoral

* Apos estabilizacao:
+ 10 min registro basal, 10 min CSS, 10 min retorno a caixa original
« 1 hora depois Perfuséo transcardiaca, retirada do cérebro para histologia

Registro dos
parametros
cardiovasculares

CSS

Figura. 4 - Esquema do protocolo experimental grupo HCI — sal e SalCl — sal.

4.2 - PROTOCOLO 2. OBJETIVO: AVALIAR O PERFIL CARDIOVASCULAR APOS A
HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO ClI DE RATOS TRATADOS COM LOSARTAN
(BLOQUEADOR ATy).

Os animais receberam injecdo de 200 nl de sangue autologo no Cl e tratamento com
losartan ip durante 3 dias, sendo a primeira dose apds a cirurgia. Os demais procedimentos

foram iguais aos grupos especificados anteriormente no item 4.1. Esquema do protocolo
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apresentado na Fig. 5. Todos os procedimentos foram melhor detalhados na metodologia, item
3.4.

« 3 dias de tratamento comegando logo apos a cirurgia
* Losartan ip

* 24 horas para recuperacao

» ApOs estabilizagéo:
* 10 min registro basal, 10 min CSS, 10 min retorno a caixa original
« 1 hora depois Perfusdo transcardiaca, retirada do cérebro

Figura. 5 - Esquema do protocolo experimental grupo HCI — los.

4.3 - PROTOCOLO 3. OBJETIVO: AVALIAR O PERFIL CARDIOVASCULAR APOS A
HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO ClI DE RATOS TRATADOS COM LOSARTAN
(BLOQUEADOR AT1) APOS ADMINISTRACAO SUBCUTANEA DE A-779
(BLOQUEADOR MAS).

Os animais receberam injecdo de 200 nl de sangue aut6logo no CI e tratamento com A-
779 sc e losartan ip, 30 min apds, durante 3 dias, sendo a primeira dose apés a cirurgia. Os
demais procedimentos foram iguais aos grupos anteriores especificados no 4. 1, 4. 2. Esquema
do protocolo apresentado na Fig. 6. Todos os procedimentos foram melhor detalhados na

metodologia, item 3.4.
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« 3 dias de tratamento comegando logo apos a cirurgia
SECEIEREER » A-779 sc + losartan ip
Nanoinjecdo de
sangue autélogo
no ClI

Canulagdo da

artéria femoral

 Apos estabilizacdo:
« 10 min registro basal, 10 min CSS, 10 min retorno a caixa original

AEUHSEEE | 1 hora depois Perfuso transcardiaca, retirada do cérebro

parametros
cardiovasculares

CSS

* 24 horas para recuperacao }

Figura 6 - Esquema do protocolo experimental grupo HCI — los + A-779.

5—-RESULTADOS

5.1 — RESULTADO PROTOCOLO 1 - OBIJETIVO: CARACTERIZAR O PERFIL
CARDIOVASCULAR APOS HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO CI DE RATOS.

Inicialmente comparamos os valores basais das variaveis cardiovasculares entre trés
grupos experimentais; 1) Sham — sal e 2) SalCl — sal. 3) HCI — sal. Ndo foram observadas
diferengas significativas nos valores basais de PAM entre os grupos (Fig. 7, Tabela 1). Ao
contrério, o grupo HCI — sal apresentou valores elevados de FC basal. (Fig. 8, Tabela 2).

Apos a coleta dos valores basais de PAM e FC os animais foram submetidos ao
paradigma de CSS por um periodo de 10 minutos. Apesar de ndo haver diferencas nos valores
basais de PAM, durante o0 CSS o grupo controle apresentou reatividade ao estresse com
elevacdo da PAM, enquanto os resultados mostram que a resposta pressorica ao estresse agudo
foi claramente suprimida nos animais p6s hemorragia quando comparada ao grupo SalCl — sal
(Fig. 9A e B).
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A manobra de CSS produziu uma taquicardia sustentada durante todo o periodo de
estresse, que, mesmo com valores basais de FC muito diferentes, foi de magnitude e perfil

similar entre os grupos, (Fig. 10 A e B).

PAM (mmHg) basal
\l
o1
]

Figura. 7 — Valores basais de PAM em ratos submetidos a hemorragia experimental no CI.

GRUPOS PAM (mmHg)
Sham — sal 108,7+4,4
SalCl —sal 119,4 +10,9
HCI —sal 109,3 + 10,2

Tabela 1 — Valores basais de PAM em ratos submetidos a hemorragia experimental no Cl; comparagdo entre os
grupos controle (vide métodos para detalhes).
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Figura. 8 — Valores basais de FC em ratos submetidos a hemorragia experimental no Cl, comparagdo com
respectivos grupos controle (vide métodos para detalhes). HCI — sal e Sham — sal #p<0,05, HCI — sal e SalCl — sal
*p<0,05 — ANOVA — one way.

GRUPOS FC (bpm)
Sham — sal 351,2+17,8
SalCl - sal 336,25 + 31,85
HCI —sal 439,95 + 68,65*

Tabela 2 — Valores basais de FC em ratos submetidos a hemorragia experimental no Cl, comparagdo entre 0s
grupos controle (vide métodos para detalhes). *P<0.05 vs Sham-Sal e SalCl.
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Figuras: 9A — PAM em mmHg por tempo em minutos: valores coletados no periodo de 30min, sendo de 0 — 10
min. valores basais, 10 — 20 min valores da reatividade cardiaca ao estresse agudo avaliada pelo Cage Switch
Stress (CSS), 20 — 30 min valores de recuperagdo ap6s o CSS, grupos: HCI — sal e SalCl — sal, ambos com n=7.
ANOVA Two Way com pés teste Bonferroni com #p<0,05, +p<0,0009, *p<0,0001 e tp<0,005. e 9B — Delta

PAM (mmHg) com *p<0,05.
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Figuras: 10A — FC em bpm (beats per minute) por tempo em minutos: valores coletados no periodo de 30min,
sendo de 0 — 10 min valores basais, 10 — 20 min valores da reatividade cardiaca ao estresse agudo avaliada pelo

Cage Switch Stress (CSS), 20 — 30 min valores de recuperagéo apds o CSS, grupos: HCI —sal e SalCl — sal, ambos
com n=7. ANOVA Two Way com po6s teste Bonferroni com #p<0,05, +p<0,0009, *p<0,0001 e tp<0,005 10B —

Delta FC (bpm).
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52 - RESULTADO PROTOCOLO 2 - OBIJETIVO: AVALIAR O PERFIL
CARDIOVASCULAR APOS A HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO Cl DE RATOS
TRATADOS COM LOSARTAN (BLOQUEADOR AT3).

O tratamento com losartan ip reduziu os valores basais de PAM (alteracbes médias
méaximas antes 111,33 £ 1,66 mmHg vs 98,66 * 2,33 apos losartan; P<0,0001) (Fig. 11A e B).
Adicionalmente, o tratamento com losartan restaurou a reatividade pressorica ao estresse.

Interessantemente, observamos que o tratamento com losartan ip recuperou
completamente os valores basais de FC que se apresentavam elevados apds a hemorragia no Cl
(alteracbes médias méaximas antes 428,25 + 10,08 bpm vs 357,75 + 7,42 apds losartan;
P<0,0001). N&do houve diferenca significante na reatividade cardiaca ao estresse (CSS), entre o
grupo HCI — sal e HCI — los, Entretanto a recuperacdo cardiaca pos reatividade ao estresse
agudo com losartan produziu um efeito similar ao observado em ratos que receberam salina no
Cl (Fig. 12AeBeC).
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Figuras: 11A e B— PAM em mmHg por tempo em minutos. Valores coletados no periodo de 30min, sendo de 0 —
10 min valores basais, 10 — 20 min valores da reatividade cardiaca ao estresse agudo avaliada pelo Cage Switch
Stress (CSS), 20 — 30 min valores de recuperacdo ap6s o CSS, animais tratados com salina 0,9% ou losartan 10
mg/kg ip grupos: HCI — sal e HCI — los, 11A (valores comparados ao grupo controle SalCl — sal) todos com n=6.
ANOVA Two Way com pos teste Bonferroni com #p<0,05, +p<0,0009, *p<0,0001 e +p<0,005.
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Figuras: 12A e B — FC bpm por tempo em minutos. Valores coletados no periodo de 30min, sendo de 0 — 10 min
valores basais, 10 — 20 min valores da reatividade cardiaca ao estresse agudo avaliada pelo Cage Switch Stress
(CSS), 20 — 30 min valores de recuperagdo apds o CSS, animais tratados com salina 0,9% ou losartan 10 mg/kg ip
grupos: HCI —sal e HCI — los, 12A (valores comparados ao grupo controle SalCl — sal) todos com n=6. ANOVA
Two Way com p0s teste Bonferroni com #p<0,05, +p<0,0009, *p<0,0001 e tp<0,005. 12C — Delta FC (bpm).

53 — RESULTADO PROTOCOLO 3. - OBJETIVO: AVALIAR O PERFIL
CARDIOVASCULAR APOS A HEMORRAGIA EXPERIMENTAL NO Cl DE RATOS
TRATADOS COM LOSARTAN (BLOQUEADOR AT1) APOS ADMINISTRACAO
SUBCUTANEA DE A-779 (BLOQUEADOR MAS).

A fim de verificar a contribuicdo dos receptores Mas nos efeitos produzidos pelo
losartan, um grupo separado de animais recebeu injecdo subcuténea do antagonista A-779, 30
min antes da administracdo de losartan ip. A-779 reverteu todos os efeitos cardiovasculares
produzidos pelo losartan nos ratos HCI. Elevou os niveis basais de PA e FC, e produziu um
efeito pressor mais prolongado na reatividade cardiovascular ao estresse. A resposta de
taquicardia ao estresse foi suprimida em presenca do A-779 (alteracBes médias méximas antes
432,5 + 18,66 vs apos 379.83 + 14,83) (Fig. 13 Ae Be Fig. 14 Ae B).

Principais resultados sumarizados, de acordo com 0s grupos e as variaveis observadas
(Tabela 3).
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Figuras: 13A e B — PAM em mmHg por tempo em minutos. Valores coletados no periodo de 30min, sendo de 0 —
10 min valores basais, 10 — 20 min valores da reatividade cardiaca ao estresse agudo avaliada pelo Cage Switch
Stress (CSS), 20 — 30 min valores de recuperacdo apds o CSS, animais tratados com salina 0,9% ou losartan 10
mg/kg ip grupos: HCI — los e HCI — los + A-779, 13A (valores comparados ao grupo HCI — sal) todos com n=6.
ANOVA Two Way com pds teste Bonferroni com #p<0,05, +p<0,0009, *p<0,0001 e +p<0,005.
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Figuras: 14A e B — FC bpm por tempo em minutos. Valores coletados no periodo de 30min, sendo de 0 — 10 min
valores basais, 10 — 20 min valores da reatividade cardiaca ao estresse agudo avaliada pelo Cage Switch Stress
(CSS), 20 — 30 min valores de recuperacdo apds o CSS, animais tratados com salina 0,9% ou losartan 10 mg/kg ip
grupos: HCI — los e HCI — los + A-779, 14A (valores comparados ao grupo HCI — sal) todos com n=6. ANOVA
Two Way com p0s teste Bonferroni com #p<0,05, +p<0,0009, *p<0,0001 e +p<0,005.



Losartan ip

Variavel Reatividade | Reatividade
Abordagens PAM basal FC basal pressérica cardiaca ao
ao estresse estresse
Hemorragia experimental no
Cl Néo alterou Aumentou Abolida Apresentou
Hemorragia experimental no
Cl Tratamento Losartan ip Diminuiu Restaurada Restaurada Mantida
para o basal
Hemorragia experimental no
Cl Tratamento A-779 sc + | Aumentou Aumentou Mantida Diminuida

Tabela 3 — Resumo dos resultados obtidos, de acordo com a abordagem e as varidveis observadas.
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5.4 —RESULTADO - HISTOLOGIA

A B

Bregma 0,0 mm

O SalCl - sal
® HCI -sal
A HCI -los
© HCI-los+ A779

Figuras: 15A — Foto histologia, mostrando um exemplo da area de nanoinje¢do do sangue para inducao
da hemorragia experimental no Cl, 15B — local aproximado do sitio de inje¢do, visto na figura do atlas. 15C —
Desenho esquematico mostrando regido da hemorragia no CI direito do rato. 15D — Mapa das inje¢des no ClI, os
simbolos representam os pontos de injecdo, alguns se sobrepdem, imagem conforme Atlas Paxinos e Watson,
2004,
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6 — DISCUSSAO

Os principais resultados deste trabalho mostram que a hemorragia experimental no ClI
direito de ratos, ndo alterou significantemente os valores basais da PAM, porém leva a um
aumento na FC basal dos animais. O tratamento com losartan (bloqueador AT1) restaurou os
valores de FC aos niveis basais e adicionalmente diminuiu os valores da pressao arterial basal.
Os efeitos produzidos pelo losartan foram abolidos quando o tratamento foi associado ao A-
779, antagonista do receptor Mas.

O presente estudo reitera a relevancia do modelo de acidente vascular no CI de ratos
implantado em nosso laboratorio que reproduz os resultados de importantes alteracfes cardiacas
no CI particularmente quando estas ocorrem no hemisfério direito (Marins et al., 2020). Em
ratos, as ectopias cardiacas resultantes de lesdo ou estimulacéo no Cl direito estéo relacionadas
ao aumento da atividade simpética (Nagai et al., 2021). Em humanos foram observadas
alteracdes cardiacas apds lesdes no CI, geradas por desequilibrio autonémico (Sérés and
Hachinski, 2012) ou estimulacdes no Cl de pacientes epilépticos que também resultam
taquicardia devido ao aumento da atividade simpatica (Chouchou et al., 2019). O modelo de
AVE hemorrégico, foi focal, utilizando sempre as mesmas coordenadas estereotxicas,
atingindo o CI com o0 mesmo volume de sangue. Portanto, podemos supor que a regido afetada
¢ muito semelhante para todos os ratos. Além disso, esse modelo de hemorragia mostra-se
interessantemente Util para explorar 0s mecanismos centrais € a fisiopatologia que envolvem
um acidente vascular ndo s6 no Cl (Marins et al., 2021; Nagai et al., 2021), mas para outras
areas do SNC onde efeitos de AVE mais localizados precisam ser estudados.

Incialmente utilizamos um grupo controle adicional, grupo sham, conforme descrito no
item 3.4.1, descrito na metodologia. O grupo sham ndo recebeu nenhum veiculo ou sangue no
Cl, nem mesmo qualquer introducdo da agulha da injetora na regido, apenas 0 mesmo
procedimento de estereotaxia com a abertura do cranio nas mesmas coordenadas do bregma.
Apesar de néo receber nenhum volume no Cl como o grupo SalCl que recebeu salina na regido
determinada, ndo observamos diferencas significativas nos registros dos pardmetros
cardiovasculares entre os dois grupos. Optamos por continuar com o grupo SalCl por receberem
0 mesmo volume de salina estéril na regido onde o grupo hemorragia recebeu sangue, seguindo
assim, procedimentos anteriores de nosso laboratdrio utilizados por Marins e colaboradores
cujo grupo controle também recebeu 200 nl de salina estéril no ClI (Marins et al., 2020). Marins

e colaboradores adicionaram ainda um grupo controle que recebeu 200 nl de plasma na regiéo,



51

cujos resultados ndo foram significativamente diferentes do grupo que recebeu salina. 1sso
sugere que a cirurgia em si, bem como o volume da injecdo ndo alteram os resultados,
mostrando que ha uma provavel acdo dos elementos do sangue, como por exemplo, o ferro (Fe).
Estudos mostram o aumento dos niveis de metais, como o Fe apds AVE hemorragico, associado
a aumento do estresse oxidativo e consequente morte neuronal (Dayani et al., 2004; Karadas et
al., 2014).

Os resultados mostram que a hemorragia experimental no CI, por si ndo apresentou
alteracdes significantes nos valores basais de PAM. Vale ressaltar que, embora nossos registros
tenham sido realizados 72h apds a hemorragia experimental, Marins e colaboradores também
ndo observaram significante alteragdo na PAM nos primeiros 10 min de registro, nem 24 ou
48h apb6s HCI, sugerindo um mecanismo compensatorio concomitante, de diminuicdo da
atividade simpatica renal, mediado possivelmente pela atividade barorreflexa, cuja funcéo esta
intacta ainda em ratos normotensos adultos jovens (com a idade préxima a dos animais deste
presente estudo) (Marins et al., 2020, 2021). Os dados do presente estudo, em conjunto com as
observacGes de Marins e colaboradores, sugerem que, pelo menos até 72h, mecanismos
compensatdérios mantém a PA em niveis estaveis mesmo com o aumento da atividade simpatica
cardiaca. Entretanto, como discutido mais adiante no nosso teste de reatividade ao CSS,
veremos que pode haver retroalimentagcdo positiva envolvendo outras areas centrais, como
hipotdlamo dorso medial e NTS (Fontes et al., 2014).

O tratamento com losartan diminuiu significantemente a PAM basal dos ratos
submetidos a HCI, ndo sendo porém esse efeito observado quando losartan foi administrado
com A-779. Em estudo prévio, ratos normotensos tratados durante 10 dias com losartan
mostraram diminuicdo de 30mmHg na PAM, e quando A-779 e losartan foram administrados
juntos, a mesma resposta ndo aconteceu, sugerindo, mais uma vez, uma intera¢do funcional
entre a acdo do losartan e Ang-(1-7) via receptor Mas (Collister and Hendel, 2003). De Castro
e colaboradores observaram o efeito vasodilatador mediado por Ang-(1-7) via receptor Mas,
em baixas concentracfes, ao bloquear o receptor AT: em camundongos. Enquanto Souza e
colaboradores mostraram que o bloqueio do receptor AT restaurou completamente a
vasodilatacdo coronaria induzida por Ang-(1-7) em coracdes hipertroficos de ratos. (de Castro
et al., 2005; Souza et al., 2013). Em conjunto, os dados do presente estudo e de estudos
anteriores sugerem que o efeito sobre a PA produzido pelo losartan pode em parte envolver
efeitos vasculares mediados pelo receptor Mas. Alternativamente, parte deste efeito poderia

envolver a fungdo cardiaca, visto que losartan também restaurou a FC aos valores basais,
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sabendo-se que a PA depende da resiséncia periférica e do débito cardiaco, entendemos assim,
que a pressdo pode diminuir concomitantemente com a diminuicdo da FC (Ackermann, 2004).

Uma taquicardia sustentada com valores de FC acima dos valores basais foi observada
apos HCI no CI direito. Estes resultados confirmam estudos recentes de nosso laboratorio,
realizados por Marins e colaboradores que também observaram taquicardia sustentada em
animais com hemorragia no cortex insular, e este efeito foi maior ap6s HCI do lado direito.
Neste mesmo estudo, Marins e colaboradores mostraram que a inje¢do intravenosa de Bl
antagonista do receptor adrenérgico, atenolol, restaurou a FC para valores basais, confirmando
a contribuicdo da atividade simpéatica no processo. Adicionalmente, nosso grupo ja havia
demonstrado que a taquicardia resultante da estimulacdo glutamatérgica (NMDA) nas mesmas
coordenadas, também eram mediadas por aumento da atividade simpatica cardiaca (Marins et
al., 2016a, 2020). Estudos prévios em ratos, semelhantemente, registraram taquicardia, apds
estimulacéo ou lesdo no CI direito, mediada por aumento na atividade simpética (Nagai et al.,
2010; Oppenheimer and Cechetto, 2016). Estimulacdo, lesdo ou acidente vascular no Cl em
humanos, resultaram em arritmias cardiacas, e respostas taquicardicas sustentadas pelo
aumento da atividade simpatica (Oppenheimer and Cechetto, 2016; Chouchou et al., 2019).

O principal novo resultado encontrado neste estudo foi a demonstracdo de que o
tratamento com losartan nos animais com HCI restaurou a FC aos valores basais. Losartan age
blogueando o receptor AT: inibindo a acdo da Ang Il (Xu et al., 2009). Adicionalmente,
observamos gue quando losartan foi administrado juntamente com A-779, os efeitos sobre a FC
foram abolidos. A taquicardia observada em ratos nos estudos recentes em nosso laboratério
apresentou aumento progressivo e ja significativo 10 min apds a HCI, sendo o valor maximo
registrado 24 horas apos e sustentado até 48 horas ap6s a hemorragia (Marins et al., 2020). No
presente estudo, estendemos essas observacdes mostrando que a FC permanece elevada mesmo
72 horas ap6s a HCI. Os valores de FC foram restaurados depois de trés dias de tratamento com
losartan e o efeito abolido com o tratamento losartan e A-779. E razoavel supor que ao bloquear
o receptor ATy, a Ang Il disponivel, através da ECA2, converte-se em Ang-(1-7), beneficiando
0 sistema com seus efeitos, via receptor Mas. Importante ressaltar que estudo anterior de nosso
laboratério, Lima e colaboradores mostraram que Ang-(1-7) pode atenuar a taquicardia
resultante do estresse agudo, mediada essencialmente pelo aumento da atividade simpatica
cardiaca e, a taquicardia induzida pelo isoproterenol, sugerindo uma agdo da Ang-(1-7) em
receptores beta-adrenérgicos (Lima et al., 2013). Assim o tratamento com losartan estaria
interferindo também com a acdo também da Ang-(1-7) (Collister and Hendel, 2003). Estudos

com preparacdes diferentes também mostraram que losartan reduziu a FC basal e esse efeito foi
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abolido pelo tratamento com A-779, reforcando uma possivel interferéncia do losartan em uma
acdo regulatoria cronotropica mediada por Ang-(1-7). Estudos clinicos mostraram que uma
terapia de losartan de 12 semanas melhorou significativamente a VFC e a turbuléncia da
frequéncia cardiaca em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Ozdemir et al., 2007)
Adicionalmente, dados de um estudo com bloqueador AT, cujo tratamento foi 7 dias apds AVE
isquémico resultou em melhora no prognostico, diminuigdo da morbidade e mortalidade dos
pacientes, mostrando que quanto mais cedo o blogueio do receptor de Ang I1, melhor os efeitos
e beneficios (Schrader et al., 2003).

Como resultado da reatividade cardiaca ao estresse agudo ocorrem aumento na FC e na
PA (Huang et al., 2013) devido ao aumento acentuado na atividade do SNS, que ao aumentar a
FC, aumenta o todnus vasomotor, resultando em alterac6es na funcdo renal e aumento na PA
(Dampney et al., 2002). Conforme esperado, no presente estudo, o paradigma do estresse por
mudanga de ambiente — CSS resultou em taquicardia sustentada. Em estudos recentes do nosso
laboratério, Cunha e colaboradores mostraram que a taquicardia produzida em ratos durante
CSS, foi completamente abolida em animais previamente tratados com antagonista beta-
adrenérgico, atenolol, indicando contribuicdo das eferéncias simpaticas do coracdo na resposta
ao estresse agudo (Cunha Silva and Fontes, 2019). Da mesma maneira, conforme ja discutido,
injecOes de atenolol restaurou a taquicardia aos niveis basais no trabalho de Marins e
colaboradores.(Marins et al., 2020).

Embora ndo tenhamos observado alteracdo nos valores basais de PAM entre 0s grupos
HCI e SalCl (controle), a resposta pressorica ao estresse agudo foi claramente suprimida no
grupo HCI quando comparada ao controle (deltas diferentes). Este tamponamento da resposta
pressora sugere uma possivel alteracdo do ténus autonémico vasomotor. Zhang e colaboradores
ja haviam demostrado envolvimento da insula no controle da PA e sensibilidade do
barorreflexo, observando que o hemisfério posterior direito do CI regula o ténus simpatico
cardiaco e vasomotor em animais anestesiados (Zhang et al., 1998), Saleh e colaboradores
mostraram que o CI de ratos esta envolvido na modulagdo da sensibilidade do barorreflexo
(Saleh and Connell, 1998). Fontes e colaboradores mostraram a contribuicdo do hipotadlamo
dorso medial (HDM) como mediador da atividade simpética cardiaca no estresse emocional
envolvendo o NTS e RVLM, para controlar a PA, em estudos com ratos (Fontes et al., 2014),
portanto, o impacto de uma lesédo no CI pode gerar alteracdo na rede de controle autondmico,
gerando uma retroalimentacéo positiva, uma vez que o Cl faz conexdes com o HDM, amigdala,
NTS, RVLM e outras areas centrais envolvidas no controle simpatico cardiaco (Napadow et

al., 2008; Nagai et al., 2010). Em humanos, lesdes insulares do lado direito mostraram
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implicacdo na modulagdo autondmica cardiaca com desarranjo da funcdo cardiaca p6s AVE
(Colivicchi et al., 2004). Além disso, um estudo de imagem (ressonancia magnética com
contraste) em humanos conscientes avaliando as regides do cérebro associadas com pressao
negativa do corpo inferior induzida pelo controle barorreflexo, mostrou envolvimento da insula,
através do aumento e diminuicdo na atividade neural do CI lado direito durante descargas do
barorreceptor (Kimmerly et al., 2005).

O tratamento com losartan ndo alterou significantemente a FC durante reatividade
cardiaca ao CSS, confirmado nos valores de delta. Estudo recente com ratos Wistar mostrou
que o aumento da FC induzido por estresse agudo de contencéo néo foi afetado por losartan (do
Vale et al., 2020). Por outro lado, losartan restaurou a resposta pressorica a reatividade nos
animais com HCI. Acreditamos que o tratamento com losartan promove uma reorganizacao
autondmica cardiovascular, além de melhorar o controle do barorreflexo. Sabharwal e
colaboradores mostraram que losartan, melhorou a regulacdo autondmica em camundongos
com distrofia muscular (Sabharwal and Chapleau, 2014). Estudos com ratos hipertensos
mostraram que o tratamento com losartan melhorou o controle do barorreflexo (Santos et al.,
n.d.) e em pacientes hipertensos, tratamento com losartan diminuiu a atividade simpaética e
melhorou a sensibilidade dos barorreceptores cardiacos (Béchir et al., 2005).

O tratamento com losartan e A-779, surpreendentemente atenuou a FC a reatividade
cardiaca durante o CSS. Estudos mostram diminuicdo da taquicardia durante estresse agudo
com aumento da Ang-(1-7). Em preparacdes diferentes com animais transgénicos, a
superexpressdo cronica da Ang-(1-7) enddgena atenuou a resposta de taquicardia na reatividade
ao estresse agudo, o que foi abolido com A-779 (Santos et al., 2017). Neste estudo, porém o
blogqueio do receptor Mas por A-779 nao resultou em aumento da taquicardia durante o CSS.
Na PAM a reatividade foi mantida no tratamento com losartan e A-779, da mesma forma que
com losartan sozinho.

Embora nossos resultados indiqguem claramente uma interacdo entre os efeitos do
losartan e o receptor Mas sobre os parametros cardiovasculares dos animais HCI, novos estudos
serdo necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos de agdo envolvidos. Estudos com
marcadores moleculares sdo importantes para verificar a agcdo do losartan diretamente no
coracdo ou uma possivel acdo central, Fig.16. Marins e colaboradores mostraram alteracdes
moleculares pds-HCI nos midcitos, com diminuicdo do Ca*? transiente e menor expressao de
SERCA nos animais com hemorragia no CI direito (Marins et al., 2020). Entretanto ainda é
necessario investigar, no periodo avaliado, a area afetada pela hemorragia, a regido de

penumbra e inflamacdo, o que pode ajudar a revelar uma possivel acdo central do losartan nesta
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abordagem. Recentes estudos em ratos SHR mostraram que losartan pés-AVE hemorragico
interrompeu hematoma e expansdo do edema, bem como o aumento do cérebro e herniagdo
(Smeda et al., 2018), adicionalmente losartan demonstra ser uma droga neuroregenerativa e

neuroprotetora em situacdes de hemorragia cerebral (Zhang et al., 2012; Friedman et al., 2014;

Wanderer et al., 2020).
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Figuras: 16 — Esquema mostrando as principais conexdes entre o Cl e a rede de controle simpética cardiaca. O
tratamento com losartan (bloqueador AT1) e sua agdo associada ao receptor Mas no cora¢gdo. Uma possivel acdo
central de losartan, nos ndcleos de importancia na regulagcdo do ténus autondmico, representada pelas setas

vermelhas, necessita ser investigada.
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7 — CONCLUSOES

Os resultados deste estudo confirmam achados anteriores, incluindo pesquisas
realizadas no nosso laboratério, conforme j& descrito por (Marins et al., 2020), mostrando que
a HCI intermediério produziu elevacdo nos valores basais de FC ndo havendo, entretanto,
diferenca significante nos valores basais de PAM. Mesmo resultando em valores de FC
elevados a hemorragia no Cl néo alterou a reatividade autonémica cardiaca ao estresse, por
outro lado produziu um tamponamento na resposta pressora que sugere uma possivel alteracdo
do barorreflexo e concomitantemente do tonus autondmico vasomotor.

O tratamento com losartan restaurou a FC para os valores normais, produziu uma
reducdo nos valores basais da PAM dos animais e restaurou a reatividade autondémica ao
estresse, sugerindo uma reorganizacdo do controle autonémico cardiovascular nos animais
HCI. O bloqueio do receptor Mas, por A-779 associado ao tratamento com losartan aboliu 0s
resultados obtidos apenas com losartan. Estes resultados apontam para uma interacdo entre
losartan e o receptor Mas.

Nossos dados sugerem envolvimento importante dos receptores AT1 na mediacdo do
controle autonémico apds hemorragia experimental no Cl do lado direito, além de mostrar uma
evidente participacdo dos receptores Mas na acdo do tratamento com losartan e seus efeitos,
reduzindo o impacto da exacerbac¢do da atividade simpatica cardiaca observada pds hemorragia.
O presente estudo sugere losartan como uma possivel terapéutica futura para pacientes com

acidente vascular no ClI, a fim de minimizar o risco cardiovascular.
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