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RESUMO

No intuito de caracterizar os efeitos cardiovasculares mediados pelo PVN, avaliar
acdes enddgenas dos peptideos com maior agéo biolégica do SRA, antes, durante e
apo6s a hemorragia ratos Wistar foram submetidos a microinjegcao bilateral de
Muscimol, A779 e Losartan (agonista gabaérgico, antagonista dos receptores Mas da
angiotensina-(1-7) e antagonista dos receptores AT1 da angiotensina |,
respectivamente). A hemorragia foi realizada em volume fixo de 24 mL/kg durante 20
min em animais acordados e com livre movimentagao. Além das alteragdes sobre os
parametros de PAM e FC, a funcdo autondémica foi analisada através da variabilidade
da FC e da PAS por analise espectral. Também foi avaliado o envolvimento da
vasopressina periférica nos efeitos do A779 no PVN. A microinjecao de Muscimol
antecipou a queda da PA induzida pela hemorragia, atenuou sua queda no final da
hemorragia e prejudicoua fase final da recuperac¢ao da PA. A microinjegdo de Losartan
resultou em atenuagao da queda da PA no fim da hemorragia, recuperagao mais agil
da PA durante a recuperacao, suficiente para retornar aos valores basais. Os ratos
tratados com A779 apresentaram resultado similar de atenuacao da queda da PA no
fim da hemorragia, porém acompanhado de taquicardia. Esse efeito foi abolido com a
administracao i.v. do antagonista de receptor V1. Os ratos tratados com A779 também
apresentaram menor variagdo da frequéncia cardiaca no final da hemorragia, sem
aumento dos componentes de BF e AF nesse periodo. Também apresentaram maior
labilidade da PA durante a toda a hemorragia, porém, inferior a apresentada no grupo
controle, que normalizou na fase de recuperagcdo. Também foi avaliada através da
analise por histoquimica a atividade da 6xido nitrico sintase no fim da hemorragia, no
entanto ndao houve diferenga significativa do nimero de neurénios NADPH-diaforase
positivos entre os grupos Salina e A779. Assim este estudo sugere que o PVN
apresenta um papel fundamental na modulacdo da pressao arterial, principalmente
nas fases compensada e de recuperagdo. Os peptideos do SRA Angiotensina Il e
Ang-(1-7) agindo nesse nucleo, desempenham resposta moduladora tendo relagéo
com a queda da pressao arterial na fase descompensada e de recuperagao. A Ang-
(1-7), peptideo foco do estudo, exerce modulagao da pressao arterial possivelmente
por redugao do ténus vagal e na sintese ou liberagdo de vasopressina.



Palavras-Chave: Hemorragia, Sistema Renina Angiotensina, Choque hemorragico,

Neurofisiologia, Fisiologia cardiovascular e PVN.



ABSTRACT

To characterize the cardiovascular effects mediated by the PVN, to evaluate the
endogenous actions of the peptides with greater biological action of the RAS, before,
during and after the hemorrhage, Wistar rats were submitted to bilateral microinjection
of Muscimol, A779 and Losartan (gabaergic agonist, receptor antagonist Angiotensin-
(1-7) MA and angiotensin Il AT1 receptor antagonist, respectively). Bleeding was
performed in a fixed volume of 24 mL/kg for 20 min in animals that were awake and
freely moving. In addition to changes in MAP and HR parameters, autonomic function
was analyzed through HR and SBP variability by spectral analysis. The involvement of
peripheral vasopressin in the effects of A779 on PVN was also evaluated. Muscimol
microinjection anticipated the BP drop induced by the hemorrhage, attenuated its
decrease at the end of the hemorrhage and impaired the final phase of BP recovery.
Losartan microinjection resulted in attenuation of the BP drop at the end of the
hemorrhage, more agile BP recovery during recovery, sufficient to return to baseline
values. Rats treated with A779 showed a similar result of attenuation of the drop in BP
at the end of the hemorrhage but accompanied by tachycardia. This effect was
abolished with i.v. of the V1 receptor antagonist. Rats treated with A779 also showed
less variation in heart rate at the end of the hemorrhage, with no increase in LF and
HF components during this period. They also presented greater BP lability during the
entire hemorrhage, however, lower than that presented in the control group, which
normalized in the recovery phase. The activity of nitric oxide synthase at the end of the
hemorrhage was also evaluated through histochemical analysis, however there was
no significant difference in the number of NADPH-diaphorase positive neurons
between the Salina and A779 groups. Thus, this study suggests that the PVN plays a
fundamental role in the modulation of blood pressure, especially in the compensated
and recovery phases. The RAS peptides Angiotensin Il and Ang-(1-7) acting in this
nucleus, perform a modulating response related to the drop in blood pressure in the
decompensated and recovery phases. Ang-(1-7), the peptide that was the focus of the
study, modulates blood pressure possibly by reducing vagal tonus and the synthesis

or release of vasopressin.

Key Words: Hemorrhage, Renin Angiotensin System, Hemorrhagic shock,
Neurophysiology, Cardiovascular Physiology and PVN.
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1. INTRODUGAO
1.1. HEMORRAGIA

No inicio da segunda guerra mundial foram realizados os primeiros estudos que
detalhavam as alteragbes hemodinamicas que ocorriam durante a perda aguda de
sangue (BARCROFT et al, 1944; WARREN et al, 1945). Estes estudos
demonstraram que a perda aguda de sangue promove resposta hemodinadmica
bifasica caracterizada por resposta inicial de aumento da resisténcia vascular e da
frequéncia cardiaca (FC), que ocorre simultaneamente a queda do débito cardiaco,
mantendo assim o0s niveis normais da pressdo arterial (PA) (DARLINGTON;
SHINSAKO; DALLMAN, 1986; FEJES-TOTH; BRINCK-JOHNSEN; NARAY-FEJES-
TOTH, 1988; KHANMORADI; NASIMI, 2017; SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et
al., 2003) Com a progressao da hemorragia e da perda de sangue atingindo niveis
criticos, ocorre queda abrupta da PA sucedida por nausea, fraqueza e/ou sincope,
que é atribuida a queda da resisténcia vascular e bradicardia (LUDBROOK; RUTTER,
1988; MORITA; VATNER, 1985; SCHADT et al., 1984; SHEN; COWLEY; VATNER,
1991). Posteriormente foi descrito que apds o fim da hemorragia ocorre restauragao
gradual da PA e da frequéncia cardiaca em direcdo aos niveis basais (EVANS;
LUDBROOK; VENTURA, 1994; SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al., 2003). Os
mecanismos envolvidos na queda abrupta da pressao arterial que ocorre em perdas
sanguineas prolongadas e de alto volume ainda ndo foram totalmente esclarecidos.

Até a presente data os tratamentos convencionais ndo séo totalmente eficazes
na recuperagao de individuos com perdas massivas de sangue, o que levanta a
necessidade de uma compreensdao mais aprofundada dos mecanismos que atuam

para normalizar a PA em cada fase da hemorragia.

1.2. FASES DA HEMORRAGIA E SUAS CARACTERISTICAS SISTEMICAS

Como as respostas a hemorragia variam de acordo com ao modelo animal,
para fins didaticos nessa introducao serao abordados apenas os estudos realizados
em mamiferos de pequeno porte. No anexo 1 as principais diferencas das respostas
nas trés fases da hemorragia entre as espécies sao detalhadas.

Fatores como idade, espécie, género, estado de anestesia, velocidade,
intensidade e duragdo do sangramento, s&o variaveis consideradas como capazes

afetar os modelos experimentais utilizados para o estudo da hemorragia (CHIEN,
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1967). Assim, estudos utilizando animais ndo anestesiados para avaliar as respostas
das alteragées hemodinamicas ocorridas devido a hemorragia comegaram a se tornar
cada vez mais frequentes (SCHADT; LUDBROOK, 1991). Nos diversos modelos
estudados, houve uma resposta em comum, onde inicialmente a medida em que o
débito cardiaco diminui, os reflexos cardiovasculares provocavam um aumento
progressivo da frequéncia cardiaca, maior resisténcia ao fluxo sanguineo periférico, e
dependendo da intensidade do sangramento, também €& observado queda da
resisténcia vascular cerebral (FORSYTH; HOFFBRAND; MELMON, 1970; NEUTZE;
WYLER; RUDOLPH, 1968; SCHADT; LUDBROOK, 1991). Portanto, perdas de
sangue de baixa intensidade e/ou curta duragdo que apresentam poucos sinais e
sintomas, como auséncia de hipotens&o, € compensada pelo aumento progressivo da
atividade simpatica que mesmo com a queda do débito cardiaco é suficiente para
manter a pressao arterial em seus niveis basais, através de respostas mediadas
predominantemente pelo barorreflexo. Esse tipo de hemorragia se enquadra na
primeira fase da hemorragia, conhecida como compensada ou simpatoexcitatoria
(BUSNARDO et al., 2016; EVANS et al., 2001; EVANS; LUDBROOK; VENTURA,
1994; HESLOP; KEAY; BANDLER, 2002; TROY et al., 2003; TROY; HOPKINS;
KEAY, 2014). Assim os barorreceptores arteriais desempenham um papel
fundamental sobre as respostas hemodinamicas na fase compensada da hemorragia.

A concentragdo plasmatica de Norepinefrina (NE) parece exercer agdes
hemodinamicas relevantes durante a fase compensada, porém, seu aumento pode
variar de acordo com o modelo animal utilizado (DARLINGTON; SHINSAKO;
DALLMAN, 1986; FORSYTH; HOFFBRAND; MELMON, 1970; HAGGENDAL, 1986;
SCHADT, 1989). Apesar destas respostas variarem de acordo com a espécie
estudada, estes dados reforcam os achados de que os mecanismos responsaveis por
manter a pressao arterial em seus niveis basais, apesar da queda do débito cardiaco
que ocorre durante a fase compensada, ndo acontecem apenas pela retirada vagal,
mas também ocorre devido ao aumento da atividade simpatica cardiaca, que contribui
com o aumento da contratilidade do musculo cardiaco, mantendo assim os niveis de
pressdo normais apesar da queda do débito cardiaco (DARLINGTON; SHINSAKO;
DALLMAN, 1986; FEJES-TOTH; BRINCK-JOHNSEN; NARAY-FEJES-TOTH, 1988;
SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al., 2003).

Esta bem demonstrado na literatura que a concentragcdo plasmatica de

vasopressina aumenta consideravelmente em animais submetidos a modelos de
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hemorragia capazes de causar hipotensdo. Estudos realizados em coelhos e ratos
demonstraram que a hemorragia nao hipotensiva pode causar aumento da
concentragao plasmatica de vasopressina (QUAIL; WOODS; KORNER, 1987; WANG
et al., 1983, 1988). Entretanto, o bloqueio do receptor V1 durante a fase compensada
nesses animais, ndo demonstrou efeitos significativos nos valores de pressao arterial,
portanto, mesmo com o aumento da concentracdo plasmatica esse peptideo
aparentemente ndo tem acdo relevante na fase compensada nesses animais
(BUSNARDO et al., 2016; KORNER et al., 1990; SCHADT; HASSER, 1991).

A acao do sistema renina angiotensina (SRA) também foi avaliada durante a
fase compensada da hemorragia. O aumento da atividade plasmatica da renina
durante a primeira fase da hemorragia foi relatado em varios estudos durante a fase
compensada em caes, coelhos e ratos, porém, sem agdes significativas nessa fase
(BOTELHO et al., 1994; FEJES-TOTH; BRINCK-JOHNSEN; NARAY-FEJES-TOTH,
1988; QUAIL; WOODS; KORNER, 1987; WANG et al., 1983, 1983).

Atualmente esta bem estabelecido que a perda de sangue em niveis criticos
(alguns estudos descrevem como perdas acima de 30% do volume sanguineo total)
da inicio a segunda fase da hemorragia, nomeada de descompensada ou
simpatoinibitoria. Essa fase tem como principal caracteristica a queda abrupta da
pressao arterial (EVANS et al., 2001; LUDBROOK; POTOCNIK; WOODS, 1988;
SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al., 2003). Alguns autores atribuem essa
queda abrupta da PA a sinais nociceptivos evocados por isquemia em leitos
musculares viscerais e esqueléticos, em parte como consequéncia da vasoconstricao
mediada pela fase compensada. Também foi sugerido que essa queda pode ser
atribuida a uma falha do impulso vasomotor simpatico, em conjunto a um aumento do
impulso vagal cardiaco, que resulta em redugdes na resisténcia periférica, pressao
arterial e, em algumas espécies, queda da frequéncia cardiaca (EVANS et al., 2001;
SCHADT; HASSER, 1991; SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al., 2003). Porém,
até os dias de hoje alguns dos mecanismos que desencadeiam o inicio da segunda
fase da hemorragia permanecem controversos. Algumas evidéncias sugerem que 0s
receptores cardiopulmonares com aferéncias vagais podem ser importantes para os
ajustes circulatérios que ocorrem durante a fase descompensada. Foi demonstrado
que gatos anestesiados apresentam bradicardia quando submetidos a hemorragia
severa, e que € possivel abolir essa bradicardia através do bloqueio vagal por

resfriamento.
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E concebivel que, com sangramento abrupto, os receptores sejam excitados
por uma compressado impropria do miocardio quando os ventriculos se contraem
vigorosamente em torno de uma cémara quase vazia e, entdo, induzem uma
bradicardia reflexa. Esse mecanismo reflexo, semelhante a chamada reagdo de
sincope vasovagal no homem, pode, portanto, servir como um sistema protetor,
causando uma parada no coracgao e permitindo um melhor enchimento diastélico em
situagdes em que o retorno venoso é criticamente reduzido. Os autores sugeriram que
essa resposta, provavelmente seria desencadeada pelo reflexo cardiopulmonar, que
poderia ter uma funcao protetora ao frear a frequéncia cardiaca em momentos de
enchimento diastolico deficiente (OBERG; THOREN, 1972; THOREN, 1979).

Foi demonstrado em alguns modelos animais, que a bradicardia durante a
perda sanguinea severa € precedida e correlacionada com o aumento da descarga
em aferentes vagais ndo mielinizados. Além da bradicardia a ativagéo dos receptores
ventriculares também foi sugerida como capaz de produzir vasodilatagdo renal e
muscular devido a inibigao da atividade nervosa simpatica (OBERG; THOREN, 1973;
THOREN, 1979), o que explicaria a queda da resisténcia vascular apresentada nessa
fase. Essa hipotese é reforgcada por estudos em coelhos acordados, submetidos a
bloqueio dos receptores cardiacos através da injegao pericardica de procaina durante
a hemorragia. Estes estudos demonstraram um papel fundamental dos receptores
cardiopulmonares na resposta hemodindmica a hemorragia durante a fase
descompensada, pois 0s animais apresentaram abolicido da queda da resisténcia
vascular e da inibicdo simpatica durante a fase descompensada, que resulta em
atenuacgao significativa da queda da pressao arterial durante a fase descompensada
(BURKE; DORWARD, 1988; EVANS; LUDBROOK; POTOCNIK, 1989). Vale ressaltar
que a simpatoinibigdo que ocorre durante hemorragia severa em ratos anestesiados
pode ser abolida pela vagotomia cervical (MORGAN et al., 1988; SKOOG;
MANSSON; THOREN, 1985). Além disso, o aumento da atividade do nervo adrenal
durante a fase descompensada, também €& abolida pela vagotomia, indicando que
pode haver um efeito diferencial de aferentes vagais no fluxo simpatico regional
(VICTOR et al., 1989).

Durante a transi¢ao da fase compensada para descompensada, a atividade dos
nervos simpaticos periféricos diminui ao passo que a medula adrenal se torna mais
ativa. Diversos estudos relatam um aumento consideravel de epinefrina plasmatica no
inicio da hipotensdo em céaes, coelhos e ratos (DARLINGTON; SHINSAKO;
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DALLMAN, 1986; ENGELAND et al., 1981; HAGGENDAL, 1986; RUTTER;
POTOCNIK; LUDBROOK, 1987; SCHADT; GADDIS, 1988). Coelhos submetidos a
adrenalectomia ou desnervacgdo das adrenais mostram uma diminui¢cao significativa
de norepinefrina plasmatica na transicao da fase compensada para descompensada,
enquanto que animais com as adrenais intactas nao apresentam alteracdo da
concentragao plasmatica (SCHADT; GADDIS, 1988). A funcgao fisiolégica desta
ativagao adrenal tardia na hemorragia ndo é clara. Alguns autores sugeriram que o
aumento da liberagdo de epinefrina € vital para a manutencao da funcao circulatéria
durante a hemorragia quando a atividade nos nervos simpaticos periféricos € muito
baixa (SCHADT; LUDBROOK, 1991; VICTOR et al., 1989).

Varias evidéncias demonstram que os niveis plasmaticos de vasopressina
aumentam abruptamente durante a fase descompensada em animais n&o
anestesiados (FEJES-TOTH; BRINCK-JOHNSEN; NARAY-FEJES-TOTH, 1988;
LUDBROOK; POTOCNIK; WOODS, 1988; QUAIL; WOODS; KORNER, 1987;
SCHADT; HASSER, 1991). Mesmo com o aumento plasmatico durante a hipotenséo
gerada pela hemorragia, esse peptideo ndo demonstra realizar a¢des significativas
sobre o0s niveis de pressao arterial, durante a fase descompensada da hemorragia em
alguns mamiferos de pequeno porte (JOHNSON; BENNETT; HATTON, 1988), ja que
o bloqueio dos receptores V1 ndo afeta a resposta hemodindmica a hemorragia nessa
fase em coelhos (KORNER et al., 1990; SCHADT,; HASSER, 1991) ou ratos n&o
anestesiados (FEJES-TOTH; BRINCK-JOHNSEN; NARAY-FEJES-TOTH, 1988). No
entanto, ndo se pode descartar a acao desse peptideo durante a fase descompensada
ja que em caes que nao apresentam uma taquicardia basal como coelhos e ratos,
quando tratados com antagonistas de receptor V1 antes ou apds serem submetidos a
um modelo de hemorragia moderada, apresentam niveis de presséo arterial menores
do que o grupo controle. Isso sugere que a vasopressina pode desempenhar um papel
importante na manutencao da pressao arterial nessa fase em alguns animais. Uma
possivel explicagdo, seria que o limiar do estimulo hemorragico necessario para
promover o aumento da concentragcao de vasopressina plasmatica em caes, parece
ser menor do que em coelhos e ratos (GOETZ; BOND; SMITH, 1974; LIARD, 1988;
WANG et al.,, 1988). De modo semelhante durante a fase descompensada é
observado um aumento plasmatico da concentracédo dos peptideos do sistema renina

angiotensina, porém, mesmo com o0 aumento ocorre queda da resisténcia vascular
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nessa fase (BOTELHO et al., 1994; EVANS et al., 2001; SCHADT; LUDBROOK, 1991;
TROY et al., 2003).

Com o fim da hemorragia tem inicio terceira fase, caracterizada por restauragao
gradual de pressédo arterial e frequéncia cardiaca, essa fase é chamada de
recuperacao. O aumento da concentracio plasmatica de peptideos do sistema renina
angiotensina que ocorre durante a fase descompensada (BOTELHO et al., 1994),
contribui de forma significativa para a recuperagao espontanea da hipotenséo apos a
hemorragia. Em coelhos conscientes, a inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) retarda e reduz a recuperagao espontanea, além de levar a uma
pressao arterial mais baixa e maior condutancia vascular no intervalo apdés uma
hemorragia severa (KORNER et al., 1990; SCHADT; GADDIS, 1990).

Assim como a Ang Il, a vasopressina apresenta grande relevancia durante a
fase de recuperacdo. O bloqueio prévio do receptor Vi diminui a magnitude da
recuperagcao espontanea da hipotensao devido a hemorragia aguda em coelhos e
ratos conscientes (JOHNSON; BENNETT; HATTON, 1988; SCHADT; HASSER,
1991). Ha outra evidéncia que sugere que a Vasopressina pode ajudar a restaurar a
pressao arterial apés a hemorragia. Ratos ndo anestesiados pré-tratados por inje¢cao
intravenosa com o antagonista V1, a taxa de recuperagao da pressao sanguinea apos
a hemorragia é atenuada (JOHNSON; BENNETT; HATTON, 1988). No entanto, a
dose limiar para este efeito € muito menor quando o antagonista € administrado no
ventriculo cerebral lateral, sugerindo que tanto um mecanismo vasopressinérgico
central quanto periférico estdo envolvidos na manutencao da pressao arterial apds a

hemorragia.

1.3. SISTEMA NERVOSO CENTRAL NA REGULAGAO HEMODINAMICA
DURANTE A HEMORRAGIA

Ha muito ainda para se compreender quanto aos mecanismos e sensores
responsaveis pelas respostas adequadas em cada fase da hemorragia, bem como a
organizacgao central de redes neurais responsavel pela regulagao nervosa e hormonal
da presséao arterial durante a hipotensdo hemorragica. Porém ja € bem estabelecido
que a funcdo dos reflexos cardiovasculares, liberacdo de diversos horménios e
alteracao do tébnus autondmico requer a integridade das estruturas do bulbo, ponte e

hipotalamicas, que tem grande relagdo com o controle cardiovascular.
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Esta claro que os barorreceptores arteriais sdo a primeira linha de defesa na
mediacao das respostas reflexas a hipovolemia aguda. A deformacgéo da parede dos
vasos ativa os barorreceptores que geram os potenciais de agdo que s&o conduzidos
pelos nervos vago e glossofaringeo até o NTS, onde estimulam neurdnios de segunda
ordem que se projetam para neurbnios da area bulbar ventrolateral caudal (CVL)
(DAMPNEY, 1994; SPYER, 1994). Os neurbnios da CVL, por sua vez, inibem os
neurénios da area bulbar ventrolateral rostral (RVL), através de sinapse gabaérgica
(JESKE; REIS; MILNER, 1995; LI et al., 1991). Do NTS também sao estimulados
outros neurdnios de segunda ordem que se projetam para o nucleo ambiguo (NA)
uma area que constitui a origem das fibras pré-ganglionares parassimpaticas
cardiacas (STUESSE, 1982). Dessa forma a estimulagao dos barorreceptores produz
reducao reflexa da atividade simpatica e aumento da atividade parassimpatica vagal,
através da ativagao de projegdes do NTS para o CVL, que por sua vez inibe o RVL,
bem como do NTS para o NA, resultando em dilatacado arteriolar e venosa, reducao
da contratilidade miocardica e bradicardia (AICHER et al., 2000).

Regides encefalicas também apresentam agdes hemodinamicas relevantes
durante as trés fases da hemorragia. O papel de regides prosencéfalicas e
mesocefalicas na regulagcao da resposta trifasica da hemorragia, foi avaliada em ratos
submetidos a descerebracao pré-colicular e pré-trigeminal (TROY et al., 2003).
Verificou-se que a descerebragao pré-trigeminal atenuou a queda da presséo arterial
durante a fase descompensada e proporcionou niveis mais elevados de pressao
durante a fase de recuperacgéao, tanto em ratos submetidos a hemorragias de longa
quanto de curta duracdo. Em contraste, a descerebracao pré-colicular intensificou a
queda da pressdo arterial nas fases compensada e de recuperacdo em ratos
submetidos a hemorragia com remoc¢éo de 30% do volume sanguineo total em 20
minutos. Esses resultados sugerem que a integridade de estruturas do prosencéfalo
€ critica para respostas compensatérias e recuperagdo a perda de sangue mais
intensa. As estruturas do mesencéfalo séo criticas para a resposta descompensada a
perda progressiva de sangue, independentemente da taxa. Vale ressaltar que nucleos
autondmicos encefalicos, localizados em regides prosencefalicas também recebem
aferéncias provenientes de barorreceptores arteriais (BADOER; MEROLLI, 1998; LlI;
DAMPNEY, 1994; PETROV et al.,, 1995; SILVEIRA et al.,, 2003). Além disso,
neurbnios que se projetam para regides supramedulares, como 0s nucleos

supraéptico e paraventricular (SON e PVN, respectivamente) do hipotalamo, também



26

sdo ativados durante a hemorragia em ratos (BADOER et al., 1993). Ja foi
demonstrado em ratos submetidos a hemorragia progressiva, que o bloqueio dos
receptores glutamatérgicos, abole a resposta hipotensora na fase descompensada e
reduz a resposta taquicardica no periodo pos-hemorragico, aparentemente por meio
de um controle integrado envolvendo a atividade do sistema nervoso autbnomo e a
liberagao de vasopressina na circulagdo (BUSNARDO et al., 2016).

O nucleo paraventricular do hipotalamo é um importante centro integrador, o
qual apresenta agbes fundamentais no controle cardiovascular, regulando o ténus
simpatico e o volume do fluido extracelular. Esse nucleo pode ser subdividido em duas
por¢cdes principais: a magnocelular e a parvocelular. A porcdo magnocelular é
responsavel pela sintese de vasopressina, a qual que € transportada para o lobo
posterior da hipofise e apresenta fungdes criticas no controle da pressao arterial
durante a hemorragia. Os neurénios neuroenddcrinos parvocelulares localizados na
regido periventricular do PVN se projetam para a eminéncia mediana e estao
envolvidos na liberacdo de horménios pituitarios. Neurdnios da divisao parvocellular
também se projetam para os neurdnios pré-motores e pré-ganglionares simpaticos
(BADOER, 2001), localizados na area ventrolateral rostral (RVLM) e coluna
intermédio-lateral (CIML). Vale ressaltar que o PVN apresenta outras conexdes com
nucleos de extrema importancia no controle autonémico da pressao arterial como o
nucleo do trato solitario (NTS) e area ventrolateral (CVLM), conferindo ao PVN um
papel importante nos ajustes tdnico e reflexo da atividade simpatica (BADOER,;
MEROLLI, 1998; LI; DAMPNEY, 1994; PETROV et al., 1995; SILVEIRA et al., 2003).

Mais de 30 neurotransmissores ja foram identificados no PVN (PYNER, 2009;
STERN; LI; ZHANG, 2003), sendo alguns desses bem estabelecidos na literatura,
como a Ang Il que, além de exercer efeitos excitatorios na atividade simpatica,
aumenta a secrecdo de vasopressina (BUSNARDO et al., 2016; HESLOP; KEAY;
BANDLER, 2002; KHANMORADI; NASIMI, 2017; LI; PATEL, 2003). E tanto na porgao
magnocelular quanto parvocelular do PVN ja foi confirmada a presenca dos receptores
AT1 e AT2 no qual esse peptideo se liga (ALLEN et al., 1999; MCKINLEY et al., 1998).
A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], outro peptideo do sistema renina angiotensina (SRA)
também identificado no PVN, bem como o receptor Mas(BECKER et al., 2007),
receptor através do qual esse peptideo realiza diversas ag¢des bioldgicas (SANTOS et
al., 2018). Ja foi demonstrado que a Ang-(1-7) pode modular a atividade simpatica,

podendo tanto aumenta-la quanto diminui-la dependendo do estado do animal (HAN
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et al., 2012; PATEL; SCHULTZ, 2013; PATEL et al., 2016; SUN et al., 2012; ZHENG;
LIU; PATEL, 2011), de forma semelhante no PVN esse peptideo pode levar tanto a
um aumento quanto queda da secregao de vasopressina (QADRI et al., 1998;
SCHIAVONE et al., 1988; WHITAKER; MOLINA, 2013), reduz a expressao de nNOS
(GUIMARAES et al., 2014), melhora a sensibilidade do barorreflexo em ratos com ICC
(Zeng), atenua a hipertensao de ratos com apneia do sono (DA SILVA; FONTES;
KANAGY, 2011), induz queda da PA em ratos SHR (YAMAZATO et al., 2007).
Também ja esta bem estabelecido na literatura que a Ang-(1-7) apresenta agdes que,
na maioria das vezes, sdo opostas e/ou contrarreguladoras as da Ang Il (SANTOS et
al., 2018). No entanto, ainda pouco se sabe sobre as a¢des desse heptapeptideo no
PVN durante as fases da hemorragia experimental, e quéo relevante esse peptideo

pode ser nessa circunstancia.

1.4. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA CEREBRAL NA HEMORRAGIA

O SRA é um sistema cuja cascata de formagéo inclui interacbes enzima-
substratos que resultam na produgao de varios peptideos biologicamente ativos que
desempenham importante papel no controle da pressao arterial, homeostase dos
fluidos corporais, eletrélitos e fungédo celular (FERRARIO CARLOS M. et al., 1997;
SANTOS et al., 2003, 2018). Dentre esses peptideos podemos destacar a Ang-(1-7),
que realiza varias agdes no sistema nervoso central (SNC), onde apresenta efeitos
complexos, especificos da area ou grupamento neural e dependente da condigéo
fisiolégica do individuo. No SNC, assim como de forma sistémica, a Ang-(1-7)
apresenta efeitos sobre a PA, na maioria das vezes, contrarios aos da Ang Il. Mesmo
quando a Ang-(1-7) produz efeitos cardiovasculares semelhantes aos promovidos
pela Ang I, isso se da através de diferentes mecanismos efetores e de sinalizagao
(CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 1989; LIMA et al., 1999; SANTOS et al., 2003, 2018;
SILVA et al., 1993).

Estudos sugerem que o aumento de Ang Il circulante na hipertensao resulta em
inflamag&o vascular e aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, o
que facilita o acesso da Ang Il a outras regides do cérebro (BIANCARDI et al., 2014;
SETIADI et al.,, 2018; SHANKS; RAMCHANDRA, 2021). Uma vez que a Ang Il
atravessa a barreira hematoencefalica, esse peptideo pode ativar neurénios além da

barreira (YAO; MAY, 2013). O que sugere uma via pela qual a Ang Il pode entrar no
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cérebro em condicdes de alta ativacdo do SRA, como hipertensao e insuficiéncia
cardiaca. A Ang Il também pode influenciar os processos centrais ao sinalizar as vias
neuronais dos 6rgaos circunventriculares (BIANCARDI; STERN, 2016). Vale destacar
que o desequilibrio dos dois bragos do SRA no cérebro, favorecendo a atividade Ang
[I/AT1 estdo envolvidos na fisiopatologia de doengas como hipertensao arterial,
sindrome metabdlica, insuficiéncia cardiaca, disturbios psiquiatricos e estresse
emocional (SANTOS et al., 2018). A Ang-(1-7), também realiza ac¢des criticas na
manutengdo da pressao arterial no SNC, diversos estudos sugerem que a redugao
dos niveis de Ang-(1-7) no NTS pode estar relacionada ao controle barorreflexo
atenuado que é observado na hipertensao e no envelhecimento (ARNOLD et al., 2008;
CHAVES et al., 2000; DIZ et al., 2011; HERINGER-WALTHER et al., 2001). Além
disso, estudos em um modelo de rato transgénico com baixos niveis de
angiotensinogénio no SNC, e, consequentemente, com niveis reduzidos de Ang Il e
Ang-(1-7), observaram que a atividade eferente simpatica mediada por neurénios do
PVN é suprimida nesse animal (GOMES DA SILVA et al., 2012). De modo interessante
a infusdo crénica de A-779 no PVN resultou em atenuagéo a hipertensdo induzida em
um modelo de apneia do sono em ratos (DA SILVA; FONTES; KANAGY, 2011), o que
corrobora com o efeito estimulador simpatico de inje¢des agudas de Ang-(1-7) no
PVN. No entanto, também ja foi demonstrado que microinje¢cées de Ang-(1-7) no PVN
aumentaram efetivamente a atividade simpatica e a pressao arterial por meio de uma
ativacao do receptor MAS pela via cAMP-PKA (HAN et al., 2012; LI et al., 2012, 2013;
SUN et al., 2012; ZHOU et al., 2010). Todos esses dados reforcam a hipétese de que
a produgéo cerebral, bem como, a agdo de angiotensinas no SNC desempenha papel
significativo na regulagdo do ténus autondmico, modulando assim a PA e FC. Alguns
dos efeitos centrais da Ang-(1-7) sugerem que esse peptideo também tem potencial
para exercer modulagdo da pressao arterial durante a hipotensdo hemorragica. O
efeito pressor induzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) no RVLM é potencializado em
animais submetidos a hemorragia (LIMA et al., 1999). Tem sido sugerido que a
resposta pressora da Ang-(1-7) no PVN ou RVLM seja decorrente de aumento de
tébnus simpatico (GOMES DA SILVA et al., 2012; HAN et al., 2012), liberagdo de
vasopressina e possivel inibicdo de um mecanismo vasodilatador (OLIVEIRA;
CAMPAGNOLE-SANTOS; SANTOS, 2013). Apesar de ser bem consolidado que a
Ang-(1-7) apresenta efeito neuro-excitatorio no PVN e na liberagdo de vasopressina
(QADRI et al., 1998; SCHIAVONE et al., 1988), outros estudos sugerem o contrario.
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Ratos com ICC, por exemplo apresentaram aumento da expressdo e subsequente
interacao de ECA2 e nNOS no PVN com reducéo no fluxo simpatico, sendo esse efeito
revertido pelo bloqueio do receptor Mas com o antagonista A779 (ZHENG; LIU;
PATEL, 2011). Estudos que restauraram a ECA2 em nucleos hipotalamicos induziram
um aumento de NO e diminuicdo na atividade do nervo simpatico (KAR; GAO;
ZUCKER, 2010; XIA et al.,, 2011). Estudos em animais submetidos ao choque
hemorragico associado a intoxicagdo por etanol, demonstrou que a administragao
intracerebroventricular (ICV) do antagonista de receptor Mas, A779, promoveu
aumento dos niveis de vasopressina (WHITAKER; MOLINA, 2013), sugerindo,
portanto, que nessa condicdo experimental a Ang-(1-7) enddégena tenha efeito
inibitério sobre a liberagao de vasopressina. Nesse estudo foi observado aumento dos
niveis de Ang-(1-7) concomitante ao aumento da atividade da enzima Oxido nitrico
sintase (NOS) e da producdo de Oxido Nitrico (NO) no PVN, sendo esses efeitos
abolidos pelo tratamento com A779. Anteriormente, foi demonstrado que o NO no PVN
tem efeito inibitorio sobre a liberacdo de vasopressina (WHITAKER; SULZER;
MOLINA, 2011). Em conjunto, esses estudos sugerem que a Ang-(1-7) no PVN,
através de mecanismo dependente do NO, inibe a liberagdo de vasopressina durante
o choque hemorragico em ratos intoxicados por etanol. Estudos in vitro e in vivo
demonstram ainda que o NO exerce um papel inibitério em neurdnios pré autonémicos
que se projetam a RVLM, além de promover resposta inibitoria em neurénios
magnocelulares (STERN; LI; ZHANG, 2003; STERN; ZHANG, 2005). Entretanto &
importante ressaltar que apesar do papel do NO ser amplamente estudado seu papel
no SNC ainda é controverso. Ja foi demonstrado que o NO também exerce um papel
excitatério em neurdnios parvocelulares (BAINS; FERGUSON, 1997). E importante
salientar que o papel da Ang-(1-7) cerebral nos niveis de vasopressina plasmatico sé
foi estudado em ratos submetidos a hipotensdo hipovolémica com intoxicagao por
etanol. Até o momento poucos estudos avaliando os efeitos da Ang-(1-7) no PVN
durante a hipotensdo hemorragica foram realizados. Assim, o estudo do papel do
SNC, particularmente do PVN, na manutencdo da PA e FC na hipotensao
hipovolémica, bem como o papel da Ang-(1-7) e seus mecanismos, atuando nas

diferentes fases da hemorragia se tornam necessarios.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o papel do PVN e particularmente da Ang-(1-7) endégena nesse nucleo

nas alteragbes cardiovasculares que ocorrem durante as diferentes fases da

hemorragia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do silenciamento dos neurdnios do PVN através do agonista
de receptor GABA, o Muscimol, sobre as alteracbes de PAM e FC induzidas
pela hemorragia;

Avaliar os efeitos da microinjecdo do antagonista de receptor AT+, Losartan, no
PVN sobre as alteragdes de PAM e FC induzidas pela hemorragia;

Avaliar os efeitos da microinjecdo do antagonista de receptor Mas, o A779, no
PVN sobre as alteragdes de PAM e FC induzidas pela hemorragia;

Avaliar os efeitos da microinjecdo de Ang-(1-7) no PVN sobre as alteragdes de
PAM e FC induzidas pela hemorragia;

Avaliar os efeitos da microinjecdo do antagonista de A779 no PVN junto da
injecdo intravenosa do antagonista de receptor V1, o dTyr de sobre as
alteracdes de PAM e FC induzidas pela hemorragia;

Avaliar a contribuicdo da modulagao do ténus autonémico cardiaco e vascular
através da analise espectral da frequéncia cardiaca e pressao arterial sistdlica
nos efeitos induzidos pelo A779 microinjetado no PVN;

Avaliar a participagao de mecanismos nitrérgicos do PVN nos efeitos induzidos
pelo A779 microinjetado no PVN, através da analise da expressao da enzima
NOS nos neur6nios do PVN.

30
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ANIMAIS

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar (285-375 gramas)
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos
em um ambiente com luz e temperatura controladas, alimentados com ragao e agua
a vontade. Todos os procedimentos realizados neste estudo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas
Gerais (Anexo 2, CEUA 111/2018).

3.2. IMPLANTE DE CANULAS NO PVN

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg) por via intraperitoneal e fixados a um aparelho estereotaxico. Dois pontos
antropométricos do cranio - o bregma (ponto de unido das suturas sagital e coronal) e
o lambda (ponto de unido das suturas sagital e lambddide) - foram utilizados como
referéncia para nivelar a cabega dos animais no plano horizontal. Utilizando-se o
bregma, foram determinados os pontos de introdu¢do das cénulas bilateralmente no
PVN. Nesses pontos, foram feitas trepanacdes do osso do cranio com uma broca
esférica, abrindo-se dois orificios de aproximadamente 1,5 mm de didmetro para
implantagcdo das canulas de ago inoxidavel (12 x 0.55 mm d.i) que foram posicionadas
bilateralmente no cérebro em direcdo ao PVN, conforme as coordenadas: 1,2 mm
caudal ao bregma, 0,5 mm lateral a linha mediana e 6,0 mm abaixo do bregma de
acordo com as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2007). As canulas foram
posicionadas 2 mm acima do PVN e fixadas ao cranio usando-se parafusos de aco
inox e resina acrilica dental. Mandris metalicos (Fio de ago Morelli 0,3 mm) foram
utilizados para oclusdo das canulas. Os ratos receberam injecédo de 0,6 mL/kg de
pentabidtico® veterinario (1:200000 Fort Dodge) por via intramuscular como medida
de profilaxia, assim como 0,1mL/100g do anti-inflamatério Banamine (50mg/mL MSD)
por via subcutanea. Os animais foram mantidos em caixas coletivas, em salas com
temperatura e luminosidade controladas até serem submetidos a cirurgia de

canulacio dos vasos femorais.
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3.3. CANULAGAO DAS ARTERIAS E VEIA FEMORAL

No dia anterior aos experimentos os animais foram anestesiados com solucéo
de cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal e submetidos a cirurgia de canulagao bilateral das artérias femorais e
de uma veia femoral. Uma das canulas arteriais foi utilizada para o registro direto da
pressao arterial e da frequéncia cardiaca e a outra para indugdo da hemorragia. A
canulagao da veia femoral foi realizada apenas nos animais do grupo experimental no
qual o antagonista de receptor Vi, DTyr (CH2)5(Me)AVP) foi utilizado. As cénulas
foram confeccionadas a partir de um tubo de polietileno PE-10 (4 cm para a artéria e
2 cm para a veia) fixado a um tubo de polietileno PE-50 (15 cm). Antes de serem
implantadas, as canulas foram preenchidas com solugdo salina (NaCl 0,9%) e
obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Foi realizada tricotomia
da regido inguinal e da regiao interescapular do animal seguida de assepsia destes
locais com alcool iodado (1%). O animal foi posicionado em decubito dorsal, tendo as
patas traseiras fixadas a mesa cirurgica. Através de uma pequena incisdo na regiao
inguinal, o feixe vasculo-nervoso femoral foi localizado, os vasos femorais
identificados e, cuidadosamente, separados do nervo femoral para inser¢cao das
canulas em seus respectivos vasos. Na sequéncia, as canulas foram conduzidas
subcutaneamente com o auxilio de um trocater e exteriorizadas na regido
interescapular, onde foram suturadas junto a pele, permitindo o registro e a
administracdo de drogas nos animais com livre movimentagdo. Terminado o
procedimento, os locais de incisdo foram suturados e os animais mantidos em caixas

individuais até o dia seguinte para a realizagdo dos experimentos.

3.4. REGISTRO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os registros da presséao arterial e da frequéncia cardiaca foram realizados em
animais nao anestesiados e com livre movimentagao um dia apds o procedimento de
canulacéao, descrito no item 3.3. Apos a calibracdo do equipamento, uma das canulas
arteriais, previamente heparinizada (1:20), foi conectada a um transdutor de presséo
acoplado a um sistema de aquisigdo de dados analdgico digital (Biopac Systems MP
150). O software Acgknowledge 3.9.1 foi utilizado para o registro e visualizacdo da
presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). Os valores de PAM e FC foram calculados pelo programa Acgknowledge (Biopac
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Systems) a partir dos valores obtidos de PAP em uma frequéncia de amostragem de
2000 Hz. Ap6s um periodo de no minimo 60 minutos para adaptagcdo do animal e
completa estabilizaggo da PA e FC, foi iniciado o registro dos parédmetros
cardiovasculares basais por cerca de 10 minutos. Na sequéncia, foi realizado o
procedimento de microinjecao de drogas no PVN e/ou injecdo i.v. do antagonista de
receptores V1 da vasopressina, e apés 10 minutos, foi iniciada a indugdo da
hemorragia, conforme descrito a seguir (item 3.5 e Figura 1). Os parametros
cardiovasculares foram continuamente registrados ao longo de todo o periodo de

experimento.

3.5. INDUGAO DA HEMORRAGIA

A inducéo da hemorragia foi realizada de acordo com modelos descritos em
estudos anteriores (BUSNARDO et al., 2016, 2021; TROY et al., 2003). Os animais
foram submetidos a hemorragia de volume fixo de 24 mL/kg, correspondendo a 30%
do volume sanguineo total, durante um periodo de 20 min (1,2 mL/min/kg). O volume
sanguineo total do animal foi estimado como 7,5% do peso corporal (LEE; BLAUFOX,
1985). A taxa utilizada de remogao de sangue promove respostas cardiovasculares
que podem ser divididos em 3 periodos baseados nas alteragées promovidas sobre a
PAM, denominados: compensagao, descompensacao e recuperagao (TROY et al.,
2003). O sangue foi retirado através da cénula implantada em uma das artérias
femorais utilizando bomba peristaltica. A PAM e a FC foram registadas durante 10
minutos antes da administragdo das drogas, 10 minutos apds a administragdo das
drogas, 20 min durante a hemorragia e 40 minutos apds a conclusdo da hemorragia.

O delineamento experimental geral € mostrado na Figura1i:
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Microinje¢do no PVN
associada ou ndo a
injecdo i.v

Inicio do Hemorragia Fim do
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D-Tyr ou salina cérebro

i Registro dos pardmetros cardiovasculares e :
| { andlise da variabilidade da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial sistdlica

Figura 1: Desenho esquematico do protocolo experimental geral utilizado neste estudo. PVN: nucleo

paraventricular do hipotalamo; dTyr: antagonista dos receptores V1 da vasopressina.

3.6. PREPARAGAO DAS DROGAS

No presente estudo foi microinjetado no PVN: 1) o antagonista do receptor Mas
(A779, 1 nmol), 2) o antagonista do receptor AT+ (Losartan, 1 nmol), 3) o agonista de
receptor GABA (muscimol, 1 nmol) e 4) o peptideo Ang-(1-7) (25pmol), todos diluidos
em salina estéril (NaCl 0,9%). As doses utilizadas foram baseadas em estudos
anteriores do Laboratorio de Hipertensdo (GOMES DA SILVA et al., 2012). Essas
solugdes foram microinjetadas bilateralmente no PVN no volume de 100 nl. Para
avaliar papel dos receptores V1 periféricos nos efeitos induzidos pelo A779 no PVN foi
utilizado o antagonista DTyr (CH2)5(Me)AVP (dTyr), também diluido em salina estéril,
na dose de 50 pg/mL/kg por via intravenosa (BUSNARDO et al., 2016).

3.7. ANALISE HISTOLOGICA DO SIiTIO DE MICROINJECAO

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com Tiopental,
60mgl/Kg, por via intraperitoneal, os cérebros removidos e cortes transversais de 50
Mm da regidao do PVN foram feitos em criostato de congelamento. Os cortes foram
colocados em laminas gelatinizadas e corados com vermelho neutro 1% através da
técnica de Nissl. Os mesmos foram analisados por microscopia Optica para
confirmacgéo histologica do sitio de microinjec&o, utilizando como referéncia o atlas de
Paxinos e Watson (2007). Apenas os animais com confirmagao do sitio de inje¢cao no

PVN foram considerados neste estudo (Figura 2).
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Bregma -1.56 mm

T. Optico

B)

Figura 2: A) Representagdo esquematica de uma sequéncia de cortes transversais do hipotalamo,
ilustrando os centros das microinjecées no PVN (modificado a partir do atlas de Paxinos e Watson,
2007). Grupos: e Salina, ® Muscimol, e A779, « Ang-(1-7), e Losartan, e Salina+dTyr e e A779+dTyr.
B) Fotomicrografia de um corte transversal do cérebro de um animal representativo do grupo estudado
mostrando o sitio de microinjecao bilateral no PVN, corados pelo vermelho neutro 1% utilizando-se a
técnica de Nissl. A microinjecdo bilateral é indicada pelas setas. PVN (Nucleo paraventricular do

hipotalamo), trato Optico, 3° V. (terceiro ventriculo).

3.8. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA NOS NO PVN

A técnica histoquimica para avaliagédo da atividade da NADPH-diaforase (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato diaforase), utilizando azul de nitrotetrazélio como
cromoégeno, permite localizar células que expressam a enzima NOS no sistema

nervoso, ou seja, com essa técnica é possivel identificar a distribuigdo de neurénios
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que produzem NO (HINOVA-PALOVA et al.,, 2014). Isso é possivel porque, na
existéncia da enzima NOS, ocorre a reducao do azul de nitrotetrazélio na presenca de
B-NADPH (B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido), que s&o os dois
principais reagentes utilizados nessa técnica, dando origem ao formazan, que é
insoluvel e possui cor azul, causando a evidenciagao neuronal (HOPE et al., 1991).
Para essa avaliagdo, os animais foram submetidos a um protocolo de hemorragia
semelhante ao descrito no item 3.5, com a diferenca de que foi encerrado apds o fim
da hemorragia (figura 3), logo apdés o experimento os rato foram profundamente
anestesiados com tiopental (60mgl/Kg, i.p.) e perfundidos transcardiacamente com
100 mL de tampao fosfato (PB 0,1M pH 7,4) contendo 0,1% de heparina concentrada
(5.000 U.l./mL), seguido pela perfusao de 400 mL de paraformaldeido 4% (PFA) em
PB 0,1M, ambos na taxa de 10 mL/min. Apds a perfusao, os cérebros foram retirados
e colocados em PFA 4% overnight na geladeira sendo, entdo, transferidos para
solugdo de sacarose 30% em PB 0,1M, onde ficaram por 48h na geladeira.
Posteriormente, foram realizados cortes de 40 ym na regido do PVN em criostato de
congelamento. Os cortes foram lavados em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) e incubados
em solugao contendo 0,3% Triton X-100, 0,1 mg/mL de azul de nitrotetrazdlio (Sigma)
e 1,0 mg/mL de B-NADPH (Sigma) em PB 0,1M, por 90 minutos na estufa a 37°C.
Apds a reacao, os cortes foram novamente lavados em tampao fosfato e montados
em laminas de vidro (ZHENG et al., 2005). A presenca de NADPH-diaforase no PVN
foi examinada em microscopio de luz (Olympus BX50), no aumento de 10x, e o

numero de células com marcagéao positiva foi contado por meio do programa Image J.

Microinje¢do no PVN:
A-779
ou salina

Inl'ci_0 do Hemorragia Fim do
registro 1,2 ml/min/kg registro Eutanasia

. I I 1 1 . > eremociodo

cérebro
-10 0 10 20 30
. 1 J i Andlise histolégica e
' v processamento
Fase Fase . , .
histoguimico para
compensada  descompensada L
atividade da NOS

Figura 3: Desenho esquematico do protocolo experimental utilizado para avaliagdo da atividade da
enzima nos. PVN: nlcleo paraventricular do hipotalamo; NOS: éxido nitrico sintase.
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3.9. ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA E DA PRESSAO
ARTERIAL SISTOLICA

A analise da variabilidade cardiovascular é realizada através da variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC), definida como variagdo batimento a batimento na FC
(duragao do intervalo R-R), e através da variabilidade da pressao sistdlica, definida
como variagao entre as sistoles (BILLMAN, 2011; SHAFFER; GINSBERG, 2017,
SHAFFER; MCCRATY; ZERR, 2014). A analise da variabilidade cardiovascular
indexa a fungdo neurocardiaca, gerada por interagées coragao-cérebro e processos
dindmicos do sistema nervoso auténomo (SHAFFER; GINSBERG, 2017). Portanto, a
analise da variabilidade cardiovascular quando usada adequadamente se torna uma
otima ferramenta para avaliagdo do balango simpato-vagal cardiaco.

A analise da variabilidade cardiovascular pode ser realizada através de
métodos lineares, que podem ser realizados no dominio do tempo ou da frequéncia,
e métodos nao-lineares que permitem quantificar a imprevisibilidade de uma série
temporal (SHAFFER; GINSBERG, 2017). Nesse estudo foram utilizados os métodos
lineares, realizados no dominio do tempo, ou seja, aqueles que quantificam a
quantidade da variabilidade nas medic¢des e intervalo de pulso (IP), o periodo entre os
batimentos cardiaco sucessivos, e medicdes no dominio da frequéncia, no qual se
avalia as oscilagbes de ondas oriundas da FC, divididas em frequéncias muito baixas
(MBF), baixas (BF) e altas (AF) (BILLMAN, 2011; SHAFFER; GINSBERG, 2017;
SHAFFER; MCCRATY; ZERR, 2014).

3.9.1. PROCESSAMENTO DO ARQUIVO DE DADOS CARDIOVASCULARES

Os valores de presséao arterial pulsatil (PAP) foram registrados continuamente
e amostrados em uma taxa fixada em 2 kHz durante os experimentos processados
pelo software ACQKNOWLEDGE versao 3.9.1, Biopac Systems e armazenado em
disco rigido sob a forma de arquivo de dados.

Os valores da pressao arterial sistolica (PAS) foram identificados a cada
batimento e o intervalo de pulso (IP) foi definido como o intervalo entre dois picos
sistélicos consecutivos usando uma rotina personalizada (MATLAB academic use,

Mathworks, Natick, MA, USA). Em seguida, por meio de um algoritmo (sequéncia de
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instru¢cdes necessarias para realizar uma tarefa) foram calculados os intervalos de

tempo entre os picos sistolicos (Figura 4).

o=

|
)

Figura 4. Um algoritmo desenvolvido no software MATLAB detectou os picos sistdlicos e diastélicos
(pontos pretos) no registro da presséao arterial (em vermelho), os quais foram utilizados para o calculo
do intervalo de pulso (IP) O eixo Y representa os valores da pressdo (mmHg) e o eixo X representa o

tempo (ms).

Os valores da pressao arterial sistolica e dos intervalos entre os picos sistolicos
a cada batimento foram gerados em um arquivo do formato .txt. Esses arquivos foram
utilizados posteriormente para a analise da variabilidade cardiovascular do dominio

do tempo e no dominio da frequéncia.

3.9.2. ANALISE DA VARIABILIDADE CARDIOVASCULAR NO DOMINIO DO
TEMPO E NO DOMINIO DA FREQUENCIA
Os arquivos .txt com os valores dos intervalos entre os picos sistolicos e da
pressao arterial sistolica foram lidos no software CARDIOSERIES versao 2.7 (Figura
5). Este software gera os seguintes parametros de variabilidade no dominio do tempo:
e Média: Corresponde a soma dos valores dos IP (ms) e da PS (mmHg), divida pelo
numero elementos deste conjunto;
e Desvio padréo: Indica o grau de variagao dos intervalos de pulso (ms) e da pressao
sistélica (mmHg);
e Variancia: Indica o grau de variagdo dos intervalos de pulso (ms?) e da pressédo
sistolica (mmHg?);
e RMSSD: E a raiz quadrada média de diferengas sucessivas entre batimentos
cardiacos normais. Esse valor é obtido calculando primeiro cada diferenca de tempo

sucessiva entre batimentos cardiacos em milissegundos. E avaliado apenas na analise
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espectral da FC, e representa a atividade parassimpatica (AUBERT; SEPS;
BECKERS, 2003; KLEIGER; STEIN; BIGGER, 2005; PUMPRLA et al.,, 2002;
SHAFFER; MCCRATY; ZERR, 2014).

SIGNAL GRAPHS - | Loap |

) CardiacInterval ) Whole Recording. Oumv FROM 0 mean s | vaRmnCE[ss |

@ svstolicPressure @) Selection @ scconds  LoNGTH | 00:02:00 sl | LUCC EE

8 0 2 13 15 15 M 2 22 2% 2B I P 4 % B D 4 4 4 % 0 52 54 % % G 62 64 66 6 N 72 74 7 75 S S 84 % 8 0 S2 94 % S5 W0 02 14 6 108 10 12 14 16 us 1»
Seconds

Systolic Pressure

8 0 2 14 15 5 M 2 24 2% B N P 4 b B D 42 4 4 % N 52 59 % B 60 62 64 66 6 M 72 74 75 78 8 82 84 % 85 0 52 94 9% 5 0 102 14 106 18 1d 12 14 1 s 12

Figura 5. Programa CARDIOSERIES verséo 2.7: A tela inicial do programa mostra os parametros da
variabilidade no dominio do tempo. O painel superior mostra os valores do intervalo de pulso (ms) e o

painel inferior mostra a pressao arterial sistélica (mmHg) em fungdo do tempo (segundos).

Na segunda pagina do software CARDIOSERIES s&o gerados os valores dos
parédmetros de variabilidade cardiovascular no dominio da frequéncia (Figura 6).
Foram realizadas analises no dominio do tempo e da frequéncia onde os dados foram
coletados em 4 periodos: 1) Basal (dados coletados antes da inje¢do das drogas); 2)
Inicio da hemorragia (dados coletados entre os 10 minutos iniciais da hemorragia), 3)
Fim da hemorragia (dados coletados entre os 5 minutos finais da hemorragia) e 4)
Recuperacgéo (dados coletados nos minutos finais do periodo de recuperagédo). Em
cada periodo foram coletados intervalos de 2 minutos selecionados a partir do registro
continuo da presséao arterial apos a estabilizagdo dos parametros cardiovasculares.
Os valores da pressao arterial sistélica foram utilizados para a analise espectral em
funcdo da associacao entre a variabilidade da pressao sistdlica e a funcao simpatica
vasomotora (YOSHIMOTO et al., 2011). A densidade espectral foi obtida por meio da
transformacao rapida de Fourier e o tamanho do segmento foi fixado em 512 pontos

com 50% de sobreposicao.
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Os componentes espectrais, para as bandas de muito baixa frequéncia (MBF;
0,02 - 0,25 Hz;), baixa frequéncia (BF; 0,26 — 0,75 Hz) e alta frequéncia (AF; 0,76 —
4,98 Hz) foram avaliados usando as larguras de bandas que foram previamente
descritas por Cerutti et al. (1994). A variabilidade destes componentes serve como
indicadores da atividade autondmica, sendo:
e Para a frequéncia cardiaca:
- Componentes de MBF e BF: indicam modulagao autonémica mediada pelo
barorreflexo (DWORKIN; DWORKIN; TANG, 2000; GOLDSTEIN et al.,
2011);
- Componente de AF: indica atividade parassimpatica cardiaca mediada pelo
barorreflexo e atividade ventilatoria (GOLDSTEIN et al., 2011).
e Para a presséao arterial sistdlica:
- Componentes de MBF e BF: indica atividade simpatica vascular
(RADAELLI et al., 2006; WAKI et al., 2006);
- Componente de AF: indicam atividade simpatica cardiaca e atividade
ventilatéria (YOSHIMOTO et al., 2011).
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obtidos por cada um dos segmentos e numero total de segmentos. Logo abaixo dentro do quadrado
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vermelho estdo representadas as larguras das bandas de muito baixa, baixa e alta frequéncia nos
valores absolutos, em percentagem, em unidades normalizadas e a razdo BF/AF. Na parte inferior e a
direita, esta representado um gréafico da densidade espectral calculada como a média da densidade
dos seis segmentos analisados (laranja). O grafico mostra um pico na banda de baixa frequéncia e um

pico na banda de alta frequéncia.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram inicialmente submetidos a analise de distribuicdo e
normalidade (Shapiro-Wilk test). Os resultados foram expressos como média + erro
padrdao da média (x + EPM). Para comparagao entre grupos foi utilizada a analise de
variancia de duas vias (Two-Way ANOVA), seguido do poés-teste de Bonferroni,
através do software GraphPad Prism (versao 8.0). Para comparagao entre os valores
da variagao da PAM e FC em relagéo ao periodo basal (minuto 0) foi utilizada a analise
de variancia de uma via (One-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pos-
teste de Bonferroni). Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes
quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGCAO DO MODELO DE HEMORRAGIA

A percentagem de sangue removido em cada grupo é exibida na figura 7,
mostrando que nao houve diferenga significativa no volume de sangue removido entre
os grupos. A figura 8 ilustra a variagdo da PAM e FC antes, durante e apds a
hemorragia, é possivel identificar as trés fases caracteristicas da hemorragia
(compensada, descompensada e recuperagao), determinadas a partir de alteragbes
que ocorrem na PAM. A fase compensada compreende o periodo no qual a
hemorragia ndo promove alteragdes significativas nos valores de PAM em relagao
aqueles observados no periodo basal. A fase descompensada se inicia no momento
no qual a PAM ndo consegue mais ser mantida, quando observamos queda abrupta
deste parametro que progride até o final da hemorragia. Terminada a hemorragia, tem-
se inicio a fase da recuperacdo onde a PA tende aumentar e retornar aos niveis
basais. A figura 8 mostra as alteragcbes de PAM e FC no grupo tratado com salina,
utilizado como controle, onde é possivel observar que a diferenga significativa da
variagdo da PAM em relagdo ao periodo basal (minuto 0) tem inicio 10 minutos apos
o comego da hemorragia (-31 £ 4 mmHg). A hipotensao continua progredindo com o
decorrer da hemorragia, atingindo seu pico aos 30 minutos -31 +4,-42 +4,-53 + 4, -
54 + 3,-57 £ 2 e -62 + 1 mmHg aos 20, 22, 24, 26, 28 e 30 min, respectivamente,
p<0,05). Com o fim da hemorragia os animais apresentaram um aumento significativo
da PAM quando comparado ao valor observado apdés 20 minutos de hemorragia
(minuto 30), mas que nao foi o suficiente para a PAM retornar aos valores basais,
embora permaneca estavel nesses patamares até o fim do periodo de registro (minuto
70) (62 +1vs-38+5,-30+2,-25+4,-25+3,-28+4,-25+3,-24+3e-26+3
mmHg, minuto 30 vs minutos 35 ao 70, respectivamente, p<0,05). Nao foi observada
diferenga estatistica dos valores de variagdo da FC durante e apds a hemorragia em
relacdo ao tempo pré-tratamento (minuto 0). O Anexo 3 contém a tabela que apresenta
os valores de peso corporal (g), volume total de sangue removido (ml) e valores
absolutos da PAM (mmHg) antes e ao final da hemorragia de todos os grupos

experimentais.
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4.1.1. PERCENTAGEM DE SANGUE REMOVIDO EM 20 MINUTOS
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Figura 7. Percentagem do volume sanguineo removido no periodo 20 minutos. Grupo Salina n= 8,
Grupo Muscimol n=5, A779 n =8, Losartan n=5, Ang-(1-7) n= 4, Salina+dTyr n= 5 e A779+dTyr n =5.

(One-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pos-teste de Bonferroni)

4.1.2. REPRESENTAGAO DAS FASES DA HEMORRAGIA
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Figura 8. Alteragdes da presséao arterial média (APAM, mmHg) e da frequéncia cardiaca (A FC, bpm)
nos periodos antes, durante e apds a hemorragia em animais ndo anestesiados. As barras coloridas
destacam as trés fases da hemorragia: compensada, descompensada e recuperagdo. A seta
representa o momento da microinje¢ao de Salina (NaCl 0,9%, n= 8). A barra vermelha préxima ao eixo
x indica o periodo de hemorragia. # Diferenga significativa em relagdo ao periodo pré-tratamento
(minuto 0) p<0,05; & Diferenca significativa em relagao ao periodo fim da hemorragia (minuto 30)

p<0,05 (One-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pos-teste de Bonferroni).
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4.2. EFEITOS DA MICROINJECAO DE MUSCIMOL NO PVN EM RATOS
SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

Inicialmente avaliamos o papel do PVN nas alteragbes cardiovasculares
induzidas em nosso modelo de hemorragia experimental. Para isso o agonista de
receptor GABA Muscimol foi microinjetado bilateralmente no PVN e avaliado seus
efeitos sobre as alteragcdes de PAM e FC antes, durante e apds a hemorragia.

Ao analisar de modo isolado o grupo Muscimol, é possivel observar que houve
antecipacao da fase descompensada, uma vez que a queda significativa da presséo
arterial tem inicio 6 minutos ap6s o comego da hemorragia, diferente do grupo Salina
onde a hipotensdo comecga apdés 10 minutos. Interessantemente, a microinjecéao de
Muscimol no PVN reduziu o valor do pico hipotensivo (-48 + 4 mmHg) quando
comparado ao grupo Salina (-62 £ 1 mmHg), sendo este atingido mais precocemente
(no minuto 24), mantendo-se estavel nesse mesmo patamar até o fim da hemorragia
(-41 £ 5, -47 + 5 e -45 + 4 mmHg, minuto 26 ao 30, respectivamente, p<0,05). A
microinje¢cao de Muscimol também interferiu com a fase da recuperagao da PAM, uma
vez que nao houve diferenca significativa nos valores de APAM em relag&o ao periodo
em que se encerra a hemorragia (-45+4 mmHgvs-32+5,-32+1,-35+2,-36 £ 2, -
37 £2,-40 £ 1 e -42 + 2 mmHg, minuto 30 vs minutos 35 ao 70, respectivamente,
p<0,05). Adicionalmente, no final da fase da recuperagédo (minutos 65 e 70) o grupo
Muscimol apresentou valores inferiores de PAM em comparagao ao grupo Salina (-24
+3e-26+3 mmHgvs-40 £ 1 e -42 + 2 mmHg, minutos 65 e 75, respectivamente
p<0,05).

Em relagédo as alteragbes de FC, o grupo Muscimol apresentou taquicardia
apenas durante um curto intervalo da recuperagao (+93 + 17 e +91 £ 17 bpm, minutos
45 e 50 respectivamente, p<0,05). Em comparagdo ao grupo Salina somente nos
minutos finais da hemorragia (minuto 30) foi observada diferenga significativa (-45 %
23 bpm vs +55 * 40 bpm, p<0,05) Figura 9.
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4.2.1. SALINA VS MUSCIMOL
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Figura 9. Efeito da microinjegao bilateral de Muscimol no PVN sobre as alteragdes da PAM (mmHg) e
FC (bpm) nos periodos antes, durante e ap6s a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta
representa o momento da microinjegdo de Salina (NaCl 0,9%, n= 8) ou Muscimol (1 nmol, n= 5); *
Diferenca significativa em relagdo ao grupo Salina, p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons test
seguido de pos-teste de Bonferroni); # Diferenca significativa em relagdo ao minuto 0 do respectivo
grupo, p<0,05 & Diferenga significativa em relagdo ao minuto 30 do respectivo grupo, p<0,05 (One-way

ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni).



46

4.3. EFEITOS DA MICROINJEGAO DE LOSARTAN NO PVN EM RATOS
SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

Considerando que tanto a Ang Il quanto a Ang (1-7) promovem respostas
simpatoexcitatorias no PVN (GOMES DA SILVA et al., 2012; HAN et al., 2012;
KHANMORADI; NASIMI, 2017), mesmo que por mecanismos diferentes, avaliamos o
efeito do bloqueio bilateral dos receptores AT1 no PVN em ratos submetidos a
hemorragia experimental, através da microinjegdo do antagonista Losartan, para
avaliagao de seus efeitos sobre a variacdo da PAM e FC antes, durante e apos a
hemorragia.

A microinjecao bilateral de Losartan no PVN promoveu efeitos sobre a PAM
semelhantes aos observados pela microinjegdo de A779 (Anexo 4) com queda da
pressao arterial em relagdo ao periodo basal tendo inicio apés 12 minutos de
hemorragia, se mantendo em queda progressiva até o fim da hemorragia (-10 £ 6, -19
+6,-28+3,-33+27,-39 5 e -40 £+ 3 mmHg, minutos 20 ao 30, respectivamente,
p<0,05). Ao final da hemorragia ocorre recuperagao completa da PAM, observada pelo
fato da PAM se elevar de forma significativa em relagao ao pico da hipotens&o no final
da hemorragia (minuto 30), sendo que 15 minutos apds o término da hemorragia os
valores de pressao arterial nao foram diferentes aqueles observados no periodo basal
(minuto 0) (-14 £5,-14 £ 5,15+ 4,-14 £ 4, -16 £ 5 e -15 £ 4 mmHg, minutos 45 a
70, respectivamente, p<0,05). Em relagcdo as alteragbes de FC promovidas pelo
Losartan, nao foi observado diferenca estatistica nesse parametro em nenhuma das
fases, durante ou apds a hemorragia, em comparagao ao periodo basal.

Quando comparado ao grupo Salina a microinjecdo de Losartan atenuou a
queda da pressdo arterial ao longo da hemorragia, fazendo com que o pico da
hipotensdo hemorragica fosse reduzido (grupo Salina: -31 £ 4, -42 +4,-53 + 4, -54 +
3,-57 £2 e -62 £ 1 mmHg vs grupo Losartan: +10£6,-19+6,-28+3,-33+7,-39
5 e 40 + 3 mmHg, minutos 20 ao 30, respectivamente, p<0,05). De forma
surpreendente, apesar da hipotensdo hemorragica ter sido atenuada no grupo
Losartan, as alteragdes sobre a variagdo da FC ao longo do experimento ndo foram

diferentes daquelas observadas no grupo Salina (Figura 10).
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4.3.1. SALINA VS LOSARTAN
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Figura 10. Efeito da microinjegao bilateral de Losartan no PVN sobre as alteragées da PAM (mmHg) e
FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta
representa o momento da microinje¢éo de salina (NaCl 0,9%, n = 8) ou Losartan (1 nmol, n= 5); *
Diferenca significativa em relagdo ao mesmo periodo do grupo Salina, p<0,05. (Two-way ANOVA
multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni); # Diferenga significativa em relagédo ao
minuto 0 do respectivo grupo, p<0,05; & Diferenga significativa em relagdo ao minuto 30 do respectivo

grupo, p<0,05 (One-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni).
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4.4. EFEITOS DA MICROINJEGAO DE A779 NO PVN EM RATOS SUBMETIDOS A
HEMORRAGIA

Para avaliar o papel da Ang-(1-7) enddégena no PVN sobre as alteracdes
cardiovasculares induzidas pela hemorragia experimental, o antagonista do receptor
Mas A779 foi microinjetado bilateralmente no PVN e foi avaliado as alteragdes da PAM
e FC antes, durante e apds a hemorragia.

O grupo A779 apresentou perfil de queda da presséo arterial induzida pela
hemorragia de modo qualitativamente semelhante ao grupo Salina, iniciando apds 10
minutos de hemorragia (minuto 20) e apresentando queda progressiva até o fim
remogao do sangue (-14+% 3, -20+ 3, -26% 2, -30% 3, -36+ 3 e -40+ 2 mmHg, minutos
20 ao 30, respectivamente, p<0,05). Com o fim da hemorragia, tem inicio a fase da
recuperacéo, quando é observado aumento progressivo da presséo arterial quando
comparado ao periodo em que a hemorragia foi finalizada (-40 + 2 vs -24 £ 4, -18 + 2,
-18+£3,-19+£3,-20 £ 3,-20 £ 4, -17 £ 3 e -20 £ 3, minuto 30 vs minutos 35 ao 70,
respectivamente, p< 0,05), embora a PAM se mantenha em niveis mais baixos quando
comparado ao periodo basal. A queda da pressao arterial durante a hemorragia no
grupo A779 foi acompanhada por taquicardia (+123 + 14, +111 + 24, +86 £ 28 e +84
+ 30 bpm, minutos 20 ao 26, respectivamente, p<0,05). Também foi observada
taquicardia durante a maior parte da fase de recuperagao (+92 + 19, +85 + 14, +88 +
19, +80 £ 10 e +77 £ 17 bpm, minutos 45 ao 70, respectivamente, p<0,05).

Quando comparado ao grupo Salina, a microinjegdo de A779 resultou em
atenuacao da taxa de redugao da PA ao longo periodo de hemorragia, resultando em
atenuacgao do pico de hipotensao ao final da hemorragia (minuto 30) (Salina: -31 * 4,
42 +4,-53+4,-54+3,-57+2e-62+1 mmHg vs A779:-14+3,-20+3,-26 + 2, -
30 £ 3, -36 £+ 3 e -40 £ 2 mmHg, minutos 20 ao 30, respectivamente, p<0,05). Em
funcdo dos menores valores de hipotensdo hemorragica, o grupo A779 também
apresentou uma recuperagao da PAM mais agil comparada ao grupo controle Salina:
-38 + 5 mmHg vs A779: -24 £ 4 mmHg, minuto 35, p<0,05). Por fim, o menor valor de
hipotensdo ao longo da hemorragia no grupo A779, quando comparado ao grupo
Salina, pode ser atribuido a resposta compensatdria de taquicardia que ocorre a partir
do minuto 24 (grupo Salina: -22 + 30, -34 £ 23, -46 + 25 e -45 £ 23 bpm vs grupo A779:
+86 + 28, +84 + 30, +75 £ 28 e +75 £ 28 bpm, minutos 24 ao 30, respectivamente,
p<0,05) Figura 11.
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4.4.1. SALINA VS A779
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Figura 11. Efeito da microinjegéo bilateral de A779 no PVN sobre as alteragdes da PAM (mmHg) e FC
(bpm) nos periodos antes, durante e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta representa
o momento da microinje¢cdo de Salina (NaCl 0,9%, n = 8) ou A779 (1 nmol, n = 8); * Diferenca
significativa em relagédo grupo Salina, p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons test seguido de
pos-teste de Bonferroni); # Diferenga significativa em relagao ao minuto 0 do respectivo grupo, p<0,05;
& Diferenga significativa em relagdo ao minuto 30 do respectivo grupo, p<0,05 (One-way ANOVA

multiple comparisons test seguido de pés-teste de Bonferroni).



50

4.5. EFEITOS DA MICROINJEGAO DE ANG-(1-7) NO PVN EM RATOS
SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

Além da investigagao da acao da Ang-(1-7) enddgena através do bloqueio dos
receptores Mas do PVN, também foi avaliado os efeitos da Ang-(1-7) microinjetada
diretamente no PVN de ratos submetidos a hemorragia. Os animais tratados com este
peptideo apresentaram queda da PAM em relagao ao periodo basal apés 16 minutos
do inicio da hemorragia -33 + 7, -42 + 4 e -52 £+ 4 mmHg, minutos 26 a 30,
respectivamente, p<0,05). Finalizada a hemorragia e iniciada a fase da recuperacao,
houve aumento significativo da pressao arterial, mas que nao foi o suficiente para
retornar os valores desse parametro aos niveis basais (minuto 0), ( -51 £ 4 mmHg vs
-30+5,-21+4,-24+4,-21+£3,-22+5,-21 16, -24 £5 e -23 £ 4 mmHg, minuto 30
vs minutos 35 ao 70, respectivamente, p<0,05). A microinjegao de Ang-(1-7) no PVN
nao promoveu alterag¢des significativas sobre as variagdes de FC que ocorrem durante
e apo6s a hemorragia (Figura 12).

Quando comparado ao grupo Salina, o grupo tratado com Ang-(1-7) apresentou
atraso no inicio da fase descompensada da pressdo arterial, uma vez que a
hipotensdo induzida pela hemorragia ocorreu somente a partir da segunda metade
desse periodo (grupo Salina: -31 £ 4, -42 +4,-53 + 4 e 54 + 3 vs grupo Ang-(1-7): -6
+5,-10 £ 6, -16 £ 6 - e -33 £ 7 mmHg, minutos 20 ao 26, respectivamente, p<0,05),
sem no entanto reduzir de forma significativa o valor do pico desta hipotens&o (minuto
30) comparado ao grupo Salina [-62 + 1 vs —=51 + 4 mmHg, Salina vs Ang-(1-7)]. Em
relacdo a FC, a microinjegdo de Ang-(1-7) ndo promoveu alteragdes significativas
nesse parametro durante e apés a hemorragia em relagdo ao grupo Salina (Figura
12).

De forma surpreendente, quando comparamos os efeitos da microinjecao de
Ang-(1-7) com o antagonista do receptor Mas, o A779, no PVN nao observamos
diferengas significativas entre os tratamentos sobre as alteragcbes de PAM e FC

induzidas pela hemorragia (Figura 13).
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4.5.1. SALINA VS ANG-(1-7)
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Figura 12. Efeito da microinjecao bilateral de Ang-(1-7) no PVN sobre as alteragdes da PAM (mmHg)
e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta
representa o momento da microinjecao de salina (NaCl 0,9%, n = 8) ou Ang-(1-7) (25 pmol, n= 4); *
Diferenca significativa em relagdo ao mesmo periodo do grupo Salina, p<0,05 (Two-way ANOVA
multiple comparisons test seguido de pés-teste de Bonferroni); # Diferenga significativa em relagdo ao
minuto 0 do respectivo grupo, p<0,05; & Diferencga significativa em relagdo ao minuto 30 do respectivo

grupo, p<0,05 (One-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni).
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4.5.2. A779 VS ANG-(1-7)
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Figura 13 Efeito da microinjegao bilateral de Ang-(1-7) no PVN sobre as alteragdes da PAM (mmHg) e
FC (bpm) nos periodos antes, durante e apos a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta
representa o momento da microinje¢ao de A779 (1 nmol, n=8) ou Ang-(1-7) (25 pmol, n= 4); (Two-way

ANOVA multiple comparisons test seguido de pés-teste de Bonferroni).
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4.6. EFEITOS DO BLOQUEIO PERIFERICO DOS RECEPTORES Vi DA
VASSOPRESSINA SOBRE AS ALTERAGOES INDUZIDAS PELO A779 NO PVN
DE RATOS SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

Para avaliar se os efeitos do A779 microinjetado no PVN sobre as alteragdes
cardiovasculares induzidas pela hemorragia experimental poderiam envolver
mecanismo dependente da agdo da vasopressina periférica, o antagonista de receptor
V1 (dTyr, i.v.) foi utilizado.

Inicialmente avaliamos os efeitos do tratamento com dTyr sobre as alteragdes
cardiovasculares induzidas pela hemorragia no grupo de ratos submetidos a
microinje¢ao de Salina no PVN. Este grupo apresentou queda da presséao arterial em
relacdo ao periodo basal apds 12 minutos de hemorragia (-30 £ 9, -47 +11,-54 £ 9, -
59 £ 5 e -64 + 3 mmHg, minutos 22 ao 30, respectivamente, p<0,05). Entretanto, o
bloqueio dos receptores V1 ndo promoveu alteragdes significativas, nem no decurso
temporal nem no valor do pico da hipotensdo hemorragica, quando comparado ao
grupo apenas com Salina no PVN. Ja na fase da recuperagao, apds o periodo da
hemorragia, o bloqueio dos receptores V1 atenuou a elevagdo da PAM que ocorre
nessa fase, sendo observada diferenca significativa nos valores de pressao arterial
durante boa parte do periodo de recuperagao (grupo Salina: -38 £ 5, -25 £ 4, -25 + 3,
-25 + 3 e -24 + 3 mmHg vs grupo Salina + dTyr: -55+2,-43+5,-42+4,-42+5 e -41
+ 4 mmHg, minutos 35 ao 65, respectivamente, p<0,05). Sobre as variagbes de FC, o
tratamento com Salina+dTyr induziu taquicardia significativa, tanto em relagdo ao
periodo basal (+92 + 27, +105 £ 26, +99 + 30, +115 + 16, +122 £ 19, +118 £ 21, +104
+ 21, +116 £ 22, +109 £ 19, +104 £ 16, +101 + 16, +104 £ 12, +96 + 14 e +96 £ 17
bpm, minutos 20 ao 70, respectivamente, p<0,05), quanto em relagdo ao grupo tratado
somente com Salina (grupo Salina: -22 + 31, -34 £ 23, -46 + 25 e -45 + 23 bpm vs
grupo Salina+dTyr: +99 £ 30, +114 + 16, +122 £ 19 e +118 £ 21 bpm, minutos 24 ao
30, respectivamente, p<0,05). Figura 14.

Na sequéncia avaliamos os efeitos do tratamento com dTyr sobre a agao do
A779 no PVN nas alteragbes cardiovasculares induzidas pela hemorragia. O
tratamento simultdneo com dTyr interferiu com o efeito do A779 na fase
descompensada, uma vez que o antagonista V1 aboliu o efeito do A779 sobre a
reducdo da hipotensdo que ocorre durante o periodo da hemorragia, resultando em
resposta hipotensora de maior magnitude (grupo A779: -30 £ 3, -36 £ 3 e -40 + 2
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mmHg vs grupo A779+dTyr: 45 £ 9, -53 + 8 e -58 + 6 mmHg, minutos 26 ao 30,
respectivamente, p<0,05). O pré-tratamento com dTyr também interferiu no efeito do
A779 na fase de recuperagao, uma vez que os valores de PAM nessa fase atingem
valores menores (grupo A779: -23+4,-18+£4,-19%+ 3,-20+ 4 e -18 £+ 3 mmHg vs
grupo A779+dTyr: -41 £ 5,-38 £ 3, -41 £ 2, -37 £+ 3 e -37 £ 3 £ x mmHg, minutos 35
ao 70, respectivamente, p<0,05) (Figura 15). Entretanto, em relagcéo aos efeitos do
AT779 sobre as variagbes da FC que ocorrem antes, durante e apoés a hemorragia, o
bloqueio dos receptores Vi1 ndo promoveu alteragdes significativas sobre esse
parametro. (Figura 15).

Ao compararmos o grupo A779+dTyr com o grupo Salina+dTyr observamos
gue ndo ha diferencga significativa sobre as altera¢cdes de PAM e FC que ocorrem nas

varias fases da hemorragia (Anexo 5).
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Figura 14. Efeito da microinjecao bilateral de salina no PVN junto da injecdo i.v. do antagonista de

receptor V1 sobre as alteragbes da PAM (mmHg) e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a

hemorragia em ratos ndao anestesiados. A seta representa o momento da microinjegao bilateral de
Salina (NaCl 0,9%, n = 8) ou Salina junto da injecéo i.v de dTyr (50 pg/mL/kg, n=5); * Diferenca

significativa em relagdo ao mesmo periodo do grupo Salina, p<0,05 (Two-way ANOVA multiple

comparisons test seguido de pos-teste de Bonferroni); # Diferenga significativa em relagdo ao minuto 0

do respectivo grupo, p<0,05; & Diferenca significativa em relagdo ao minuto 30 do respectivo grupo,

p<0,05 (One-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni).
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4.6.2. A779 VS A779+DTYR
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Figura 15. Efeito da microinjecao bilateral de A779 no PVN junto da injecéo i.v. do antagonista de
receptor V1 sobre as alteragbes da PAM (mmHg) e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a
hemorragia em ratos n&do anestesiados. A seta representa o momento da microinje¢ao de Salina (NaCl
0,9%, n =8), A779 (1 nmol, n = 8) ou A779 + dTyr (50 pg/mL/kg, n = 5); * e * Diferenca significativa do
respectivo grupo em relagdo ao grupo salina, e ¢ diferenca significativa do grupo A779 em relagao
grupo A779+dTyr p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de
Bonferroni);
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4.7. ANALISE DA DENSIDADE ESPECTRAL DA FC SOBRE O EFEITO DA
MICROINJEGAO DE A779 NO PVN DE RATOS SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

A influéncia da microinjecao de A779 no PVN sobre a densidade espectral da
frequéncia cardiaca foi avaliada em 4 periodos: 1) basal, 2) inicio da hemorragia, 3)
fim da hemorragia e 4) recuperagao. Como pode ser observado na figura 16 A onde é
apresentado o grafico da Média, os ratos do grupo Salina apresentaram valores de
intervalo de pulso superiores no periodo final da hemorragia em comparagdo com ao
inicio da hemorragia (137 = 9 vs 190 £ 20 ms, p<0,05), tendo esses valores do final
da hemorragia retornado aos niveis basais na fase de recuperagao (190 + 20 vs 144
* 5 ms, p<0,05). A figura 16 B, que compara o Desvio Padréao antes, durante (inicio e
fim) e apods a hemorragia, mostra que os ratos do grupo Salina apresentaram maior
variagdo da frequéncia cardiaca no periodo final da hemorragia quando comparado
ao periodo basal (3 £ 0,4 vs 15 £ 4 ms, p<0,05), os quais também retornaram aos
valores basais no periodo de recuperagao (15 £ 4 vs 4 £ 1 ms, p<0,05). De forma
semelhante, o indice RMSSD (representa a atividade parassimpatica) apresentou o
mesmo padrdo, onde a variagdo da frequéncia cardiaca no periodo final da
hemorragia foi maior do que o periodo basal (3 £ 1 vs 9 £ 2 ms, p<0,05) e retornou
aos valores basais no periodo de recuperagédo (9 £ 2 vs 2 £ 0,3 ms, p<0,05). O
tratamento com A779 aboliu 0 aumento do indice RMSSD observado no periodo final
da hemorragia (9 £ 2 vs 4 + 0,4 ms, p<0,05) Figura 16 C.

Quanto ao dominio da frequéncia podemos observar aumento dos
componentes de BF e AF do grupo Salina no periodo final da hemorragia quando
comparado ao periodo basal (BF: 1 £ 0,2 vs 13 + 6 ms, p<0,05; AF: 4 +1vs 239
ms, p<0,05) figura 17 A e B. Na fase da recuperacao a elevagdo dos componentes de
BF e AF retornam aos valores basais (BF: 1+0,2vs0,9+0,3ms, AF:4+1vs2+0,5
ms p<0,05). A microinje¢cao de A779 no PVN aboliu a elevagdo dos componentes de
BF e AF que ocorre no fim da hemorragia no grupo Salina (BF: 13 £+ 6 vs 2 £ 1 ms,
p<0,05; AF:23 £ 9 vs 2 + 0,4 ms, p<0,05) figura 16 A e B. Por fim ndo houve diferencga
significativa da razdo BF/AF entre os grupos antes, durante ou apds a hemorragia,
bem como, ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos periodos inicio da
hemorragia, fim da hemorragia e recuperagdo quando comparados ao periodo basal
figura 17 C.
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Figura 16. Efeito da microinjegao bilateral de A779 (1nmol, n= 8) ou salina (NaCl 0,9%, n= 8) no PVN

sobre as alteragdes da densidade espectral da frequéncia cardiaca: Média (painel A), Desvio Padrao

(painel B) e RMSSD (painel C) nos periodos antes, durante (inicio e fim) e apds a hemorragia em ratos

nao anestesiados. ¢ Diferenca significativa em relagdo ao grupo Salina; * Diferenga significativa em

relacdo ao periodo basal do respectivo grupo; # Diferenca significativa em relagdo ao periodo inicio

hemorragia. do respectivo grupo; & Diferencga significativa em relagdo ao periodo fim da hemorragia do

respectivo grupo, p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de

Bonferroni).
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4.7.2. VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA: DOMINIO DA
FREQUENCIA
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Figura 17. Efeito da microinjecéo bilateral de A779 (1nmol, n= 8) ou salina (NaCl 0,9%, n= 8) no PVN
sobre as alteragbes densidade espectral da frequéncia cardiaca:Baixa Frequéncia (BF, painel A), Alta
frequéncia (AF, painel B) e Razdo BF/AF (painel C) nos periodos antes, durante (inicio e fim) e apds a
hemorragia em ratos ndo anestesiados. ¢ Diferenca significativa em relagdo ao grupo Salina; *
Diferenca significativa em relagdo ao periodo basal do respectivo grupo; # Diferenga significativa em
relagdo ao periodo inicio hemorragia do respectivo grupo; & Diferenga significativa em relagao ao
periodo fim da hemorragia do respectivo grupo, p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons test

seguido de pos-teste de Bonferroni).
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4.8. ANALISE DA DENSIDADE ESPECTRAL DA PS SOBRE O EFEITO DA
MICROINJEGAO DE A779 NO PVN DE RATOS SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

A influéncia da microinjecao de A779 no PVN sobre a densidade espectral da
pressao sistélica também foi avaliada através dos dados coletados nos mesmos
periodos relatados no item anterior. Ao analisar a PS média é possivel observar um
padrao similar ao da analise da APAM entre estes grupos (Figura 11), onde a pressao
sistélica média do grupo Salina apresentou queda ja no periodo inicial da hemorragia
comparado ao periodo basal (146 + 3 vs 140 + 7 mmHg, p<0,05), que foi ainda mais
atenuada no fim da hemorragia (146 *+ 3 vs 88 + 5 mmHg, p<0,05) tendendo a retornar
aos valores basais no periodo de recuperagao (146 £ 3 vs 129 + 4 mmHg, p<0,05). O
grupo A779 apresentou queda PS Média somente no periodo final da hemorragia
(147t 3 vs 110+ 5 mmHg, p<0,05) e um ligeiro aumento da pressao sistolica que
também nao foi capaz de retornar aos valores basais na recuperagao (146 + 3 vs 129
+ 4 mmHg, p<0,05. Figura 18A). O tratamento com A779 resulta em menor queda da
PS Média no fim da hemorragia (88 + 5 vs 110 + 5§ mmHg, p<0,05). Finalizando a
analise do dominio do tempo, o grupo Salina apresentou maior labilidade da presséo
arterial (Desvio Padréo) durante a toda a hemorragia (inicio e fim) comparados ao
periodo basal (4 £0,2vs 10 £ 0,7 e 7 £ 0,7 mmHg, p<0,05), a qual foi normalizada na
fase de recuperagéo. O grupo A779 também apresentou um padrao similar de maior
labilidade durante o periodo de hemorragia comparado ao basal (3+0,2vs6+ 0,6 e
6 £ 0,3 mmHg, p<0,05). Porém o A779 apresentou menor labilidade no periodo inicial
da hemorragia quando comparado ao grupo Salina (10 £ 0,7 vs 6 + 0,6 mmHg, p<0,05)
Figura 18B.

Na analise do dominio da frequéncia, o grupo Salina apresentou um aumento
no componente de AF apenas no periodo inicial da hemorragia comparado ao basal
(2 £ 0,3 vs 8 £+ 2 mmHg?, p<0,05) Figura 19A. Por sua vez, no grupo A779 néo foi
observado diferenga dos componentes de BF e AF em nenhum dos periodos Figura
19B.
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4.8.1. VARIABILIDADE DA PRESSAO SISTOLICA: DOMINIO DO TEMPO
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Figura 18. Efeito da microinjecéo bilateral de A779 (1nmol, n= 8) ou salina (NaCl 0,9%, n= 8) no PVN
sobre as alteragdes da densidade espectral da pressédo sistdlica: Média (painel A) e Desvio Padrao
(painel B) nos periodos antes, durante (inicio e fim) e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados.
+ Diferenca significativa em relagéo ao grupo Salina; * e * Diferenga significativa em relagdo ao periodo
basal do respectivo grupo; # Diferenga significativa em relagéo ao periodo inicio hemorragia do grupo
Salina; & Diferencga significativa em relagdo ao periodo fim da hemorragia do grupo Salina, p<0,05

(Two-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni).
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4.8.2. VARIABILIDADE DA PRESSAO SISTOLICA: DOMINIO DA FREQUENCIA
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Figura 19. Efeito da microinjegéo bilateral de A779 (1nmol, n= 8) ou salina (NaCl 0,9%, n= 8) no PVN
sobre as alteragdes densidade espectral da frequéncia cardiaca:Baixa Frequéncia (BF, painel A) e Alta
frequéncia (AF, painel B) nos periodos antes, durante (inicio e fim) e apés a hemorragia em ratos nao
anestesiados. * Diferenga significativa em relagcdo ao periodo basal do respectivo grupo p<0,05 (Two-
way ANOVA multiple comparisons test seguido de pés-teste de Bonferroni).
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4.9. AVALIAGAO DO ENVOLVIMENTO DE MECANISMOS NITRERGICOS DO PVN
NOS EFEITOS DO A779: ATIVIDADE DA NADPH-DIAFORASE EM NEURONIOS
DO PVN DE RATOS SUBMETIDOS A HEMORRAGIA

A expressao da NADPH-diaforase foi utilizada como uma maneira indireta de
avaliar se o tratamento com A779 altera a expressdo da enzima NO sintase no PVN
de animais submetidos a hemorragia. Como mostrado na Figura 20, ndo houve
diferenca significativa do numero de neurdénios NADPH-diaforase positivas entre os
grupos Salina e A779 no PVN.
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Figura 20. Alteragdo da expressao da enzima NADPH-diaforase nos neurdnios do PVN induzida pela
microinjecdo bilateral de Salina (NaCl 0,9%, n=5) ou A779 (1 nmol, n=3) em ratos submetidos a
hemorragia (painel A). Fotomicrografias de secgdes transversais do PVN no aumento de 5 e 10x de um

animal representativo do grupo Salina e de um animal representativo do grupo A779 (painel B)
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5. DISCUSSAO

Nossos dados sugerem um papel modulatério do PVN sobre a presséao arterial
durante as fases compensada e recuperagdo da hemorragia, ja que a inibigdo
promovida pela microinjec&o bilateral de Muscimol no PVN levou a queda antecipada
da pressao arterial e prejudicou a sua recuperagao apos a hemorragia. Além disso,
nossos dados mostram que os peptideos Ang Il e Ang-(1-7) podem ter agao enddgena
relevante na manutencédo da pressao arterial durante a hemorragia, ja que tanto a
microinjecao bilateral de Losartan quanto de A779, promoveu atenuagéo da queda da
pressao arterial no fim da hemorragia e recuperagao mais agil. Os efeitos do A779
parecem ser dependentes de acdo sobre a sintese/liberacdo de vasopressina
periférica. Vale ressaltar que a microinje¢do de A779 reduziu a hipotensdo e a
labilidade da presséo sistolica durante a fase descompensada, possivelmente por uma
atenuagao do ténus vagal, que levou a redugao da resposta bradicardica durante a
fase descompensada.

A hemorragia € um estimulo estressor complexo onde a variagdo da duragéao
bem como da intensidade do estimulo hemorragico pode gerar respostas encefalicas
distintas. Por exemplo, ratos submetidos a decerebracéo de regides prosencefalicas
e hemorragia de taxa fixa de 24 mL/kg em um periodo de 20 minutos, apresentam
queda antecipada e recuperagao prejudicada da pressao arterial apés o fim da
hemorragia em relagdo ao grupo controle, enquanto ratos submetidos a
descerebragcdo da mesma regido e submetidos a hemorragia na mesma taxa, porém,
em um periodo de 40 minutos ndo apresentam essa queda antecipada da pressao
arterial nem diferengas nos niveis presséricos na fase de recuperagao (TROY et al.,
2003). Em nosso trabalho utilizamos o modelo de hemorragia em uma taxa fixa de 24
mL/kg totalizando remogao de uma quantidade fixa de 30% do volume sanguineo total
em um periodo de 20 minutos, por ter se mostrado uma boa estratégia experimental
por gerar respostas hemodinamicas trifasicas claras (compensacao,
descompensagdo e recuperagao), sendo o periodo de retirada de sangue
normalmente composto por duragdes proximas de compensagao e descompensagao
(BARCROFT; EDHOLM, 1945; BUSNARDO et al., 2016, 2021; EVANS et al., 1991;
LUDBROOK; POTOCNIK; WOODS, 1988; SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al.,
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2003). Usando esse modelo foi possivel avaliar o papel do PVN em ratos né&o
anestesiados durante essas fases da hemorragia através do silenciamento deste
nucleo pela microinjecdo do agonista de receptor GABA. Nossos dados corroboram
os achados de Troy (2003) onde ratos submetidos ao mesmo modelo de hemorragia
e descerebracdo de regides prosencefalicas apresentaram queda antecipada da
pressao arterial e prejuizo da fase de recuperagéo.

Escolhemos o PVN como nosso alvo no SNC por ser um importante centro
integrador, apresentando agdes fundamentais no controle cardiovascular, regulando
o tdbnus simpatico e o volume do fluido extracelular (KRUKOFF; MACTAVISH;
JHAMANDAS, 1997; MENDONCA et al., 2018; PYNER, 2009; WATKINS; CORK;
PYNER, 2009). Estudos anteriores ja sugeriram o envolvimento do PVN nos circuitos
cerebrais envolvidos no ajuste cardiovascular durante desafios ortostaticos, onde o
bloqueio da neurotransmissao sinaptica com cloreto de cobalto inibiu 0 aumento da
PAM durante o desafio ortostatico (DE ANDRADE et al.,, 2012). Além disso, é
importante ressaltar que diversos estudos sugerem que modelos experimentais de
hemorragia e hipotensdo sdo capazes de causar ativagdo maci¢ca de neurdnios
neurosecretores magnocelulares e parvocelulares no PVN (BADOER; MEROLLI,
1998; KRUKOFF; MACTAVISH; JHAMANDAS, 1997; LI; DAMPNEY, 1994; PETROV
et al., 1995; ROBERTS et al., 1993). Em ratos ja foi demonstrado a existéncia de duas
vias pressoras glutamatérgicas no PVN, uma via simpatica que € mediada por
receptores NMDA e outra via vasopressinérgica que é mediada por receptores n&o-
NMDA (BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2009), e que estas vias estéo envolvidas
na mediagcao das respostas cardiovasculares a hemorragia, por meio de um controle
integrado envolvendo atividade do sistema nervoso e liberagdo de vasopressina na
circulagdo. Além disso, ja foi sugerido que os receptores ndo-NMDA localizados no
PVN parecem contribuir para o retorno da pressao arterial aos valores basais durante
a fase de recuperagcao (BUSNARDO et al., 2016). Nossos dados corroboram esses
dados ao sugerir que o PVN tem um papel fundamental no controle dos parédmetros
cardiovasculares, onde possivelmente contribui com as respostas que participam da
manutengdo da PA em niveis normais na fase compensada da hemorragia, além de
ter papel no retorno da mesma para niveis basais na fase da recuperacéo.

O sistema renina-angiotensina (SRA) também tem papel importante na
modulagdo dos parametros cardiovasculares no PVN. O aumento da atividade da
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renina plasmatica tem sido consistentemente relatado durante a fase compensada da
hemorragia em caes, coelhos e ratos ndo anestesiados (FEJES-TOTH; BRINCK-
JOHNSEN; NARAY-FEJES-TOTH, 1988; OLIVER et al., 1990; SCHADT,;
LUDBROOK, 1991; WANG et al., 1983, 1988). Hoje sabemos que os peptideos do
SRA apresentam papeis biologicamente ativos na modulagdo da pressao arterial
agindo no coragéo, pulmao, vasos sanguineos e sistema nervoso central, sendo a
Ang Il um dos peptideos com agdes bioldégicas mais descritas na literatura, como
potente vasoconstritor agindo perifericamente aumentando a resisténcia periférica
total, bem como sua agado significativa na modulagdo cardiovascular agindo no
sistema nervoso central (DOS-SANTOS et al., 2022; GROBE; XU; SIGMUND, 2008;
NASIMI et al., 2021; PACZWA et al., 1999; SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 1996;
YANG; WANG,; JU, 1997). Recentemente foi demonstrado que o bloqueio central dos
receptores AT+ com Losartan via intracerebroventricular (ICV), prejudica a secregéo
de vasopressina em resposta a hemorragia, sugerindo que a Ang Il aumenta a
secrecdo de AVP em resposta a hipovolemia induzida por hemorragia abrupta (15
mL/kg de peso corporal, 25% do volume sanguineo em 1 min) através de receptores
AT1 centrais (DOS-SANTOS et al., 2022). Como a hemorragia € um estimulo estressor
complexo, ndo podemos descartar alguns fatores antes de discutir nossos dados. Um
fato importante € que até o momento os estudos que avaliam a agao endoégena da
Ang Il usam protocolos de remogéo abrupta do sangue, avaliando assim sua agao
somente na fase de recuperacdo. Como a resposta central para estabilizar a pressao
arterial varia de acordo com a intensidade e duragdo da hemorragia (EVANS et al.,
1991; SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al., 2003), este peptideo pode participar
ou ter agbes diferentes em outras fases da hemorragia dependendo de sua
intensidade.

Em nosso trabalho foi observado que a microinjegéo bilateral de Losartan no
PVN atenua a queda da pressdo arterial durante a fase descompensada da
hemorragia. De forma semelhante ao que observamos, estudo anterior do laboratorio
(LIMA et al., 1999) mostrou que a microinjecdo de Losartan na area bulbar
ventrolateral rostral também reduz a hipotensdo hemorragica, sugerindo um papel
inibitério da Ang Il endégena nessa regiao durante a hemorragia. Uma possibilidade
para explicar esse efeito da Losartan seria o fato de que este antagonista, quando
administrado centralmente, pode promover efeito pressor de forma dose dependente.
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Estudos anteriores (DE LUCA JUNIOR et al., 1994; DE LUCA et al., 1996)
demonstraram que a administracdo ICV de Losartan em doses relativamente altas
produz aumento persistente da pressao arterial. Esse efeito pressor do Losartan n&o
parece ser decorrente de efeito agonista sobre receptores da Ang Il (DE LUCA,;
SUGAWARA; MENANI, 2000). Estudos anteriores mostraram que o Losartan produz
simpatoexcitacdo e aumento da pressao arterial quando microinjetado na area bulbar
ventrolateral rostral e caudal (FONTES et al.,, 1997; MURATANI; FERRARIO;
AVERILL, 1993). Interessantemente, o efeito pressor induzido pela injecéo ICV de
Losartan é reduzido pela injecéo i.v. de Losartan, Captopril ou Prazosin, sugerindo ser
dependente de ativagdo angiotensinérgica e a1-adrenérgica (SUGAWARA et al.,
2002). Apesar do mecanismo do efeito pressor do Losartan ndo estar totalmente
esclarecido, também é possivel que esteja relacionado ao efeito hipotensor da Ang |l.
Esta possibilidade ndo pode ser descartada ja que alguns estudos em ratos
anestesiados demonstram agao hipotensora da Ang Il quando injetada no ventriculo
lateral, na CVLM e na porgao medial do NTS, agindo em receptores AT1 e AT2 (FOW,;
AVERILL; BARNES, 1994; NICOLAIDIS et al., 1983). E importante destacar que a
injecao central de Ang Il induziu efeito dose dependente onde doses inferiores a 100ng
levaram a hipotensao enquanto doses superiores levaram a hipertensao (DE LUCA et
al., 1996; FOW; AVERILL; BARNES, 1994; MURATANI; FERRARIO; AVERILL, 1993;
NICOLAIDIS et al.,, 1983). Sendo assim, seria interessante investigar as
concentragdes desse peptideo no PVN em nosso modelo de hemorragia, ja que é
possivel que o aumento da Ang Il durante a fase compensada da hemorragia possa
atingir valores inferiores a 100ng, resultando, portanto, em resposta hipotensora.
Outra possibilidade seria que, devido ao bloqueio dos receptores AT+, a ligagcédo da
Ang Il em receptores ATz seria mais preponderante, levando a atenuagao da queda
de pressao na fase descompensada, facilitando o retorno da PA na fase de
recuperacao através de um efeito pressor. Essa hipdtese corrobora achados
anteriores em um modelo de hemorragia induzida por remogéo abrupta do sangue,
onde foi observado que a Ang Il endogena atuando através de receptores AT2
localizados no PVN esta envolvida no retorno da pressao arterial aos valores basais
durante a fase de recuperagdo (KHANMORADI; NASIMI, 2017). Para confirmar essa
hipotese estudos adicionais s&o necessarios avaliando-se o efeito do bloqueio
simultaneo de receptores AT1 e AT2 no PVN sobre as alteragbes cardiovasculares
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induzidas pela hemorragia. Como a maioria dos estudos de hemorragia em animais
nao anestesiados utilizaram modelos com remogéo abrupta de sangue, de acordo
com o nosso conhecimento da literatura, o nosso trabalho seria um dos primeiros a
sugerir o efeito enddgeno da Ang |l através do receptor AT+ na fase compensada em
modelo de hemorragia progressiva com taxa fixa.

As acgdes da Ang-(1-7) no PVN sobre as modulagbes cardiovasculares que
ocorrem na resposta trifasica da hemorragia foi o foco do presente estudo, por este
peptideo realizar varias agdes no SNC, onde apresenta efeitos complexos, especificos
da area ou grupamento neural e dependente da condicéo fisioldgica do individuo. No
SNC, assim como de forma sistémica, a Ang-(1-7) apresenta efeitos sobre a PA, na
maioria das vezes, contrarios aos da Ang Il. Mesmo quando a Ang-(1-7) produz efeitos
cardiovasculares semelhantes aos promovidos pela Ang Il, isso se da através de
diferentes mecanismos efetores e de sinalizacao (CAMPAGNOLE-SANTOS et al.,
1989; LIMA et al., 1999; SANTOS et al., 2003, 2018; SILVA et al., 1993). Alguns dos
efeitos centrais da Ang-(1-7) sugerem que esse peptideo também tem potencial para
exercer modulag&o da presséo arterial durante a hipotensdo hemorragica (LIMA et al.,
1999), uma vez que a hemorragia aumenta significativamente a magnitude e duragao
do efeito pressor da Ang-(1-7) microinjetada na area bulbar ventrolateral rostral. A
Ang-(1-7) promove redugao da pressdo arterial quando microinjetada em diversas
areas do SNC, tais como no nucleo do nucleo trato solitario, area bulbar ventrolateral
caudal, nucleo paraventricular ou area hipotalamica anterior (GIRONACCI et al.,
da liberacdo de noradrenalina de nucleos hipotalamicos, através de mecanismo
dependente do NO (GIRONACCI et al., 2004). Nossos dados sugerem que a agéo da
Ang-(1-7) endogena através do receptor Mas no PVN pode estar relacionada com a
queda progressiva da pressao arterial durante a fase descompensada, uma vez que
a microinjecao bilateral de A779 atenuou a hipotensao na fase descompensada da
hemorragia. Esse efeito parece estar relacionado a atividade da vasopressina
plasmatica, ja que o tratamento simultdneo de A779 e do antagonista de receptor V1
intravenoso, aboliu o efeito do A779, levando a uma hipotensdo de maior magnitude
na fase descompensada e prejuizo da fase de recuperagado da PA. A reducdo da
magnitude da hipotensdo hemorragica induzida pelo A779 também pode estar
relacionada ao efeito cronotropico positivo observado na fase descompensada e na
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maior parte da recuperagdo. Efeito modulatério da Ang-(1-7) sobre a frequéncia
cardiaca ja foi sugerido em estudo anterior do laboratério, no qual foi observado que
a injecao central de Ang-(1-7) atenua a taquicardia evocada pelo estresse agudo
(OSCAR et al., 2015).

Para nossa surpresa a microinjecao de Ang-(1-7) no PVN em ratos nao
anestesiados, submetidos ao protocolo de hemorragia em uma taxa fixa, resultou em
atraso da queda da pressao sustentado até metade da fase compensada, porém,
diferente do A779, a microinje¢cdo de Ang-(1-7) ndo atenuou o pico da queda da PA
na fase descompensada, nem apresentou a recuperacdo acelerada. Infelizmente
devido a complexidade das cirurgias e dificuldade de gerar uma hemorragia com uma
taxa fixa sem interrupcdes, além de localizagéo precisa da microinje¢do no PVN, n&o
realizamos uma curva dose resposta, sendo a concentragcdo utilizada dos
antagonistas baseadas em estudo pregresso realizado em nosso laboratério (GOMES
DA SILVA et al., 2012). Consideramos que essa foi uma das limitagdes de nosso
trabalho, pois, assim como a Ang Il, a Ang-(1-7) pode ter um efeito completamente
diferente, dependendo da concentragdo utilizada do peptideo (SAMPAIO;
NASCIMENTO; SANTOS, 2003). N&o pode ser descartada a hipotese de que o
bloqueio do receptor Mas pelo A779, poderia aumentar a probabilidade de ligagao da
Ang-(1-7) com o receptor ATz, ja que a interagado desse peptideo com o receptor AT>
foi demonstrada em estudos realizados inclusive no SNC. (CAMPAGNOLE-SANTOS
et al., 1992; JAISWAL et al., 1991, 1992; ROWE et al., 1995; SANTOS et al., 1994,
2018). Uma maneira simples de responder essa questao seria repetir o protocolo
utilizando microinjecao bilateral de A779 com um antagonista seletivo do receptor AT>.
Outro motivo que poderia explicar a resposta semelhante do A779 e da Ang-(1-7),
seria que apesar dessas drogas terem sido injetadas no PVN em pequenos volumes
(na escala de nanolitros), enquanto o A779 promove bloqueio da agdo da Ang-(1-7)
enddgena, a micro injegao de Ang-(1-7) poderia promover o espalhamento da solugéo,
que por sua vez poderia atingir regides que nao necessariamente estariam envolvidas
nas vias neurais recrutadas pela hemorragia.

Até a presente data, somente um estudo avaliou o efeito modulatério central da
Ang-(1-7) sobre a secregao de vasopressina induzida pela hemorragia em animais
nao anestesiados, porém, foi realizado em um modelo com intoxicagdo aguda por
etanol (WHITAKER; MOLINA, 2013). Nessa condicao experimental a Ang-(1-7)
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enddégena tem efeito inibitério sobre a liberagdo de vasopressina, concomitante ao
aumento da atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) e da produgdo de Oxido Nitrico
(NO) no PVN, sendo esses efeitos abolidos pelo tratamento com A779 (WHITAKER,;
MOLINA, 2013). Anteriormente, esse mesmo grupo demonstrou que o NO no PVN
tem efeito inibitorio sobre a vasopressina (WHITAKER; SULZER; MOLINA, 2011). Em
conjunto, esses estudos sugerem que a Ang-(1-7) no PVN, através de mecanismo
dependente do NO, inibe a liberagdo de vasopressina durante o choque hemorragico
em ratos intoxicados por etanol. Estudos in vitro e in vivo demonstram ainda que o NO
exerce um papel inibitério em neurdnios pré autonémicos do PVN que se projetam
para a RVLM, além de promover resposta inibitéria em neurénios magnocelulares
(STERN; LI; ZHANG, 2003; STERN; ZHANG, 2005). Entretanto é importante ressaltar
que apesar do papel do NO ser amplamente estudado seu papel no SNC ainda é
controverso. Por exemplo, ja foi demonstrado que o NO também exerce um papel
excitatério em neurénios parvocelulares (BAINS; FERGUSON, 1997). E importante
salientar que o papel da Ang-(1-7) central sobre os niveis de vasopressina plasmatica
s¢ foi estudado em ratos submetidos a hipotensao hipovolémica com intoxicacéo por
etanol. Em nosso estudo, avaliamos de forma indireta se o NO participa dos efeitos
produzidos pelo A779 microinjetado no PVN, através da analise da atividade da
enzima NO sintase (NOS) no PVN. Nesse protocolo, os animais foram eutanasiados
no fim da hemorragia e o cérebro removido para analise, portanto nao foi possivel
fazer a avaliagdo do padréo de expressédo do NO nas diferentes fases da hemorragia.
Esses dados, ainda que preliminares, sugerem que o A779 nao atua através de
mecanismos nitrérgicos no PVN na modulagdo das respostas cardiovasculares
durante a hemorragia. Estudos adicionais, com metodologias mais especificas, s&o
ainda necessarios. Apos estudos recentes demonstrarem que nesse mesmo modelo
de hemorragia ocorre um aumento da vasopressina circulante em ratos na fase de
recuperacao (BUSNARDO et al., 2021), seria relevante avaliar a expressao da NOS
também em outras fases, em particular na fase de recuperagéo ja que nosso estudo
também demonstrou que o bloqueio do receptor Mas no PVN somado ao bloqueio de
receptor V1 intravenoso prejudica a recuperagao da pressao arterial nessa fase.

A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo mostrou
que os ratos do grupo Salina apresentaram maior valor da média do intervalo de pulso

e maiores valores do desvio padrdo, no periodo final da hemorragia quando
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comparado ao periodo basal. O que indica maior variagdo da frequéncia cardiaca
nesse periodo, que por sua vez retornaram aos valores basais no periodo de
recuperacdo. O indice RMSSD que representa a atividade parassimpatica (AUBERT;
SEPS; BECKERS, 2003; KLEIGER; STEIN; BIGGER, 2005; PUMPRLA et al., 2002;
SHAFFER; MCCRATY; ZERR, 2014), apresentou um padrdao semelhante, onde a
variagao da frequéncia cardiaca no periodo final da hemorragia foi maior em relagéo
ao periodo basal e retornou aos valores basais no periodo de recuperacéo apenas no
grupo Salina. Entretanto, ao analisar o indice RMSSD foi observado diferenca
significativa entre os grupos A779 e Salina no periodo fim da hemorragia, que néao
ocorreu no desvio padrao. Esses dados sugerem um aumento do ténus vagal durante
o fim da hemorragia, que por sua vez pode ser abolido pela microinjecdo de A779 no
PVN, que por sua vez impediu a resposta de bradicardia durante a fase
descompensada. Essa interpretacdo corrobora nossos achados sobre a AFC, onde
nessa mesma fase o grupo tratado com A779 apresentou valores de frequéncia
cardiaca superiores ao grupo Salina. A analise do dominio da frequéncia do espectro
da FC, demonstrou que ocorre aumento tanto dos componentes de BF quanto de AF,
porém, apenas no grupo Salina e no fim da hemorragia, retornando ao nivel basal
apos a recuperacgao. Estudos sugerem que o componente de BF, seria um indicador
misto da modulagdo autondmica, ou seja, representa tanto alteragcbes no tébnus
simpatico quanto parassimpatico. Isso € sugerido devido ao fato de que tanto o
bloqueio simpatico quanto parassimpatico reduzem o numero de ondas de baixa
frequéncia (DWORKIN; DWORKIN; TANG, 2000; GOLDSTEIN et al., 2011). Ja o
componente de AF tem forte relacdo com a atividade parassimpatica, um dos dados
que reforcam essa ideia € o fato do bloqueio vagal abolir as oscilagbes de alta
frequéncia (MALLIANI et al., 1991; POMERANZ et al., 1985; SHAFFER; MCCRATY;
ZERR, 2014). O aumento nas Bandas de AF e BF no grupo Salina no fim da
hemorragia apresentado em nosso estudo, reforga a ideia de ocorrer um aumento do
ténus vagal no fim da hemorragia, que por sua vez € abolido pela microinjecao bilateral
de A779 no PVN. O fato de ndo ter ocorrido diferenga significativa na razdo BF/AF
entre os grupos pode indicar pouca alteragdo do componente simpatico (WAKI et al.,
2006) e reforca a ideia de um maior controle por parte do eixo vagal na fase
descompensada da hemorragia pela microinjecdo de A779. Essa seria uma das
possiveis explicacbes da atenuacédo da queda da pressédo arterial vista nesse grupo
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durante no final da hemorragia, o que na condig¢do de hipovolemia seria uma resposta
benéfica para reestabelecer os niveis de PA.

A influéncia da microinjecao de A779 no PVN sobre a densidade espectral da
presséo sistélica também foi avaliada antes, durante e apds a hemorragia. Ao analisar
a média de pressao sistolica foi possivel observar um padrao similar ao efeito sobre a
da APAM entre os grupos Salina e A779, onde a presséao sistolica média do grupo
Salina apresentou uma queda ja no periodo inicial e que foi acentuada no fim da
hemorragia, retornando a valores proximo aos basais no periodo de recuperacéo. Por
sua vez, o grupo A779 apresentou queda somente no periodo final da hemorragia e
um ligeiro aumento da pressao sistélica que também nao foi capaz de retornar aos
valores basais na recuperagdo. Ao analisar o desvio padrdo, o grupo Salina
apresentou maior oscilagdo da pressao arterial durante toda a hemorragia,
normalizando na fase de recuperacao. O Grupo A779 também apresentou um padrao
similar de maior labilidade durante o periodo de hemorragia, porém, significativamente
menor que o grupo Salina no periodo inicial da hemorragia. Quanto a analise da
presséo sistélica no dominio da frequéncia ndo houve alteragéo significativa de ambos
0s grupos antes durante e apds a hemorragia no componente de BF. Porém o grupo
Salina apresentou um aumento no componente de AF no periodo inicial da hemorragia
em relagao ao periodo basal, componente este que esta relacionado com atividade
simpatica cardiaca e ventilatéria (WAKI et al., 2006; YOSHIMOTO et al., 2011),
durante a fase compensada. O conjunto desses dados reforga a teoria de que a
microinjecao de A779 no PVN atenuou o ténus vagal no fim da hemorragia e durante
a recuperagao, porém, também sugere que o bloqueio do receptor Mas reduziu a

labilidade da PA que ocorre durante a hemorragia.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo nossos dados sugerem um papel importante do PVN na
modulagdo da pressédo arterial em ratos submetidos a hemorragia, durante as fases
compensada e recuperacdo, através da acdo dos peptideos do sistema renina
angiotensina. Dentre esses peptideos destacamos a Ang-(1-7) que agindo no PVN
poderia modular as respostas cardiovasculares através de sua acado na
sintese/liberagédo de vasopressina periférica e atenuagao do ténus vagal. Entretanto,
estudos futuros sdo necessarios para aprimorar entendimento sobre os mecanismos
que estdo envolvidos nos efeitos produzidos pela agdo endégena da Ang-(1-7) no
PVN em todas as fases da hemorragia. Os achados desse estudo podem ser um
pequeno passo para o melhor entendimento das respostas durante as fases
descompensada e de recuperacéao, reforcando importante papel do sistema nervoso

central na resposta a hemorragia.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: PRINCIPAIS DIFERENCAS DA RESPOSTA A HEMORRAGIA ENTRE
ESPECIES

As principais diferengas entre os modelos animais ocorrem durante a fase
compensada, a primeira grande diferenca das respostas a hemorragia esta nos
estudos que abordam acdo dos barorreceptores modulando a FC nessa fase. As
principais evidéncias que reforcam a hipotese de que os barorreceptores arteriais
desempenham um papel fundamental sobre as respostas hemodinamicas na fase
compensada vém de estudos dos efeitos da desnervagédo sinoadrtica (DSA), que
remove a informacdo aferente dos barorreceptores, em animais submetidos a
hemorragia aguda. Em coelhos ndo anestesiados, por exemplo, a resposta a perda
de sangue menor que 30% do volume sanguineo total, leva ao aumento progressivo
da frequéncia cardiaca e da resisténcia vascular, bem como aumento da resisténcia
vascular nos membros e na regido esplancnica, mantendo assim a presséao arterial
em seus niveis normais (LUDBROOK; GRAHAM, 1984; SCHADT et al., 1984). Porém,
apos a DSA, esses animais apresentam queda progressiva da resisténcia vascular
sistémica, pressao arterial, atenuacdo do aumento normal da concentragao
plasmatica de norepinefrina e na maioria das vezes manutengao dos valores da
frequéncia cardiaca (SCHADT; GADDIS, 1986). Ja caes nao anestesiados
submetidos a hemorragia aguda, apresentam queda da pressé&o arterial e auséncia
do aumento da resisténcia periférica, apds a SAD (SHEN; COWLEY; VATNER, 1991).

Outros fatores também contribuem para a manutencdo da pressao arterial
durante a fase compensada e apresentam diferenca entre espécies, é aq resposta
hormonal nessa fase. Estudos utilizando coelhos e cdes acordados demonstraram
que a atividade simpatica do nervo renal aumenta progressivamente nessa fase
(BURKE; DORWARD, 1988; MORITA et al., 1988; MORITA; VATNER, 1985;
SCHADT; LUDBROOK, 1991). A concentragado plasmatica de Norepinefrina (NE)
parece exercer agdes hemodinémicas relevantes durante a fase compensada, porém,
seu aumento pode variar de acordo com o modelo animal utilizado. Em coelhos, por
exemplo, foi demonstrado aumento da concentracdo plasmatica de NE durante a
hemorragia ndo hipotensiva. Em ratos esse aumento foi observado somente apds o
inicio da hipotensao, que é a principal caracteristica da fase descompensada da
hemorragia  (DARLINGTON; SHINSAKO; DALLMAN, 1986; FORSYTH;
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HOFFBRAND; MELMON, 1970; HAGGENDAL, 1986; SCHADT, 1989). Apesar destas
respostas variarem de acordo com a espécie estudada, estes dados reforcam os
achados de que os mecanismos responsaveis por manter a pressao arterial em seus
niveis basais, apesar da queda do débito cardiaco que ocorre durante a fase
compensada, ndo acontecem apenas pela retirada vagal, mas também ocorre devido
ao aumento da atividade simpatica cardiaca, que contribui com o aumento da
contratilidade do musculo cardiaco, mantendo assim os niveis de pressao normais
apesar da queda do débito cardiaco. Apesar de céaes, coelhos e macacos
apresentarem taquicardia durante a fase compensada essa resposta nao é
visualizada em todos 0os modelos animais de laboratério. Ratos nao anestesiados, por
exemplo, provavelmente por ja apresentarem taquicardia mesmo no estado basal,
geralmente ndo apresentam aumento significativo da frequéncia cardiaca em
hemorragias leves, ou seja, que nao sao capazes de causar hipotensao
(DARLINGTON; SHINSAKO; DALLMAN, 1986; FEJES-TOTH; BRINCK-JOHNSEN;
NARAY-FEJES-TOTH, 1988; SCHADT; LUDBROOK, 1991; TROY et al., 2003). A
concentracdo plasmatica de vasopressina aumenta consideravelmente em animais
submetidos a modelos de hemorragia capazes de causar hipotensdo, porém, em
somente em mamiferos de grande porte 0 aumento da concentragédo de vasopressina
parede contribuir de maneira significativa na manutengao da pressao arterial durante
a fase compensada. Estudos realizados em caes e coelhos demonstraram que a
hemorragia ndo hipotensiva pode causar aumento da concentracdo plasmatica de
vasopressina (QUAIL; WOODS; KORNER, 1987; WANG et al., 1983, 1988).
Entretanto, o bloqueio do receptor V1 durante a fase compensada em coelhos e ratos,
nao demonstrou efeitos significativos nos valores de pressao arterial, portanto, mesmo
com o aumento da concentragao plasmatica esse peptideo aparentemente nio tem
acao relevante na fase compensada nesses animais (BUSNARDO et al., 2016;
KORNER et al.,, 1990; SCHADT; HASSER, 1991). No entanto em caes nao
anestesiados submetidos a hemorragia leve, o bloqueio sistémico do receptor V1
gerou queda abrupta da pressao arterial, 0 que sugere agao relevante no controle da
PA exercida por esse peptideo durante essa fase (SCHWARTZ; REID, 1981). Essas

sao as principais diferencas entre as espécies fornecidas pela literatura atualmente.
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press’. Por favor, providenciar a versdo final do artige publicado em janeiro de 2017, & aba 11- Documentos- Outros
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(Geréncia de Residuos). *Informamos que & aba 11- Documentos foi liberada semente para anexar os documentos
solicitados. A resposta a diligéncia deve ser enviada apds anexar clicando na Situacdo Resposta a Diligéncia.

Belo Horizonte, 07/05/2018.
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ANEXO 3:TABELA DE VALORES ABSOLUTOS

Volume de PA 10 min antes PA apés 20 min de
Microinjegao Peso (g) sangue da hemorragia hemorragia
removido (ml) (mmHg) (mmHg)
300 7,25 109 50
325 7,5 134 74
325 75 102 43
Salina 320 7,5 111 50
320 7 125 66
315 7 121 56
300 6,75 124 56
345 8 124 59
285 6,5 124 80
305 7 120 63
Muscimol 305 7 124 77
345 75 122 91
355 8 120 74
290 6,75 122 88
320 75 122 84
300 7,25 112 68
270 6 121 75
ATT9 300 7 134 105
320 7 136 106
320 75 120 82
300 6,5 117 67
290 6,5 127 93
325 7,5 115 75
Losartan 310 7 118 70
340 7,75 117 86
330 7,5 126 79
315 7 119 67
310 7 123 65
Ang-(1-7) 345 7,75 131 76
375 8,5 125 85
345 8 131 58
320 7,25 135 80
Salina+dTyr 315 7 133 63
320 75 112 53
305 7,25 126 65
365 8 125 58
330 75 115 74
AT79+dTyr 330 7,5 115 50
310 6,75 123 54
285 6,5 122 76

Anexo 3. Valores de peso corporal (g), volume total de sangue removido (ml) e valores absolutos da

PAM (mmHg) antes e ao final da hemorragia de todos os grupos experimentais.
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ANEXO 4: MUSCIMOL VS LOSARTAN VS A779
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Anexo 4. Efeito da microinjecéo bilateral de A779 no PVN junto da inje¢céo i.v. do antagonista de
receptor V1 sobre as alteragbes da PAM (mmHg) e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a
hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta representa o momento da microinjecdo de A779 (1
nmol, n = 8), Losartan (1 nmol, n = 5) ou Muscimol (1 nmol, n = 5); * e * Diferenga significativa do
respectivo grupo em relagdo ao grupo Muscimol, e ¢ diferenca significativa do grupo A779 em relagéo
grupo Losartan p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons test seguido de pos-teste de

Bonferroni);
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ANEXO 5: SALINA+DTYR VS A779+DTYR
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Anexo 5. Comparacéo do efeito da microinjegao bilateral de Salina e A779 no PVN junto da injecéo i.v.
do antagonista de receptor V1 sobre as alteragées da PAM (mmHg) e FC (bpm) nos periodos antes,
durante e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta representa o momento da microinjegéo
de Salina+dTyr (NaCl 0,9% e 50 pg/mL/kg, n = 5) ou A779+dTyr (1 nmol e 50 yg/mL/kg, n =5); #e #
Diferenca significativa em relagao ao minuto 0 do respectivo grupo, p<0,05; & e & Diferenca significativa
em relagdo ao minuto 30 do respectivo grupo, p<0,05 (One-way ANOVA multiple comparisons test

seguido de pos-teste de Bonferroni).
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ANEXO 6: VALORES ABSOLUTOS MUSCIMOL VS SALINA
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Anexo 6. Efeito da microinjecéo bilateral de Muscimol no PVN sobre os valores absolutos da PAM
(mmHg) e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A
seta representa 0 momento da microinjecdo de Salina (NaCl 0,9%, n= 8) ou Muscimol (1 nmol, n= 5);
* Diferenga significativa em relagdo ao grupo Salina, p<0,05 (Two-way ANOVA multiple comparisons

test seguido de pods-teste de Bonferroni).



ANEXO 7: VALORES ABSOLUTOS LOSARTAN VS SALINA
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Anexo 6. Efeito da microinjecéo bilateral de Losartan no PVN sobre os valores absolutos da PAM

(mmHg) e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apds a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A

seta representa o momento da microinjecao de salina (NaCl 0,9%, n = 8) ou Losartan (1 nmol, n= 5);

* Diferenca significativa em relagdo ao mesmo periodo do grupo Salina, p<0,05. (Two-way ANOVA

multiple comparisons test seguido de pds-teste de Bonferroni).
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ANEXO 8: VALORES ABSOLUTOS A779 VS SALINA
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Anexo 7. Efeito da microinjegéo bilateral de A779 no PVN sobre os valores absolutos da PAM (mmHg)
e FC (bpm) nos periodos antes, durante e apés a hemorragia em ratos ndo anestesiados. A seta
representa o momento da microinjecédo de salina (NaCl 0,9%, n = 8) ou A779 (1 nmol, n= 8); * Diferenca
significativa em relagdo ao mesmo periodo do grupo Salina, p<0,05. (Two-way ANOVA multiple
comparisons test seguido de pés-teste de Bonferroni).



